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Introduction



Les protéines et les peptides sont des macromekcoimposées d’'une série d’acides aminés.
Il existe 20 acides aminés naturels qui sont légubs élémentaires de ces polymeres, leur

formule générale est la suivante,

HaN*+—C——C

Figure 1 : Structure des acides aminés.

Chaque acide aminé a un groupement R différentliquconfere une propriété physico-
chimique particuliere (acide, basique, hydropHhilggrophobe, encombrement stérique, etc).
Les acides aminés sont polymeérisés via la liaiseptigique établie entre la fonction
carboxyle et la fonction amine. Ces systemes onprégoriété de se replier et d’adopter
différentes conformations qui conditionne en patdears fonctions. Il existe différents
niveaux de structuration, (i) primaire qui correspa I'enchainement d’acides aminés, (ii)
secondaire qui correspond au repliement local dégges acides aminés (hélices et feuillets
béta principalement), (iii) tertiaire qui corresploa la structure en trois dimensions des
différents sous domaines secondaires, (iv) et quaite qui correspond a l'association de
plusieurs chaines polypeptidiques. Pour élucideepdiement des peptides et des protéines
structurés différentes techniques analytigues entistdont les plus courantes sont la
diffraction des rayons X (DRX) et la résonance ngdigue nucléaire(RMN). De nouvelles
méthodes, principalement en RMN, permettent de fair suivi dynamique du repliement en
temps réel, en utilisant les techniques de RMNeenps réét® et de H/D exchange pulsé.
Nous pouvons aussi citer les méthodes spectrossepiglles que le dichroisme circulaire et
la fluorescence. Les analyses en RMN sont réaliséeghase liquide, tandis que la DRX
utilise un monaocristal. La compréhension des méraes qui gouvernent la dynamique de
repliement et la structuration des protéines esh Ides enjeux actuels de la biologie
structurale. La stabilité d'une structure résulteind équilibre entre les interactions
intrinseques et extrinseques. En phase liquidsplieant, I'interaction avec des ions du milieu
ou d’autres biomolécules, jouent un rdle cruciallaustabilisation des structures. On assiste

également a un développement des études en phasesgadomaine dans lequel s’inscrit



mon travail de these. Ces études en phase gazeuseetfent d’observer les facteurs
intrinseques qui stabilisent ces structures. Ure rdéthodes utilisées en phase gazeuse est
I'’échange H/D°. Bien que I'échange soit réalisé en phase ligetd@sulte d’une structure en
solution, I'analyse est réalisée en spectroméiendsse haute résolution en phase gazeuse.
Le principe consiste a échanger les protons lalpkes des deutériums et d’analyser le
décalage en masse. On peut ainsi cartographiarfice accessible de la protéine. Ces études
peuvent aussi délimiter les zones en interactiosean de complexes supramoléculaires. La
spectroscopie d’action infrarolfeest une méthode qui permet de faire des étudss tré
précises sur la structure de peptide. En effeigaasure optique permet de déterminer les
liaisons hydrogéne présentes dans la structureaeseCette spectroscopie est dite d’action,
puisqu’en pratique on ne peut pas mesurer I'absor@n phase gazeuse a cause de la faible
densité d’ions piégés. Une des techniques utilisseSenregistrement des spectres de masse
en fonction de la longueur d’onde injectée en teapf’il y a absorption il y aura
fragmentation de I'ion étudié. Ainsi on peut obtates spectres IR qui peuvent étre comparés
a des structures candidates obtenues par desscdieulynamique moléculaire ou de chimie
quantique. Une autre technique émergeante estiéée la fluorescence en phase gaz8use
Les mesures de fluoresceficen solution permettent de caractériser I'environeet des
chromophores de la chaine peptidique (tryptophaymsine et phénylalanine) et sont
notamment utilisées pour caractériser les changedm structureé. La méthode FRET
(Forster Resonance Energy Transfer) qui est baséteda fluorescence, permet de connaitre
la distance entre deux points marqués par des dploones dans la protéine. Cette technique
commence & étre implémentée en phase gaZeube derniére technique qui fait I'objet de
mes travaux de thése est la mobilité ionique cauplia spectrométrie de masse (IM-MS). La
mobilité ionique a été développée dans les ann866 par Revercomb et Masdr® Le
développement des sources d'ionisation dolices spectrométrie de masse a permis
d’étendre son utilisation aux biomolécules. Les/dte pionniers ont été menés par les
équipes de M.J. Jarrdid® et de M.T. BowerS qui ont étudié la conformation de
biomolécules grace a I'lM-MS. Il existe deux tygkapproches en IM-MS.

La premiere est une étude de la conformation desyes choisis. La mobilité ionique permet
alors de déterminer la section efficace de coltisit des calculs permettent de proposer des
structures. En comparant théorie et expérience,peut ainsi identifier des structures
candidates. Cette approche a été utilisée par drguap M.J. Jarrofd et M. Kappe$*lors

de I'étude d'agrégats atomiqd@s’ Le groupe de M.T. Bowers a fait de nombreusedestu

sur la structure des biomolécfie€



La seconde approche consiste a utiliser la mobdinégue comme méthode séparative dans
I'étude d’échantillons complexes. Nous pouvonsrdis travaux du groupe de H. Hitf° de
R.D. Smiti***de D.H. Russét**et de D. Clemmé&r*®

La plupart des appareils utilisés dans les étudésscprécédemment utilisent des dispositifs
et montages expérimentaux concus et développédepadaboratoires. La société Waters
Corporation a cependant mis sur le marché depuié 26 spectrométre de masse, le Synapt,
permettant de séparer des conforméres en amontankyse en masse. La technologie
utilisée est un peu différente des tubes de mékilassique, puisque les champs utilisés ne
sont ni constants ni homogenes. Il est difficile@te Synapt de mesurer directement la
section efficace de collision. Néanmoins pour upprache séparative, cet appareil a une
sensibilité compatible avec I'étude de produitddmamues. Cet instrument a permis I'étude de
différents systéemes tels que les protéines amydoigel sont associées a la maladie
d’Alzheimer’” mais aussi sur des complexes protéitjudsessor récent de cette technique
ouvre la voie au développement de nouveaux insimtsnéoujours plus résolutifs et
sensible¥*

Lors de mon arrivée au LASIM en septembre 200%pEeience de mobilité ionique venait
d’étre assemblée mais aucun spectre de mobilit@ai’ancore été enregistre, le signal d’'ions
étant trop faible. Pour palier ce probléme noushavealisé des simulations avec le logiciel
Simion afin de concevoir un piege ionique cylindegaccolé a un entonnoir a ions. Ce
dispositif nous alors permis de réaliser les preesienesures aprés un an de développement.
Apres avoir calibré I'expérience sur des systemedeaies, nous avons pu commencer |'étude
de peptides et de protéines.

Une premiére étude a porté sur le complexe ocyeecinvré’, couplée a des observations
spectroscopiques nous avons étudié I'action dwrmasur la structure de cette hormone
peptidique.

Plusieurs études conformationelles ont égalememtezoé des séries de peptides et ont été
réalisées en collaboration avec I'équipe de Y. irsgle I'Ecole Polytechnique Fédérale de
Lausanne (EPFL). La premiére concerne une sérlyalanines et de polyglycines de type
RAXA K et RGXG4K (ou X est I'un des vingt acides aminés). Le bamglcette étude était
d’observer l'influence de l'acide aminé centrale $a structure secondaire observée. La
seconde portait sur I'étude de la stabilité d’'uédice du domaine transmembranaire de la
protéine M2 du virus de la grippe A et de certaiasants.



Enfin nous avons initi€ une étude sur le repliended protéines en utilisant le modele du
Lysozyme. Nous nous sommes plus particulierememnéraasés aux mécanismes de
repliement sous l'influence de I'état d’'oxydatioa ces ponts disulfures.

Le manuscrit présente tout d’abord un premier ¢hapmle revue générale sur la mobilité

ionique décrivant dans un premier temps les asplétgiques puis, dans un second temps,
les différents composants d’'un tel dispositif. lia dlu chapitre est consacrée a la mesure
d’une section efficace de collision et aux méthatdleslynamique moléculaire qui permettent
de proposer une structure et une section effida@arique.

Le second chapitre présente le développement emegtal et les simulations réalisées. Une
premiére partie est consacrée a l'appareillages pume seconde partie aux simulations
réalisées. Enfin la derniere partie explique lag@gpe de fonctionnement de I'expérience.

Les trois derniers chapitres sont consacrés aukaés de trois études que j'ai choisis de vous
présenter. Le chapitre 3 concerne les études dies si& peptides homologues, polyalanines
et polyglycines, réalisées en collaboration avéquipe de Y.Tsybin. Le chapitre 4 porte

quant a lui sur I'étude de la stabilité de I'hélabe domaine transmembranaire de la protéine
M2 et de ses mutants. Enfin, le dernier chapit@sgmte les résultats concernant I'étude
conformationelle des protéines en phase gazeupki®tparticulierement sur le repliement

oxydatif du lysozyme.
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Dans ce chapitre, nous allons dans un premier tggsenter le principe de la mobilité
ionique. Dans une deuxieme partie, nous présergdeothéorie de la mobilité ionique. Puis,
nous parlerons des techniques expérimentales. Hrdirs parlerons des technigues de
détermination de structures et des calculs permtetta comparer les sections efficaces de

collision expérimentales et théoriques.

[. Principe :

La mobilité ionique est la mesure de la vitessendan dans un gaz sous l'influence d'un
champ électrique homogéne. L’ion est entrainé pachlamp électrique et ralenti par les

collisions avec le gaz (comme représenté sur ladidr1).

L- ] oy pulse of mass-selected ions Arrival Time Distribution
separated by shape s
\g = extended
= drift cell | =2 r o
= E = l‘": %
- chuan @ Ful . 8 é
Pbuﬂer gas 2\, ? B time -
- o V) y

positicn

Figure I-1 : Principe de la mesure de mobilité iorque

Une mesure de mobilité ionique consiste a détemmimdemps nécessaire a un ion pour
parcourir la distance du tube. Les ions se déptagame vitesse constante, leurs temps de
diffusion dépendront de leurs sections efficacesalksion et donc de leurs conformations.
Plus sa conformation est dépliée, c'est-a-dire gdusection efficace de collision est éleveée,
plus la force de frottement sera grande.

La mobilité ionique est une technique analytiquepgumet (i) de faire de la séparation d’ions
en fonction de leurs conformations (ii) de détemnila section efficace de collision d’un ion
et de remonter ainsi & sa géométrie. Cette technimuplée a la spectrométrie de ma$sst

un outil puissant notamment dans la résolutionodiéres conformationel®$ dans I'étude

de complexes protéiqueainsi que dans le repliement de protéines.
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[I. Théorie :

1. Mouvement des ions en régime de diffusion

En premiere approximation, le régime de mobilite es regime de diffusion, les collisions
sont des collisions élastiques. Dans ces conditetsmps de dérive (drift timeg)td’'un ion

a travers le tube de mobilité ionique ne dépend dwenombre de collision avec le gaz
tampon, du champ électrique, de la températures éa ghression. La vitesse moyenne d’un
ion dans un gaz est appelée la vitesse de diffysipnelle est proportionnelle a I'intensité du

champ électrique (E):

v, =KE eq. lI-1
Le coefficient de proportionnalité K est appelé ititghionique. Le temps de dérive est ainsi
inversement proportionnel & K. Cette grandeur épeddante de la température, de la nature
du gaz tampon et de la pression.
On atteint tres vite le régime a vitesse constdraedémonstration suivante permet d’obtenir
un ordre de grandeur du temps pour lequel cettssat est atteinte. Si la vitesse est constante
on a d'apreés le théoréme fondamental de la dynamiqu
YF.,

=0=—= eq. -2
m

a=

o
2|2

Il y a deux forces exercées sur le systeme, uree fdue au champ électrique et une force de
friction (Cf. Figure 1-1),

oE = W, eq. 1I-3
Avec g la charge de l'ion, E le champ électriquks coefficient de friction etga vitesse de
diffusion. En projetant les vecteurs selon I'ax@ui est 'axe de déplacement des ions et du

champ électrique) et en utilisant I'équation |41 abtient,

=K eq. -4

< |la

Si on se place maintenant dans le régime transjtiairvariation de la vitesse en fonction du
temps est donnée par,

v _GE_W eq. II-5

¢ m m
En utilisant I'’équation 1I-4 et en l'injectant dahisb on obtient,
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ﬂ:q—E—iv eq. II-6
d m Km

Ainsi Km/q=, avecrt le temps caractéristique de la variation de lasgé par rapport au
temps. En prenant 1@n a un ordre de grandeur sur le temps a paque&lla vitesse devient
constante. Pour I'application numérique on utilise grandeurs physiques relatives a l'ion
bradykinine deux fois chargées (m=1060uma et K487V .m?.s* pour une pression de
10Torr et une température de 298 K). On obtient @uéaisant I'application numérique, ce
qui par rapport au temps de diffusion de notre egpée (48ms pour lion 2+ de la

bradykinine) est négligeable.

On peut s’affranchir de la pression (P) et de hag@rature (T) dans le tube, en introduisant la
mobilité réduite I,

Ky, =K eq. -7

TR,

Avec Tp et B la température et pression dans les conditiomslatds.

Le coefficient de mobilité K peut étre relié a laleur du coefficient de diffusion D de I'ion
dans le gaz qui décrit le mouvement brownien damdans un gaz. On considére qu'il n’y a
pas de gradient de température et la densité asseist telle que I'on néglige la répulsion

coulombienne. Un gradient de concentrafigengendre un courant d’ions : les ions vont

migrer des régions a forte concentration vers degeg a faible concentration a un taux

proportionnel a I'intensité du gradient de concatiin, en accord avec la loi de Fick :

J=-D0, eq. II-8

Ou J est le nombre d’ions qui diffuse a travers umige d’aire par unité de temps. J est égal

au produit de la vitesse de diffusion des ionef\u nombre d’'ions par unité de volume (n),

J=vn eq. 1I-9
En combinant les deux dernieres équations on dbtien

vn=-D0, eq. II-10

Le gradient de concentration pour la diffusion sela direction du champ électrique est

défini par dn/dx. En se plagcant en régime statmeron obtient,
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vn:—D@: KEn eq. II-11
dx

Le champ électrique dérive du potentélainsi F=-dV/dx. Les particules, a I'équilibre

thermodynamique, sont alors réparties selon utistaae de Maxwell-Boltzmann,

v
n(x)=n,e 7 eq. 11-12

Avec k la constante de Boltzmann. En introduisaet dans I'équation 1I-12 on obtient,

v.ne < = ——.—X.no.e kT eq. 1I-13

V=—— eq. IlI-14

Avec v=KE et F=gE on obtient la relation de Nerfistvnsend-Einstein,

K =£ eq. II-15
KT

2. Dispersion des ions et résolution

La mesure de mobilité ionique donne un profil desgs d’arrivés des ions. A cause du
mouvement de diffusion aléatoire ce profil a urrgear temporelle. La densité d’ions a la

position x dans le tube et a un instant t est denaé,

n(x,t)= g b (WF /4o eq. 11-16

2N/ T
Ou xd=wt est la position du maximum, | est le nhombre tatabns injectés par unité de
surface. La largeur a mi-hauteur de la gaussiemue pne constante de diffusion D et un

temps d’injection infiniment court est donnée par,

0,,(t) = 4(/DtIn(2) eq. 11-17
Soit At la largeur a mi-hauteur du profil en temps digrd’'un ion donné, ce qui correspond

a une largeur spatiale,

Oy, = V4t eq. 1I-18

En utilisant la relation de Nernst-Townsend-Eins{&g. 1I-15) et 'équation précédente on a,
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t v
At=0-]/2(d)=4(k-rln(2)j t, eq. II-19
v, Ve vas

Ou V=EL est la différence de potentiel appliquéelsuube de mobilité. On obtient pour la

résolution,

12
L U (Xj eq. 1I-20
At T

Pour accroitre la résolution il faut augmenterdasion ou diminuer la température. Cette
résolution est la résolution intrinséque a I'exp@ce, il faut la considérer comme une limite
théorique. Un autre parameétre intervient sur laltd®n, il s'agit du temps d’injection du
paquet d’'ions (qui a été considéré infiniment colars la démonstration précédente). Comme
nous l'avons dit précédemment, il faut injecter gegjuets d’ions a un temps donné pour
calculer leur temps de dérive. Ce temps d’injectonne influence sur le profil obtenu. En
prenant I'équation 11-16, et en posaptxgty pour le déplacement des ions sur une longueur L

on peut définir le profil temporel des ions défipar,

1t)=1,e' eq. 11-21
aveco =2,/Dt, etl, -t . Si on définit une porte d’injection de largeudrdh a le flux
ol
d’ions injectés a tstet arrivés aqtqui s’écrit,
_(t—to—td Jz
Itty)=qlee 7 7 S-0<t;<+d eq. 1-22
0 Snon

Pour l'intensité totale on integre entr@et+d ce qui donne,

t-ty—t, JZ

+J +0 _|
S(t):jdtOJ(t,tO):lojdtoe[ d eq. 1-23
-5 -5

. . . d-t, -t N t
En faisant le changement de variable suivant,@eit—2—% d’ot dd=--2 on a,
o

g
t,=-0 g=""2""
S (_ 5t eq. 11-24
t,=+0 6,= d
g

On peut réécrire l'intégrale de la maniére suivante
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6 6 6,
s{t)=~1,0[dee™ =d0(jd6é‘gz —jd&a‘ng eq. 11-25
6 0 0

En définissant la fonction erf comme sanif,(x) :ije‘xz dx, on peut réécrire I'équation Il-
T
25,
S{t)=al, g[erf (6,)+erf(6,)] eq. 11-26

Ainsi on remarque, comme montré sur la figure suiwaque lorsque la durée de la porte
d’injection est inférieure a la largeur de la dimition limite (typiquement de 'ordre de 1ms)
on obtient un profil gaussien élargi. Dés lors geetemps est dépassé, le profil obtenu est
déformé et a une largeur correspond a la duréa perte d’injection. Le temps d’injection est

donc un parametre clef sur la résolution du paifienu.

B ———_

%

Injection durant un termps indéfiniment court

%

Temps d'injsction de 1ms
Figure 1I-1 : Profils simulés en temps d’arrivés skon la largeur temporel du paquet d’ions injecté paor un
méme coefficient de diffusion

-

Temps d'injection de 5ms.

3. Limite du régime de diffusion

Pour étre en régime de diffusion et donc que lemons ci-dessus soient valables, il faut
gue I'énergie emmagasinée par l'ion due au chareptréque entre deux collisions soit

négligeable devant son énergie thermique.
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eEA << KT eq. lI-27
Avec A le libre parcours moyen entre deux collisions.shieB. est 'énergie gagnée par un
ion de charge e se déplacant sous l'influence dhamp électrique E entre deux collisions et
KT est I'énergie thermique. Si nous prenons comymotinese que le gaz se comporte comme
un gaz parfait, le libre parcours moyen est édaheerse du produit entre la densité du gaz
(N) et la section efficace de collisiof), I'équation [I-27 peut se réécrire de la fagon

suivante,

eE << KTNQ eq. 1I-28
Par réarrangement de I'équation précédente onrptie

E/N << kTQ/e eq. 11-29
Cette équation peut étre réécrite de la maniergasteé selon la formule donnée par
Revercomb et 4,

d2
E/N <<7 eqg. 1I-30

Ou d est la somme des rayons de l'ion et de la entdéen Angstroms et z le nombre de
charge élémentaire sur I'ion. Le rapport E/N esTewnsend (Td), qui est une unité utilisée
en mobilité ionique correspondant a10v.cn”. En régle générale les expériences de
mobilité ionique a champ homogéne se situent avalear de 2Td.
Pour des valeurs de rapport E/N supérieures leatiégs qui régissent le mouvement des

ions ne sont plus les mémes. En effet I'équatighdiécrit sous la forme,
v, =K(E)xE eq. I1-31
En utilisant le K(E) relatif au K(E) on obtient une série infinie emes pairs
Ko(E) = Ko(O)L+ a(E/NY + BE/N) + AE/N) + £(E/NJ +..] eq. 11-32

Avec Ky(0) la mobilité a champ faible. Ainsi la vitess@st plus directement proportionnelle

au champ électrique.

4. Relation entre mobilité ionique et section efficdeecollision

Les collisions entre les particules sont controlpas les forces exercées entre elles, la
mobilité dépend de la force d’interaction ion-maeiéc Dans la démonstration qui suit, on
néglige les collisions a plus de deux corps etddissions ion/ion. Les ions se déplacent a une

vitesse constante, ainsi le transfert moyen neju@mtité de mouvementP) par le champ

16



électrique et par les collisions est nul. La pentgyenne dé\P dans le gaz due aux collisions
est donc égale au gain moyen du au champ entreaddlisions, ainsi,
M<\7' —\7> =gE& eq. 11-33
Avec ot la durée entre deux collisions, V et V' vitessegant et aprés collision. Or en
moyenne avant collision V=0 ainsi V'-V=V".
|v|<\7'> = gEd eq. 11-34
On considere les collisions isotropes, c'est a duapres une collision la vitesse relative
entre l'ion et la molécule de gaz est en moyendie.nu
v s<\7'—\7'> =0 eq. 11-35
(V') =(v) eq. 11-36

Ou Vv’ est la vitesse de I'ion aprés collision. Emsidérant la conservation de la quantité de

mouvement moyen on a :

m(v) +M (V) = m{v') + M(V") eq. 11-37

> = (V') ainsi I'équation précédente s’écrit,

—
1

Or(V) = v, <\7> =0, et <V

(V) = v, =(1+%j<\7'> eq. 11-38

En utilisant I'’équation précédente et I'équatio34l on a,
_QgEA& N gE&

M m
Le premier terme est I'énergie moyenne perdue péision et le second est I'énergie

Vy eq. 11-39

moyenne gagnée entre deux collisions dues au cBéupique.
En utilisant la théorie cinétique des §apus pouvons définir la durée entre deux collision

de la maniére suivante,

a :W eq. 11-40
r D

Avec N le nombre de collisions par unité de tengh$2p la section efficace de collision. En

substituant cette équation dans I'’équation 11-3%pn
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_gE(1 1] 1
V= | =+ | eq. 11-41
‘ N(m M ) (v,)Qp q

La vitesse moyenne peut étre approximée de marags@nnable par sa racine carrée, ainsi

) =lu)=(

Ou <\7.\7>=0 parce que la vitess¥ est égale dans toutes les dimensions de I'espace

\7—\7‘2> =<v2>+<V2>—2<\7.\7> =<v2>+<vz>eq. 11-42

(distribution isotropique des vitesses moléculairea valeur de<V2> provenant de I'énergie

thermique des molécules est définie tel que,

%M<V2>:ng eq. 11-43

Si le champ appligué est faible, c'est-a-dire quatkesse des ions est thermale on a,

1 ,,_3
=mv°)=—=KT eq. ll-44
2"V 73 a
On a donc,
<vr>2:£+£ eq. 11-45
m M
Ainsi I'équation 11-41 devient,
12 12
vd—izq—E(i 1] (ij L eq. 1l-46
3 NM m) \kT) Q,
Avec K=vw/E on a
12 12
i
3*N\M m KT ) Q, eq. 1-47

On trouve une relation entre la mobilité ioniquelatsection efficace de collision, cette
démonstration, pour la simplifier, a été faite lmsrvaleurs moyennes des vitesses. Si on avait
pris des profils de vitesse il aurait fallut uisune intégration de type Monte-Carlo qui aurait
permis de retrouver I'équation 1-48 donnée par &®eomb et Masdh la seule différence

intervient sur le facteur numérique,

b be:

K :3& i+i E i eq. 11-48
16Nm M) (kT) Qg

La section efficace de collision est une grandelative a la géométrie de l'ion étudié. Cette

relation est valable si la masse de l'ion étudiétres supérieure a la masse du gaz tampon.
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Ainsi on peut a partir d’'une expérience de mobilit@éque remonter a la section efficace de

I'ion étudié avec le gaz tampon.

lll. Les techniques expérimentales

1. Les fondements (1850 et 1938)

Nous pouvons citer trois axes de recherches qupermis le développement de la mobilité
ionique.

Tout d’abord un travail théorique et expérimentéiedué par Langevin portant sur
lionisation des gaz et sur la théorie cinétitfe Langevin a défini I'aspect collision de la
mobilité ainsi que le rble des forces attractivesla section efficace de collision, il a aussi
développé une premiére description des interactionsmolécule et linfluence de ces
dernieres sur la mobilité.

La seconde a été I'étude rationnelle de I'influedaechamp électrique et de la pression sur la
mobilité ionique. Des travaux sur la diffusion ddions dans I'azote ont été développés par
Mitchell et Ridlef*. L'étude de la mobilité en fonction du rapport EdNvermis de définir les
différents types de régimes (faible champ ou Kuest constante et a haut champ ou K est
dépendante du champ électrique).

Ensuite, nous pouvons citer des travaux portanfesumnovations techniques, les optiques
ioniques, les techniques de vide et la détecti@niales. Ceci a permis le développement de la
physique expérimentale. On peut citer des étuddarmicsur l'injection de paquets d’ions en
utilisant des portes a ions (ions shutters) qut sonrméme type que celles utilisées a I'heure
actuelle pour injecter les ions dans les tubes dhilité ionique. Ces premieres portes a ions
ont été décrites en 1929 par Cravatat van de Graaff. Bradburry* a développé cette

méthode par la suite avec un champ linéaire emng glaques.

2. Les débuts de la mobilité ionique (1948 et 1970)

Le développement des instruments de mobilité iamigst principalement dus a Mason et
McDaniel qui ont théorisé le processus de diffusies ions en phase gazeuse sous
linfluence d’'un champ électriqd@™® Ils ont développé des expériences de mobilitégice

qui sont a la base des instruments actuels. Arpadetices travaux les premiers appareils
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commerciaux ont pu voir le jour. L'intérét pour teetechnique prend de 'ampleur a partir du
début des années 70. Karasek éf'8ldémarrent des études sur différents composés
organiques qui contribueront a I'émergence de l&ili® ionique comme outil analytique.
D’autre part les applications militaires utilisargtte technique sont nombreuses (détections
d’explosifs, de gaz, etc). Ceci va permettre leettiiypement de nouveaux appareils portatifs
pour étre utilisés sur le terrain.

Cet intérét croissant va permettre aussi le dépeloent de couplage avec d’autres
techniques analytiques. Nous pouvons citer la chtographie gazeuse et la spectrométrie de

masse sur laquelle nous reviendrons par la suite.

3. Les composants d’'une expérience de mobilité ionique

Iy a quatre parties principales dans une expéeiede mobilité ionique, la source
d’ionisation, l'injection des ions, I'analyseur let détecteur. Nous allons présenter quelques

exemples pour chacune de ces parties.

a. La source d’ionisation :

Il existe de nombreuses sources d’ionisation qut stilisées selon le type d’échantillons a
analyser et le type d’ions que I'on veut obtenon@ atomiques, moléculaires, complexes
moléculaires, etc...). Le développement des sourgasishtion appliquées a la spectrométrie
de mobilité ionique a été le méme que pour la spewitrie de masse. Nous allons nous
focaliser sur l'ionisation des biomolécules, pusgwus nous intéresserons a ce type de
systeme dans cette étude. Les premiéres sourcekppges permettaient d’obtenir des ions
atomiques ou des ions moléculaires sur des systdepstites tailles (hydrocarbures, petites
molécules organiques ou sels inorganiques) nousamsuciter la source radioactive &ixi.
Cette source a permis de réaliser les premieresirggesle mobilité ionique. L’échantillon
doit étre préalablement vaporisé, la source raticmémet des électrons, qui en interaction
avec la vapeur d’analyte crées des ions chargedinégent ou positivement.

Il faut attendre la fin du 28°siécle pour que de nouvelles sources permettabtehir des
ions moléculaires de biomolécules apparaissent.

La premiere a étre développée est I'APCI (AtmosighBressure Chemical lonisation) en
1975 par Carroll et df. Ce développement a eu lieu dans le but de couller
chromatographie liquide a la spectrométrie de masse
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Figure llI-1 : Source APCI

Le principe est le suivant, I'échantillon est négdilet ionisé en utilisant une décharge corona
comme montré sur la figure suivante (au déparnidation était réalisée en utilisant une
source au®®Ni). Cette technique d'ionisation est dite douceismelle produit quelques
fragments.

Puis la technique Fast Atom Bombardement (FAB) @&B8llpar Barber et &). Cette
technique est basée sur le bombardement d’atonpédesade type Xe, Ar. Il n'est plus
nécessaire de vaporiser I'échantillon. L’échamtilést dilué dans une matrice (glycerol), il est
bombardé par des atomes rapides (Cf. figure sw@yamti produisent des ions protonés,
déprotonés et cationisés (N&K",...). Cette technique a comme avantage de prodasécths

relativement stables ce qui lui confére une boremsibilite.
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Figure 11I-2 : Source FAB

21



En 1984, John Fefhdéveloppe la source electrospray (ESI) ce quvauidra le prix Nobel

en 2002. Cette technique permet de produire desnmiéculaires de grandes tailles protonés
ou deprotonés plusieurs fois. Cette technique migeFémergence de la spectrométrie de
masse dans I'analyse de biomolécules. Elle permétice passer en phase gazeuse des ions
moléculaires. Ce processus d’ionisation des modscaé déroule a pression atmosphérique.
Nous allons maintenant présenter les trois prinegpatapes du processus d’ionisation dans

une source electrospray puisque c’est cette sauicgera utilisée dans cette étude.
-Nébulisation : Production de gouttelettes chargées

On injecte une solution comportant I'analyte a @ébitdld’'une centaine de microlitre par heure
dans un capillaire, de 100um de diamétre, quiuesh€me dans un deuxieme capillaire, d’'un
diameétre 200um, dans lequel circule de I'azotesyeéme est appelé nébuliseur et permet la
formation d’un spray composé de fines gouttelettemrgées (positivement ou négativement
selon le potentiel appliqué au niveau du nébuf)seu

La présence d'un fort potentiel de quelques kV estdgrnébuliseur et le capillaire créé une
accumulation de charges a la pointe du nébuligelimterface liquide pointe du nébuliseur,
une réaction d’oxydation se produit, favorisantiiange de charges et la formation d’ions.
Sous l'effet du champ et de la forte densité degdde ménisque se déforme et optimise sa

surface en prenant la forme du céne de T&¥lor

E=0 O<E <Egnser E =Epnser

Figure 11I-3 : Principe de formation du céne de Tayor

Puis la pointe de ce cbne se déforme jusqu'a mier I'équilibre entre les tensions de
surface du fluide et les forces dues aux répulsimsharges. De cette maniere, de fines

gouttelettes chargées de quelques pm de diamétrdibérées.
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-Désolvatation et réduction des gouttelettes clemge

L’application d’'une différence de potentiel enteeiébuliseur et le capillaire, ainsi que la
différence de pression entre l'entrée et la sodie ce capillaire permet de guider ces
gouttelettes a travers ce capillaire. Pendant gégadément, les charges présentes dans les
gouttelettes vont se repartir a la surface (répolsélectrostatique). Les gouttelettes de
guelques micrométres de diamétre diminuent proyesent de taille par la perte de
molécule de solvant sous l'effet du chauffage. aesla tension superficielle, qui maintient
la gouttelette en état, devient plus petite quépalsion électrostatique (due a la présence des
charges), la limite de Rayleigh est atteinte : d fission asymétrique de la gouttelette, c’est
I'explosion coulombienne. Cette explosion produiieugouttelette principale ainsi qu’une
dizaine de gouttelettes secondaires. La produat®tes petites gouttelettes proches de la
limite de Rayleigh va accélérer le processus dsiofis Ce processus d’évaporation et
d’explosion se répéte plusieurs fois, il y a aunse réduction massive et rapide de la taille des
gouttelettes.

-Formation d’ions en phase gazeuse :

La derniére étape du processus est la plus polémideux mécanismes tentent d’expliquer a

ce jour la formation d’ions.
IEM
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Figure 1lI-4 : Mécanismes de production d’ions en pase gazeuse
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Dans le modéle de I'évaporation ionique (IEM) dépgié par Iribarne et Thomsdnles ions

en phase gazeuse sont directement extraits, & garka surface de la gouttelette, lorsque le
diametre de celle-ci est suffisamment petit (<1QnDgns le modeéle de la charge résiduelle
(CRM) développé par Dole et 4l.le schéma évaporation-fission de la gouttelettpairsuit
jusqu’a obtention d’'une gouttelette fille d’envirdnm ne contenant plus qu’un seul ion. La
validité du modele dépend de la nature de I'iom (Emtomique inorganique, molécules
multiprotonées, etc...). Il a été suggéré que le meozge CRM serait prédominant pour
lionisation des biomoléculédalors que le mécanisme IEM serait quant a lui @médant
pour les analytes de petites taiffes

Des études récentes de Nemes éf aht permis de faire des observations sur la fode®
gouttelettes avant ionisation. La figure suivantéspnte I'image qu’ils ont pu produire avec

leur dispositif expérimental.

Figure 111-5 : Formation des ions par electrospray

Sur cette figure nous pouvons observer des gotitielde diverses tailles provenant du jet J1
(P1, P2 et P3), ceci montre une diversité de foretaete tailles des gouttelettes formées. Ce
phénomeéne se reproduit sur une gouttelette (jeted2donnant un nouveau groupe de
gouttelettes plus petites. Ce mécanisme se répage’'a formation d’ions désolvatés en phase

gazeuse.
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En 1988 Karas et Hillenkarfit?® développent une technique d’ionisation par désmrgaser
(dans le domaine UV) sur une matrice absorbanef@e laser et permettant de désorber et
de ioniser les analytes. Cette technique permeainidér des espéces ayant une masse
moléculaire supérieure & 10000Da. Au méme momemakea et af® développent une
technique de désorption laser avec un laseCltte technique est le MALDI (matrix-assisted

laser desorption ionisation) et lui vaudra le pMobel en 2002 (partagé avec J. Fenn).
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gnd

Figure 11I-6 : Source MALDI

Ces deux derniéres techniques I'ESI et le MALDItsar'origine du développement de la
spectrométrie de mobilité ionique couplée a la spawetrie de masse pour I'étude des

biomolécules au début des années 1990.

b. L'injection des ions :

L’injection des ions dans le drift tube est unepétalef dans une expérience de mobilité
ioniqgue. Comme nous l'avons vu précédemment leferdifites sources d’ionisation sont
principalement continues, il faut donc injecter iess a un temps donné pour mesurer leurs
temps de diffusions. De plus il faut que le temjpsjettion soit le plus court possible pour
avoir la meilleure résolution.

La premiere technique utilisée a été la porte & ida Bradbury-Nielson et Tyndall. Le
fonctionnement de cette porte a ions est le suivana sortie de la source deux plagues
percées avec des grilles paralléles sont placgéegconde électrode est placée a un potentiel

supérieur a la premiere pour pouvoir empécherdas d’entrer dans le tube. Lorsque I'on
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veut injecter un paquet d’'ions on abaisse le pmede la seconde électrode a une valeur
correspondant au gradient de tension standardedpdiience pendant un temps tres court.
Cette technique permet d’avoir des pulses contréfésemps avec un cycle de répétition
important. Son principal désavantage est qu’eltenpé d’injecter une faible quantité d’ions.
En effet les ions injectés correspondent a ceuxsqui entre les deux plagques pendant le
pulse, les autres sont perdus.
Pour gagner en sensibilité il faut piéger les ienamont du tube puis les injecter sous forme
de paquets, ainsi aucun ion n’est perdu. Ce tyappidbche a été développée par exemple par
Smith et af’, avec I'utilisation d’entonnoirs & ions. Son fdnonement sera détaillé dans le
chapitre suivant. Brievement il s’agit d'un asseagiel d’électrodes cylindriques
concentriques sur lesquelles sont appliquées unsiote continue (DC) et une tension
radiofréquence (RF). La tension RF change de paateque plaque de la maniere suivante,
sur la premiere plaque +180° sur la deuxieme -18@° la troisieme +180° etc,... Ce
dispositif permet de refocaliser les ions mais iadsdes piéger dans sa partie avale pour les
injecter ensuite dans le tube de mobilité ionigDes optiques ont permis un gain important
de sensibilité.
Un nouveau systeme couplant entonnoir a ions giege a ions a été développé par Smith et
132, la figure suivante montre le systéme qui estmms® d’une partie entonnoir & ions, une

partie piégeage et une derniere partie entonrioimsa

E;it:fﬂ:f TrﬂJ E‘-ﬁdhﬂ! '::mlrols bec E:: RF
IIIIIIIIIIIiII1IIEIIIII||||“I Ill""“"] ]Il”
Enfrance
Jet Disruptor em P
| (2) (3) ;_ 4 ;J «— Exlt
Gt b Gid

—

IIlIIIIIIIIIII||Il||||||||““”|“ ‘||||||T|T|:;I|T||| H

Figure 1lI-7 : Entonnoir a ions avec systéme de pigeage

Les ions sont refocalisés dans la zone 2, la zoper@et de les injecter dans la zone de

piégeage 4. De part et d’autre de la zone 4 ildgs grilles (une en amont et deux en aval)
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pour que les potentiels soient définis de correetémPendant le piégeage les tensions des
deux grilles sont égales, pour I'éjection on almlsspotentiel de la seconde grille (exit grid).
Enfin la partie 5 permet de refocaliser les ionaraeur introduction dans le tube de mobilité
ionique. Cette technique permet d’avoir un gaimaen sensibilité. C’est la technique la plus
utilisée sur les expériences récentes.

D’autres types de pieges peuvent étre utiliséspiage cylindrique sera détaillé dans le

chapitre suivant.

c. L’analyseur:

Plusieurs technologies existent. Les tubes de m®hinique avec un champ électrique
homogene (IMS), les tubes de mobilité ionique athdnamp asymétrique aussi appelés
spectrométrie de mobilité différentielle (DMS, FABYlet spectrométrie de mobilité ionique a
champ oscillant (TWIMS ou TWIG).

Les premiers développements expérimentaux ont égtlsés sur des tubes de mobilité a
champ constant, ce sont les mieux conifpriés sont composés d'une série d'électrodes
cylindriques séparées par des isolants, entre ehatpetrode une résistance est placée. On
appligue une différence de potentiel de part etitdeadu tube, la résultante correspond a un
champ électrique homogene. Au sein du tube regeepuession de gaz tampon connue et
contrdlée par l'injection et le pompage de ce datriies ions sont injectés par la porte a ions,
ils ont une vitesse constante durant leur diffusiconnaissant leur temps de dérive et la
longueur du tube on a facilement acces a la cotestEnmobilité et donc a la section efficace
de collision.

La mobilité différentielle est une technique guest’ développée aux débuts des années 1990
en Russie par Buryakov et #l. En mobilité différentielle on applique de forteamps
électriques oscillants ainsi la relation I-3 n’pkts valable, le coefficient g&dépend du champ
électriqgue (Cf. Eq. 11-32). Le dispositif expérimah est constitué par exemple de deux
plaques paralléles, ou est appliqué un champ asti#lsymétrique sur I'une des deux plaques

alors que la seconde est a la masse, comme mantgfgyure 111-8.
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Figure 111-8 : Principe de la technique FAIMS

Les ions se déplacent entre ces deux plaques dasedrajectoires oscillantes. Le champ

électrique E(t) appliqué entre les deux plaquepegiendiculaire au déplacement des ions et
satisfait les deux relations suivantes :

—j (t)t = (E(t)) =0

eq. IlI-1
(E™(t)) 20 eq. Ill-2
Ou T est la période d’oscillation (T=t1+t2), n umtier supérieur a 1.

Eslt),

maxfE- == -7 ===

Emin Lt

Figure 111-9 : Exemple de forme de champ oscillanutilisé en FAIMS

Ce type de champ va faire osciller les ions dardirkection transverse selon une période T
(Cf. Fig. llI-8). La vitesse de chaque ions duransemi période;tet t dépend de En, Emax

et a(E/N). Une tension continue compensatoirg) ([peut étre ajoutée au champ asymétrique

28



comme montré sur la figure 11l-8. Pendant les ddemi périodestet ¢ la vitesse des ions

est régie par,

le = K(E,,K,]X—E())'(Emax - EO)
Var =K ey (Enin = o)

En utilisant I'éq. 11-32 et en se limitant au terrde deuxieme ordre on peut réécrire les

eq. IlI-3

éguations précédentes comme suit,

27
N E _ —E
le = KWO|:1+0'( maxN Oj '(Emax - EO)

7 eq. l1-4
N E.. —E
Vd2 = KWO|:1+ a[ N Oj '(Emin - EO)
Pendant une période le déplacement des ions suiaaaty est égal a,
ty+t,
Ay = J'vdt = Vgt —Vgot, eq. -5

0
En développant I'équation précédente, en utiliféquation 111-4 et en prenantoE<Emax et

Emin on a,

E Y E )
Ay =gl & | —g| —T0 eq. -6
Y (Nj [Nj q

2
L’ion traverse le dispositif sans heurter les &tmtes siAy=0, il faut donc que:r(%j soit

2
égale m(ﬁ . En faisant varier la tension compensatrice les jpeuvent ou ne peuvent

pas passer a travers le dispositif de maniere séglie. Différents types de champs ont été
utilisé$* pour modifier les paramétres de séparations. Medrail peut étre utilisé en amont
d’'un spectrometre de masse pour sélectionner osrtans. Il ne permet pas de remonter
directement a la section efficace de collision carawvec la méthode précédente.

La mobilité ionique a champ oscillant est prochelalanobilité a champ constant. Cette
technique a été développée par Giles et 4. L'analyseur est composé d'une série
d’électrodes cylindriques, sur lesquelles est gpgliune tension sinusoidale, qui se propage
selon I'axe du dispositif par utilisation d’'une $&n continue pulsée comme montré sur la

figure suivante.
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Figure I11-10 : Tension sinusoidale pulsée utiliséen mobilité ionique a champ oscillant

Les ions vont se déplacer selon cet axe par 'ac®l’'onde. La vitesse des ions dépendra de
leur mobilité. En revanche il est difficile d’obierune relation simple entre la vitesse de
diffusion de l'ion et sa section efficace de cadiis Cette technique a été commercialisée par
Waters corporation sous le nom de Synapt. L'osmiedu champ électrique permet d’avoir
une meilleure sensibilité (meilleure transmissioss dons) et a permis I'émergence de

I'utilisation de la mobilité ionique & visées bigiques="*

d. Le détecteur :

Dans la plupart des expériences de mobilité ionidas plaques de faraday servent de
détecteurs. On mesure le courant induit par le flimns en fonction du temps. A I'heure
actuelle la spectrométrie de masse est utiliséemmanalyseur des ions et détecteurs. Nous

allons nous attacher a développer ce couplage.

4. Mobilité ionigue couplée a la spectrométrie de ragHgMS)

Nous avons vu dans la partie précédente qu’il @xisbis types d’analyseur en spectrométrie
de mobilité ionique. Pour la spectrométrie de massexiste une variété importante
d’analyseur, nous citerons seulement ceux qui smuiplés a I'heure actuelle avec la
spectrométrie de mobilité ionique. Les principaoxtse temps de vol et le quadripble. Les
sources d’ionisation utilisées pour les biomolésident principalement les sources MALDI
et ESI. Différents types de couplage existent, ralles en présenter quelques uns qui ont

permis I'étude de biomolécules.
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Une étude sur la conformation de polyméres et dama-peptide (la bradykinine) ont permis
de montrer la puissance du couplage IMM$Bour la résolution de structures en phase
gazeuse de molécules biologiques.

Un des premiers montages qui a permis I'observatmmonformeres protéiques par IMMS
est I'expérience de M.J JarrbldClemmer et al° ont pu observer les différents conforméres
du Cytochrome C. Cette expérience est composéee dsonrce electrospray (ou MALDI),
d'une zone de désolvatation, d’'un quadripdle dati@ qui permet de sélectionner les ions
gue I'on souhaite analyser dans le tube de mopllitétube de mobilité et d’'un analyseur
guadripOlaire. La spécificité de cette expérienstegeie la cellule de mobilité est thermalisée
et permet de travailler sur des gammes de températel -40 a 400°C. Cette possibilité
permet de faire des études de dynamique de repitedeeprotéines, des déterminations de
constantes d’association de complexe protéinedigan encore l'étude de systéemes
métastables.

En mobilité & champ homogéne les schémas expémnmemiassiques sont composés d’'une
source electrospray, d’optique ionique d’inject{@mn funnel ou porte de Bradbury-Nielsen),
d'une cellule de diffusion, puis d’'un analyseur erasse (Q-TOF pour la plupart). Des
modifications ont été apportées a certains appgaoeilir des études spécifiques.

Un appareil commercial, le Synapt, utilisant lahtemlogie TWIMS a été développé par la
société Waters corporation. Ce montage couple ooecs electrospray, un quadripéle, un
tube de mobilité TWIMS et un analyseur en masseng$ de vol (comme montré sur la

figure suivante).
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Figure 11l-11 : Schéma du dispositif Synapt
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Cet appareil a 'avantage d’'étre trés sensible.cBatre la résolution de I'analyseur TWIMS
est tres inférieure par rapport aux appareils déilitd a champ homogéne. De plus cette
technique ne permet pas de remonter a la sectimaed de collision, puisqu’il est difficile
de trouver une relation simple entre la vitesseiaes et le champ électrique. Cette technique
est donc surtout utilisée pour faire de la sépamatiisoméres conformationels. Elle peut étre
utilisée en complément d’analyse faite sur une eegpée de mobilit¢ a champ homogene.
Derniérement des études menées sur l'agrégationpd#gines, en utilisant ces deux
techniques ont permis de comprendre la formatiopldguettes impliquées dans la maladie
d’Alzheimer®.

Clemmer et &° ont développé une expérience ou I'on peut augménfacteur de séparation
et la résolution en augmentant le nombre de cyei a été rendu possible en utilisant une
géomeétrie circulaire, ainsi on peut allonger lagloeur de la cellule de mobilité (comme

représenté sur la figure suivante).
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Figure 11I-12 : Schéma du dispositif de mobilité cglotronique

Cette expérience est composée d'une source elpcrgsd’'un entonnoir a ions (de type
funnel plus piege, Cf. Fig IlI-7) puis d’'une séde cellule de mobilité séparée par des

entonnoirs a ions.
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IV. De la section efficace expérimentale a la détermitian de structure :

Lorsque I'on fait une mesure de mobilité ioniquedgtermine la section efficace de collision
de lion étudié. Pour pouvoir remonter a sa géoimgilrfaut comparer cette section efficace
expérimentale avec une section efficace calculéelss géométries d’essais déterminées par

un calcul moléculaire.

1. La détermination de structures :

Pour déterminer un échantillon de structures remtésives il existe plusieurs méthodes. Le
choix du calcul a utiliser se fait selon la taile systéme étudié (nombre d’atomes) et le
niveau de détail recherché (effets quantiquesisetfe polarisation,...). Plus le systeme est
complexe (biomolécules) plus il est difficile detetgniner une structure fiable. Pour les
systemes de petite taille, les calcalsinitio sont généralement utilisés. Pour les systemes
biologiques (généralement n>100atomes) des charapfordes couplés a la dynamique
moléculaire sont plus adaptés. Cela permet dangedgss raisonnables d’explorer le paysage
conformationel. Le champ de force utilisé dansecéttide est AMBER 99 (Assisted Model
Building and Energy Refinement). Différentes mé#md/’optimisation permettent d’obtenir
un échantillon de structures, nous pouvons citemé&hode du recuit simdfé(simulated
annealing) qui donne I'ensemble des structuresadeds énergies et la méthode d’échange de
répliqué® (replica-exchange) qui donne un ensemble de smeiét une température donnée
(Cf. Fig. IV-1).

A) sample conformational space B) sample conformational space

| T f\/\
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N

local U
minimum T4
global

) ini . minimum
Schematic potential energy surface minimum Schematic potential energy surface mim

energy
energy

minimum

Figure V-1 : A) Exploration des puits de potentielpar la méthode simulated annealing. B) Exploration
des puits de potentiel par la méthode réplica-excinge.
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Le recuit simulé tente de reproduire le processaisiral de cristallisation. En abaissant
graduellement la température d’'une substance formtug@eut en principe obtenir un cristal
parfait correspondant au minimum global d’énerBietiguement, cette méthode consiste en
plusieurs refroidissements et recuits successifstaRt d’'une température suffisamment
élevée pour parcourir largement I'espace des phasegefroidit lentement le systeme pour
trouver les configurations les plus stables. Pégissment, on chauffe pour permettre au
systeme de quitter les minimas locaux dans lesdgjusgsait piegé.

La méthode de réplique d’échange est tres utitisées I'étude de biomolécules. Elle consiste
a faire M copies indépendantes (répliques) du Bysta M températures fixées. A une
température J donnée, une nouvelle configuration est crée drpdat!’ancienne. Ainsi en
réitérant cette opération un grand nombre de foipeut explorer le paysage conformationnel
et trouver un ensemble de structures a une tempérdonnée. Cette méthode sera détaillée

dans le chapitre 3.

2. Géomeétries versus section efficace de collision

Dés lors que lI'on a obtenu un échantillon de stmes en utilisant dans notre cas la
dynamigue moléculaire, il faut calculer les sediefficaces de collision de ces derniéres. On
dispose de plusieurs méthodes : projection de sphéure¥, calcul des trajectoires de
diffusion exactes avec un modéle de sphéres tueete calcul des trajectoires de diffusion
en utilisant un potentiel intermoléculaire réafi&t&ous allons maintenant préciser chacune

des méthodes.

* Projection de sphéres dures :

On considére le systeme étudié comme un ensemtdptaes rigides ou chague atome est
considéré comme une sphere de rayon dépendanpelaytome. Une rotation aléatoire dans

toutes les dimensions de I'espace est appliqu&ystame et on moyenne la surface projetée.
Cette méthode n’est pas trés réaliste puisqu'edlgpmend en compte aucune interaction a
longue distance entre l'ion et les molécules de tgazpon. La valeur de section efficace

calculée est la projection géométrique (Cf. Figiue2). Cette méthode est valable pour les

petits systemes de 10 a100 atomes. Pour les gsgstismes elle n’est pas fiable puisqu’elle

ne sonde pas en détail la surface. Si le gaz tampiise est polarisable (GONHjs,...) cette

méthode donne des résultats particulierement faussé
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Figure 1V-2 : Projection de spheéres dures

» Calcul des trajectoires de diffusion exactes avemodeéle de sphéres dures :
Le systeme est encore considéré comme un enseralbdplebres rigides. Mais dans cette
méthode de calcul on va utiliser les trajectoires diffusion, c’est-a-dire que l'on va
considérer les collisions entre les atomes de gaseons comme des réflexions spéculaires
(transfert d'impulsion). Cette méthode est un plers péaliste que la précédente pour certaine
géométrie (de type concave). On néglige toujowsgnteractions a longue distance, mais on
tient compte de la forme de la surface de la mddéétudiée. Elle est utilisée pour des

systémes de grande taille supérieure a 1000 atomes.

Figure 1V-3 : Calcul des trajectoires de diffusionexactes avec un modéle de sphéres dures

» Calcul des trajectoires de diffusion en utilisantpotentiel intermoléculaire réaliste :
Cette derniére méthode est la plus réaliste pugtiguitilise un potentiel intermoléculaire qui
permet de prendre en compte les interactions ardistentre les molécules de gaz et les ions

(C’est la seule méthode valable si le gaz tampompaarisable). Ces potentiels sont de type
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Lennard-Jones et ion-dipble induit qui sont cen@iékl position de chaque atome. Pour
chaque trajectoire le transfert d'impulsion de drae de gaz tampon a lion étudié est
déterminé (Cf. Fig. IV-4). Il va falloir calculeres trajectoires pour I'ensemble des
orientations possibles de l'ion et I'ensemble desametres d’espace. Ce calcul est plus
couteux mais beaucoup plus précis. En particulieprend en compte I'existence de

trajectoires attractives a longue distance.

Figure 1V-4 : Calcul des trajectoires de diffusionen utilisant un potentiel intermoléculaire
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|. Présentation générale :

L’expérience MS+ couple un spectrométre de mass®) @¢dmmercial (MicroQTOF Bruker)
a un tube de mobilité ionique (IMS) développé abofatoire (construction SMGOP

Grenoble). Le dispositif expérimental est schématig la figure I-1 :

High-pressure : = =
RF ion trap B
| Micro-Qtof TOF
Drift cell (Bruker)
]
Collison
hexapole

\jllllllllll||||||||||||||||||||\ pole el =

M =10T ~N ~ — 1
o] Pue orr // -~ | | | —| '\
Electrospray | lon RN RN RN RN NN lon funnels quadrupole detectors

source funnel

1m

Figure I-1 : Expérience MS+ : Schéma des élémenterstituants le couplage IMS/MS.

Le tube de mobilité ionique a été inséré entrelace electrospray et les entonnoirs a ions du
spectrometre de masse. Les ions produits en centjpar la source sont injectés,
périodiquement et par paquet, dans le tube de mldnique. Leurs stockages et leurs
injections sont réalisés par le piege ionique. tégistrement des spectres de masse en
fonction du temps, a intervalle régulier, permetcdestruire des spectres de mobilité et de
remonter aux temps de diffusion résolus en rappwet Nous allons présenter I'appareil
commercial dans un premier temps, puis nous préseTd la partie tube de mobilité ionique
qui a été développée au laboratoire ainsi queineslations réalisées. Enfin nous parlerons du

fonctionnement et des caractéristiques de I'expéde

lI. MicroQTOF :

Le MicroQTOF Bruker est un spectrometre de masseamuporte une source electrospray,
deux entonnoirs a ions, un hexapodle, un quadripéhe, cellule de collision ainsi qu’un
spectrometre de masse a temps de vol avec réfietteoschéma de 'appareil commercial est

présenté sur la figure IlI-1.
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Figure II-1 : Schéma du MicroQTOF Bruker*

Cet appareil est principalement utilisé pour fales analyses en mode MS/MS. C'est-a-dire
gu’un ion parent est sélectionné par le quadripgbkst fragmenté dans la cellule de collision
et les fragments fils obtenus sont analysés pspdetrométre a temps de vol. La technique de
MS/MS est tres utilisée en analyse de biomolécetgsrincipalement de protéines pour les
séquencer et les identifier.

La source electrospray, dont le principe a étéilletians le chapitre précédent, est composée
d’'un nébuliseur composé de deux capillaires. Lange qui est en inox, a un diamétre
intérieur de 100um dans lequel circule la solutioomportant I'analyte. L’échantillon est
infusé avec un débit d’'une centaine de pL par heGee premier capillaire se trouve a
l'intérieur d’un second, qui a un diametre intéride 200um, dans ce dernier circule un flux
d’azote. Ce nébuliseur permet la formation de figesttelettes chargées. La différence de
potentiel entre le nébuliseur et le capillaire @st5kV. Le capillaire qui est en verre, est
chauffé par un gaz séchant, la température peigrvde la température ambiante a 250°C.
Cette source permet une ionisation dans des conditilouces qui sont bien adaptées a
'analyse de systémes biologiques. L'électronébtili;m s’opere a pression atmosphérique
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alors que l'analyse par le spectrométre de masemps de vol est réalisée dans un vide de
5.10" mbar. Il y a donc plusieurs étages de pompage guagné d’'un pompage différentiel
comme représenté sur la figure 1l-1. Le vide primaist obtenu par une pompe a palette, le
vide secondaire est quant a lui obtenu a I'aidpatapes turbomoléculaires.

Pour transmettre les ions dans les zones ou Iaipresst relativement élevée (3mbar) les
entonnoirs & ions sont bien adaptés. lls ont étéeldgpés par Smith et al.Comme
représentés sur la figure 11-2, ils sont composéectrodes dont le diamétre interne diminue
régulierement. Un gradient de potentiel est appgligour transmettre les ions a travers
I'édifice électrostatique, un champ radiofréqueriRE) est appliqué sur chaque électrode
(deux électrodes successives ont une tension Ripgosition de phase) pour refocaliser les

ions.

- "-.'"p,r DEE(EM)

N

"'."'p,r CDS(EEIT)

El.1

Figure 11-2 : Schéma et vue 3D de I'entonnoir a ios et tensions DC et RF.

Il y a deux entonnoirs a ions a la suite sur lerM@ETOF, ainsi les ions peuvent étre transmis
en migrant dans des zones ou la pression variegBsw funnel 1, 0.5mbar sur funnel 2).
Comme on peut le constater sur la figure suivdeteapillaire de la source electrospray est
décalé de 5mm par rapport a I'axe du funnel, cegisdle but d’éliminer les especes non
ionisées présentes a la sortie du capillaire. Al@esleux entonnoirs a ions il y a un hexapéle,
gui a comme réle de guider les ions jusqu’au qpaétki Son efficacité dépend de la pression,
dans I'expérience il se trouve dans une zone olpréssion est de 3.fOmbar. Son

fonctionnement repose sur le guidage d'ions dassciamps RF multipolairgésLa partie

entonnoirs a ions et hexapble constitue la zoreatsfert des ions (Cf. Fig. 1I-3).
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Figure 11-3 : Transfert des ions.

Le quadripble peut étre utilisé comme guide a ionscomme filtre de masse. L’analyseur
guadripolaire est un ensemble de deux paires débkes métalligues paralléles et

equidistantes de I'axe central, comme représemt@adigure 11-4.
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Figure 1l-4 : Quadripdle Vue en 3D et tensions DCteRF appliquées sur les électrodes
Chague paire d’électrodes diamétralement opposstepogtée a un méme potentiel et de

signe opposé a l'autre paire d’électrodes. La fgs#tion d’'une composante continue et

d’'une composante sinusoidale : +/-(U+Vea3), impose aux ions une trajectoire oscillante
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(cf. fig. 1I-4). Pour un rapport m/z donnée, il ggissible de définir une région de stabilité en
fonction de U et de V (Cf. Figure 1I-5), pour ladle la trajectoire de I'ion sera stable. Ce
diagramme de stabilité est obtenu par résolutianédpiations de Mathieu (détaillées par la
suite) dont les solutions sont des coordonnéesoptiopnelles a U et V pour un ion de

rapport m/z donné.

No transmission

o
Optimum

Poor resolution

y unstable

X unstable

AT

Figure 11-5 ;: Diagramme de stabilité d'un ion dansun quadrip6le

A la suite du quadripdle il y a une cellule de isdin qui est un quadripble dans lequel on
peut introduire une pression d’argon. Les collisiawec ce gaz vont fragmenter les ions qui
auront été préalablement sélectionnés par le quédriCette technique est la dissociation
induite par collision (CIDY) Le quadripdle et la cellule de collision sont slame zone ou la
pression est de 5.2mbar.

Un spectrométre de masse de type temps deesblcomposé de deux parties, une premiére
zone d’accélération perpendiculaire et une zoneotléibre sous un vide poussé 5hbar.

La mesure du temps de vol d’'un ion permet de reemoatsa vitesse. Cette vitesse étant
directement proportionnelle au rapport (n{fz)utilisation d’'une premiére zone d’extraction
puis de zone d’accélération permet de compenshspersion spatiale initiale des i8ns
L'utilisation d’un réflectro (Cf. Fig 11.6), permet d’augmenter la résolution masse en
compensant |'élargissement des pics du a la digpensitiale d’énergie cinétique. La
résolution maximale est de 15000. Le TOF peut fonoer a une frequence de 10kHz pour

une gamme de rapport m/z de 50 a 6000.
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Figure 11-6 : Temps de vol avec réflectron, les paitillés rouges correspondent aux trajectoires de®ns
dans le réflectron (U inverseé).

lll. Développement instrumental :

L'expérience MS+ a été développée en couplant lerd@TOF avec un tube de mobilité
ionique placé entre la source electrospray et ées @éntonnoirs a ions servant a I'injection
des ions dans le spectrométre de masse.

Il y a trois principales contraintes sur cette eige. La premiere est de garder une bonne
sensibilité malgré I'ajout d’'un tube de mobilité den de long. La seconde est de ne pas
perturber la mesure de diffusion dans la partie rd@dOF, c'est-a-dire sans perdre la
temporalité. La troisieme est de pouvoir injectes gpaquets d’ions dans le tube de mobilité
provenant de la source electrospray qui produitides en continue. Pour répondre a ces

contraintes nous avons développé des entonnomasapour augmenter la transmission des
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ions, donc la sensibilité. Le premier sert a tragisra et a refocaliser les ions provenant de la
source electrospray, le second est placé a lastutiube de mobilité et permet de refocaliser
les ions qui diffusent dans le tube. Nous avon$eégent congu un piege ionique fonctionnant

a haute pression pour pouvoir stocker et injects paquets d’'ions sur des temps courts
(environ 1ms). Pour dimensionner et appréhendeorgportement des ions dans ces optiques
ioniques nous avons da réaliser des simulationssDa premier temps nous allons présenter
le modele de simulation qui a été utilisé, puissumontrerons les résultats de simulations qui
ont permit de valider le modéle utilisé enfin nquésenterons le dimensionnement du piege

ionique.

1. Le modeéle de simulation :

a. Simion3D7.08:

Simion est un logiciel permettant de simuler Igettoire d’ions ou de particules chargées
dans un environnement électromagnétique. En petigis étapes sont nécessaires pour faire
ces simulations. Tout d’abord la création d’'un emsle d'électrodes et la définition des
potentiels imposés a ces électrodes. Ensuite tilcdl potentiel électrostatique dans tout
'espace soumis a l'influence des électrodes. Gatpe se fait par résolution numeérique de
'équation de Laplace. Enfin le calcul et la vissalion des trajectoires des ions sous
linfluence de ce champ électrostatique. Dans ceattniere étape il est possible
d’'implémenter un programme qui permet d’avoir umeriactivité avec le logiciel, cette partie
sera détaillée par la suite.

Le logiciel Simion repose, comme la plupart desdiets de simulation numeérique, sur une
discrétisation de I'espace a modéliser en un enkgedgpoints qui constituent le maillage. Le
potentiel en chaque point a l'intérieur de I'asskge électrostatique peut étre obtenu en
résolvant I'équation de Laplace; ceci en tenantptendes conditions limite imposées par les
potentiels des électrodes. L’équation de Laplacg [[E1) est résolue en prenant une densité
volumique de charge nulle, c’est a dire sans teminpte de la charge d’espace. Le potentiel

en tout point de I'espace, est défini grace auppétés du potentiel au voisinage.
AV =0 eq. IlI-1
Dans un espace discret bidimensionnel, I'équate@haplace est satisfaite lorsque le potentiel

de chaque point est estimé comme une moyenne dé&® guotentiels des plus proches voisins

sur le maillage considéré (Eq. 111-2) :

_Vi+V, +V; 4V,
4

\%

eq. lll-2
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La précision de la résolution numérique de I'équatie Laplace en tout point dépend de la
définition de I'échelle de maillage (qui est dééiriomme des mm par unité de grille). Cette
résolution numérique est réalisée par une technitgmtive de différence finie. Ces
techniques nécessitent beaucoup de mémoire caitd la taille des maillages utilisés.

Ce logiciel est tres utilisé dans le dimensionnentis optiques ioniques des appareils de
spectrométrie de masse, microscopes électronigigesyultiplicateurs d’électrons et autres
instruments scientifiques mettant en jeu des ionsélectrons dans des environnements
électriques et/ou magnétiques.

Simion utilise, pour simuler la trajectoire dessatans les vides, un pas de temiy durant
lequel les ions se déplacent dans ['édifice élstatque d'une distance\y(Xx,y,z).
L’incrément de temps est variable et est géré paio®. Il dépend de la valeur de champ
électrigue et du gradient de champ électrique awnt gonsidéré (x,y,z). Dans notre modéle le
pas de temps utilisé sera fixe.

b. Description du modéle :

Pour simuler notre expérience un programme addigbrédigé en langage SL (Simion) a été
implémenté dans Simion. Ce programme permet denidéés trajectoires d’ions a haute
pression (5-25Torr). Ce modéle s'inspire de cetoppsé par Jarrold et &pour simuler des
trajectoires dans des entonnoirs a ions, il est bas I'hypothese que le nombre de collisions
est important pendant une oscillation (1000 cdahis) et la limite des champs faibles. Dans ce
modele, on définit un pas de tempd)(correspondant a I'inverse des fréquences désimib
(libre parcours moyenpt correspond donc au déplacement de I'ion entre dellisions. Ce
pas de temps est défini par la théorie cinétique gz (Eq. 111-3), il dépend donc des
conditions de pression, de la température, duajaz,
-1

At = 4( NVgasTd in j eq. III-3

La trajectoire des ions dépend du champ électragiug que du terme de diffusion qui décrit

le mouvement stochastique des ions. La diffusioréfnie par la loi de Townsend-Einstein,

D =kTK/(z€ eq. lll-4
La diffusion est modélisée en bougeant un ion dares direction aléatoire dans les trois

dimensions de I'espace d’une distance donnée @gudtion III-5 :

dluys = +/- (2AtD) 72 eq. IlI-5
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Simultanément la trajectoire de I'ion est modifigar sa réponse au champ électrique DC
et/ou RF :

d®xy: =eD/KTAt(E, + E,) eq. l1I-6

XY,z
Le mouvement d'un ion pendamit est donc donné par la somme des deux équations
précédente. Dans ces équations D est la constariéfalsion, e est la charge ionique, k est la
constante de Boltzmanmt est le pas de temps, T est la température dukgegt la mobilité
ionique et B et B¢ sont respectivement le champ électrique dc eZefmodele est valable
pour un régime de mobilité. Le diagramme suivagsente un organigramme du programme

utilisé.

Definition of CIT
electrode geometry

using SIMION

Calculation of the time step AT
(inverse of collision frequency)

Calculation of the
static electric field

Calculation of the RF
electric field

)

t=t+AT .

Computation of ion
trajectory in CIT
I

using Egs. 1 & 2 and
ow field approximation

. -

Calculation of average
RF values using previous
trajectory

Computation of ion
trajectory in CIT
—_— h
Increment using Egs. 1 & 2_ and
t nonlinear diffusion
c

ime
t=t+ AT oefficients (Egs. 8 & 9)

YES
Stable trajectory in CIT ? ]
l NO
END

Figure 1lI-1 : Organigramme du programme de simulation utilisé.
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2. Test de validité du modéle dans un champ électri  que statique :

Les premieres simulations ont été réalisées suulde de mobilité ionique. Le tube de
mobilité fait de 1m de long et comporte 101 éledtyd séparées de 1 cm par un isolant
(PEEK). Dans ce tube regne un champ électrique gemode 10V/cm et une pression de

I'ordre d’'une dizaine de Torr. La figure suivanéprésente le tube de mobilité ionique :

AT AOMARMMBRMRMIBN | 1610111111

Figure 1lI-2 : Le tube de mobilité ionique.

Les simulations réalisées miment I'expérience eit vimus permettre de valider notre modéle
de diffusion. L'ion modéle qui a été utilisé powgscsimulations est la bradykinine chargée
deux fois. Ce systeme a été choisi car c’est urigepnodéle que nous utiliserons pour

calibrer ultérieurement I'expérience. Le tableaivant présente les parametres utilisés dans

ces simulations.

Masse de la bradykinine 1060 g/mol
Charge de la bradykinine 2+
Masse du gaz tampon 4 g/mol
Mobilité réduite de la Bradykinine 4.42 Eid.s
Rayon de l'ion 8.85\
Température 293 K
Pression 10 Torr
Champ électrique 10V/cm

3000 ions ont été injectés un par un dans le tebendbilité ionique et leurs coordonnées

d’arrivée ont été déterminées, la figure I11-3 prée leurs trajectoires.
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DC Electric field

T
; ad

Figure 11I-3 : Trajectoires simulées dans le tube & mobilité ionique. Conditions initiales x=y=z=0 et
Vx=Vy=Vz=0.

Ainsi on peut tracer pour les trois dimensions 'deplace les profils d’arrivés en positions

(Cf. fig. 1lI-4).

- ----expected protlik
= xprotik
1.0 RN =y proTlk
. ] AR = zprtlk
5 0.8 Do
[ '
=z ] - '
= 0.5 "
© i .
= ' -7 %
wm 0.4 -
@ ] = v
0.2 e
001 ™ . T
-20 0 20
position mm

Figure 1lI-4 : Comparaison des dispersions obtenuepar simulation avec la loi de Fick

Ces profils ont été comparés a la loi de Fick,mprmet de recalculer la diffusion d’un nuage

de particules en fonction du temps. A t donné lzbabilité de trouver une particule & la

distance x de sa position initiale est donnéd'@quation suivante (Cf. chapitrel) :

2

_dx X
p(x)dx_mexp( 4Dt)

eq. lI-7

On remarque que les profils sont tout a fait simakace qui permet de valider notre modéle.
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Le profil du temps d’'arrivée des ions est présentda figure IlI-5.

D=3810"m* 5"
0.5 o

0.6 -

Intensity AL,

0.4 -

0.2 o

0.0

T T T T T T T
0.0310 0.031%5 0.0320 0.0325 0.0330 0.0335 0.0340
td (3)

Figure 111-5 : Profil de temps comparé a la loi deFick

La comparaison de nos résultats avec la loi de $ack en accord. Cette dispersion en temps
dans le tube de mobilité ionique a été expliquéesda premier chapitre et explique le fait
que 'on ait une résolution limite pour une tempéra, une tension et un gaz donné. Nous

reviendrons sur cette résolution dans les caratifuies de I'expérience.

3. Test de validité du modele dans un champ radiofr ~ équence :

Les entonnoirs & ions ont été développés par Bnith en 1997, La transmission des ions

produits a pression atmosphérique vers les speetresmde masse qui travaillent a pression
réduite est un défi de taille. Ces entonnoirs & iomt la particularité de pouvoir transmettre de
maniére significative les ions tout en les refaamit. lIs sont composés d'un empilement
d’électrodes avec un diametre interne décroissdnt{g. 11-6). La combinaison de champ

DC et RF ainsi que la géométrie en forme d’entonfarit de ces édifices électrostatiques un
guide d’ions parfaitement adapté a fonctionnerspiessions de 1 a 10Torr. Une tension RF
est utilisée pour focaliser les ions et une tengd@h pour les entrainer. Deux entonnoirs a
ions, placés apres la source electrospray et artie du tube, ont été développés pour

augmenter la sensibilité de I'expérience.

La figure Ill-6 présente les trajectoires des iansein de ces entonnoirs a ions :
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Figure 111-6 : Trajectoires des ions dans les entomoirs & ions

Sur cette figure on observe bien l'alternance degedtoires oscillantes entre chaque
électrodes, ceci est dU au fait que deux électredesessives sont en opposition de phase. Le
premier entonnoir & ions est composé de 28 élexdrded 1mm d’épaisseur séparées d’lmm
par du PEEK. Les 21 premiéres électrodes ont umeti@ interne qui suit un profil
parabolique descendant et les 7 dernieres ontamaétie interne de 4 mm. Les simulations
ont été réalisées en mesurant la transmissiornodesen fonction de I'amplitude de la tension
RF pour différentes pressions. Les résultats deslations sont présentés sur la figure 111-7 et
sont comparés aux valeurs expérimentales obteranenpith et af:*.

—®—1.6torr
1.04 Fe—z3torr

i e Fo—gstorr
/ “%\ qu“"\n

0.84 ; S/ - >g
g : \' ] /l"/"kﬂ
8 064 Tatea TS T
@ Vs
—— d /
% 04/ / P
E J 7
= e

0.24 / P

d:‘éﬁ-_oa—o/orow
0 100 200 300 400 500 BOO 700 BOO
RF Amplitude (Vpp)

0.o

A 2000

1500

Current 1000
(pA)

500 |-

0 100 200 300 400 800
Figure 11l-7 : Comparaison des profils de transmisgon du funnel d’injection en fonction de I'amplitude
RF et de la pression
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On remarque que lallure des courbes est la mém#tilAe pression on un maximum de
signal pour une RF de 100Vp-p et une diminutiortadix de transmission au-dela. Alors qu’a
haute pression le taux de transmission augmente lamaplitude RF. L'amplitude RF fait
osciller les ions, lorsque la pression de gazabtd il faut que ses oscillations soient faibles
sinon les ions vont s’écraser contre les électrodas contre a haute pression les collisions
avec le gaz vont permettre d’amortir ces oscillaidPour travailler a 12 Torr il faut donc des
amplitudes RF de 600Vp-p. Par contre on remarqueettain décalage entre la simulation et
I'expérience ceci est principalement du a troigdars. (i) La charge d’espace n’est pas pris
en compte dans la simulation, (ii) I'effet hydrodynique n’est pas non plus pris en compte et
(i) les ions analysés dans I'expérience ne somt gEectionnés en masse, il se peut que
certains soient solvatés.

L’entonnoir a ions de sortie du tube de mobilitéigue a été aussi simulé, on observe des
résultats similaires au premier. Il est composé&@électrodes cylindrique concentriques plus
une vingtieme électrode de forme conique avec unerture de 1mm, afin d’obtenir un vide

différentiel entre le tube de mobilité et le spestétre de masse.

4. Piege ionique cylindrique fonctionnant a haute p ression :

La grandeur mesurée en spectrométrie de mobilitigue est le temps de diffusion des ions
dans un gaz. Les ions proviennent d’une sourcdrefgray, qui les produits en continuent.
L’injection de paquets d’ions dans le tube de nitébést donc une étape clef de I'expérience.
En effet, elle régit d’'une part la sensibilité datesure par le nombre d’ions injectés a chaque
pulse et d’autre part la résolution, qui dépendpartie de la durée de l'injection. Afin
d’optimiser ces deux parameétres, nous avons chadigiiliser un piege -cylindrique
guadrip6laire qui permet de stocker des ions eledegjecter sur un temps trés court. Le
dimensionnement de pieges quadripdlaires classigsieassez aisé, puisque les trajectoires
des ions in vacuo sont régies par les équationdathieu qui permettent de déterminer les
conditions de piégealfe: géométrie du piége, conditions de tensions DRFe& appliquer en
fonction du systéme étudié.

Pour notre expérience, le piégeage doit se faireeapression d’environ 10 Torr. Or a cette
pression les équations de Mathieu ne sont pludhaaun terme collisionnel doit étre ajouté
pour décrire correctement le systeme. Nous avovslalgpé I'algorithme de simulation décrit
préalablement.

L’objectif des simulations est de tracer les diagrees de stabilité de ce type de piége en

fonction de sa taille, de la pression et de ladetige RF appliquées. Ceci dans le but de

55



connaitre linfluence des différents parametresdet dimensionner un piége pour notre
expérience. Un diagramme a été reéalisé pour leepgg d’ions dans le vide et nous a permis
d’observer I'effet du gaz. Pour obtenir un diagraentie stabilité on fait varier la tension Udc
et Urf pour les différents parametres a testegnetonsidere qu’un ion est piégé s’il a une
trajectoire stable durant 30 ms.

Les propriétés des pieges ioniques cylindriques lssrmémes que celles des piéges ioniques
quadripolaire¥’. Les piéges ioniques cylindriqgues de géométrie ont des propriétés
intéressantes de confinements des ions. De pludetsité d'ion dans un piége ionique
cylindrique est supérieure a celles calculées pesirpieges ioniques quadripolaires. Nous
avons choisi une géométrie cylindrique pour ce @ipgur cette raison mais aussi par sa
simplicité pour la conception mécanique. De plus,fdit d’avoir une surface plane est
particulierement adaptée pour le couplage aveamtonaoir a ions.

Ce piege ionique est composé de trois électrodes, &ectrode cylindrique centrale de
diamétre 2r et de part et d'autres deux électrotapeaux circulaires percées distantes de 2z
sur lesquelles sont collées des grilles. La figur8 présente le piege en trois dimensions et
une coupe du piége avec les lignes d’isopotentiel'an observe bien la dominance d’un
potentiel quadripolaire.

Figure 111-8 : Piege ionique cylindrique. Vue avec les lignes dapotentiel (gauche), vue 3D (a droite). Les
images proviennent du logiciel Simion.
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Pour un rapport m/z donné, les caractéristiquepiéigeage d’'un piege quadripolaire idéal
(avec une géométrie hyperbolique pour les deuxréldes « chapeaux ») sont définies avec

les paramétres de Mathieu radial et axial (a, q) :

v

a,=-2a, =-4—4 0\ eq. lll-8
mir,” +2z,” |Q

q, =20, =-2— Vee eq. 11I-9

mlr,* +22,° JQ?
Avec ¢ la charge portée par l'ion,p¥ la tension continue appliquée,rpla tension
alternative appliqguée, m la masse de lignlerrayon, g la demi longueurQ=2xf (avec f la
fréquence).

Pour un piége ionique cylindrique, avec une gédméle type r=z=g les parametres
pertinents sont ety qui sont reliés aux parametres de Mathieu pagdestions suivantes :

v
a=2a,=-8~ 2 eq. 1lI-10
mz,"Q
e V
=2q, = -4~ % eq. lll-11
X qZ mZOQQZ q

La figure IlI-9 présente les résultats des simatadi pour un piege ionique cylindrique de
géomeétrie r=z=3mm et pour une pression nulle. Ltboisi est la bradykinine dichargée. La
fréquence de la tension radiofréquence de 5SMHz alkes sont en coordonnées réduitgg (

et y/2) pour pouvoir comparer ce diagramme avec cehiermu pour un piege ionique

qguadripolaire.

al 2

Figure 111-9 : Diagramme de stabilité in vacuo
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Le diagramme obtenu est similaire a celui obtenur pm pieége ionique quadripolaire mis a

part le fait qu'il soit plus étendti.

-Effet de la pression :
Dans ces simulations nous avons fait varier diffeyggarametres pour voir leurs influences
sur le diagramme de stabilité résultant de ces fications. Nous présenterons tout d’abord
I'effet de la fréquence et de la pression sur lagrdmmes de stabilités.
La pression est un parameétre clef puisque nousousutxpérimentalement travailler a haute
pression (#10Torr). La figure 1lI-10 présente lésultats des simulations pour un piege de
taille r=z=3mm et des pressions de 5, 10 et 25Tas simulations ont été faites avec la

Bradykinine chargée deux fois et une fréequenceMids

600

5Torr
10 Torr
= 25 Torr

-600-

Figure 111-10 : Diagramme de stabilité en fonction de la pressiom) pleine échelle, b) zoom sur les pointes
du diagramme.
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Les diagrammes obtenus a haute pression sont etennt différents de ceux obtenus dans
le vide (Fig. llI-11). Les trajectoires des ionsistrés difféerentes comme on peut le constater
sur la figure suivante, dans le vide les ions ad tlajectoires en formes de 8 alors qu’elles

ont une forme de losange pour une pression €levée.

Figure 11l-11 : Trajectoire d'un ion dans le piegeionique cylindrique. A gauche pour une pression d&0
Torr et a droite dans le vide.

Pour une pression de 5 Torr le diagramme est édstrpar rapport au vide, en particulier les
trajectoires des ions sont stables pour des pldgegleurs de gt plus petites. Quand la
pression augmente, la trajectoire des ions estlis&spour des plages de valeurg:lus
grandes. Par contre les plagescUWe sont pas modifiées. Ceci a pour conséquencdaque
pointe gauche du diagramme de stabilité devienplde en plus fine lorsque la pression
augmente. Par exemple, pour une tensige=IO00V, les ions ont une trajectoire stable a -
22V<Upc<10V et -5V< W <2V a 5 et 10 Torr respectivement. Ceci montreacuaute
pression il faut appliquer des tensiongglus importantes pour pouvoir piéger. Une derniére
observation peut étre faite, le poinfd, ¥/2) = (Uzr, Upc) = (0, 0) ne correspond & aucune
trajectoires stables, la diffusion intrinséque ib&s conduit & une expansion continue de leurs
trajectoires et les fait s’écraser sur les éleesodEn effet, pour une tensiond+0 V, un
champ RF minimal doit étre appliqué pour stabiliEertrajectoire des ions. Les premiers
points stables (kk, Upc) sont (220, 0), (345, 0) et (450, 0) pour 5, 102&t Torr
respectivement. Le modele utilisé est valide sndenbre de collisions reste important par
rapport a la fréquence de la tensiogU
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-Effet de la RF et de la taille :
Nous avons aussi fait une simulation en faisanievda fréequence kk et la dimension du
piege. La figure 11I-12 présente les diagrammegls pour trois fréquences (1,5 etl0 MHz)
pour un piege de r=z=3mm a une pression de 10 Tarfigure IlI-13 présente les

diagrammes obtenus pour trois tailles (1,3 et 6&iBiyIHz et 10 Torr.

,] a)1MHz
2_
Q 1 500 1500
O 0 :
I Urr
-2
-4
-6-

Figure 11I-12 : Diagramme de stabilité pour différentes fréquence
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Figure 111-13 : Diagramme de stabilité pour différentes taille de gge
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L’évolution des diagrammes en fonction de la frémeeet de la taille est quasiment similaire.
Quand la frequence ou la taille du piege augmeesetrajectoires sont stabilisées pour une
gamme plus grande de tensiorelet Ubc. Pour une pression et une fréquence donnée,
'extension i, x), du diagramme de stabilité est définie de mam@dratique en fonction

de la taille du piége :

(a.x), = Cst{i}z(a,)()zo eq. 1112

Z,

-Conclusion sur les simulations pour le piege a haéeipression :
Ces simulations ont été réalisées pour développepiége cylindrique adaptable sur notre
expérience MS+. Pour le piege ionigue on ne pest rgaliser les expériences pour les
grandes valeurs de radiofréquence, mais ces siondapermettent d’avoir une vision sur
I'évolution des diagrammes de stabilité en foncties différents parametres testés. De plus,
pour ce dimensionnement, ce sont les pointes gaudbd® diagrammes qui ont été utilisées
pour faire nos choix. Etant donnés les résultats siesulations et les obligations
expérimentales (pression 12 Torr), nous avons disichme taille de piege pour lesquels la
tension Wr a appliquer et la fréquence qui soient possibpeementalement. Ces contraintes
nous ont poussés a choisir un piege de dimensiorBmm avec une fréquence de 4.8MHz et
une tension B=600V,.,.
Pour démontrer les performances de ce piege naussdait des expériences sur différents
systemes, Bradykinine, MRFA et Cytochrome C. Laufgglll-14 présente les spectres de
masse obtenus avec et sans RF appliquée suriadeatentrale du piége.
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Bradykinin
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Figure 111-14 : Efficacité du piege : Comparaison & spectres de masse avec et sans tension RF sur
I'électrode cylindrique de la trappe

Ces résultats montrent le gain important de sigh&nu grace a l'utilisation de ce piege. Ce
gain de signal permet d’augmenter la sensibilitd’egérience, et nous permet aussi de
gagner en résolution. En effet la résolution dépgundemps d’éjection des ions dans le tube
de mobilité ionique. Avec une plus grande sensggbiie temps peut étre diminué. On
remarque que le gain de signal est le plus impbpaunr la bradykinine dichargée (facteur 6).
Pour le lysozyme, étant donné les états de chailgegs, on a une limitation de la charge
d’espace, le piege est moins efficace (facteur. 2-3)

Une quantité plus importante de signal aurait pa éagnée, la principale limitation est due
aux dimensions du piege, l'efficacité de piégeagjdimitée par la charge d’espace (ceci est
illustré par le piégeage du lysozyme). Pour aves slystémes de piégeages plus performant a
pressions élevées en termes de charge d’espaceajesnpossibilités est I'utilisation de la
technologie des funnels. Smith et al. ont dévelsppe édifice électrostatique couplant un
funnel et une zone de piégeage. Ce systeme a &énpé dans le premier chapitre. Les

dimensions de la partie piege sont bien plus inambes que celles du piége ionique
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cylindrique, ainsi on peut espérer accroitre de igransignificative la sensibilité¢ de

'expérience.

V. Fonctionnement de I'expérience :

1. Principe:

Le but de I'expérience MS+ est de mesurer des |g®de masse en fonction du temps de
diffusion des ions. Pour ce faire il faut syncheamil'injection des ions dans le tube de
mobilité ionique avec le détecteur, en 'occurrelecspectrometre a temps de vol. Il existe un
mode non pulsé ou l'on acquiert seulement des igeale masse, ce mode permet
d’optimiser les réglages avant de lancer une aitouis

Nous allons maintenant présenter le fonctionnerdestpulses du piege. Les ions qui entrent
dans le piége proviennent de I'entonnoir a ionssutrouve en amont. Lors de linjection des

ions les tensions V2 et V3 sont au méme potengigjui permet de les piéger (Cf. Fig IV-1).

V4

\ V2 V3

ESI lon funnel lon trap

Dirift tube

} Expulsion des ions du piége et
V4 L
., % injectiondans le tube.

La porte d entrée du piége est

L2 toujours ouverte.

V1 C'est I'entrée du funnel qui
régule le remplissage du pigge.

Figure IV-1 : Fonctionnement du piége ionique cylindrique

Au moment de I'expulsion des ions I'électrode 3 efont portées, pendant un temps compris
entre 500us et 1ms, a une tension inférieure dé, Hinsi on injecte les ions dans le tube de
mobilité ionique. Pour pouvoir réguler l'injectiates ions dans le piége ionique cylindrique
une tension pulsée est appliquée a I'entrée déoheir a ions (V1). Ainsi on peut régler le

temps de remplissage du piege ainsi que le déla¢ éa fin du remplissage du piege et
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l'injection dans le tube. Le pulse d’injection ektectement synchroniser a I'acquisition en
masse, sa fréquence est de 'ordre de 1 a 5Hzpéetremétre a temps de vol fonctionne a
10kHz ce qui est trés supérieur a la fréquencejetiion dans le tube de diffusion le

diagramme suivant présente la synchronisation ute texpérience.

F 3
/\ - 3-6Hz . Piege ettube In

Acquiris

F
"

Figge ettube In

10kHz
«—

Uy =
I s

Figure 1V-2 : Diagramme de synchronisation de I'exgrience.

Ces différentes synchronisations permettent d’atqdés spectres de masse en fonction du
temps de diffusion. En effet chaque spectre de m@&&&iz) constitue un point dans le profil

de diffusion. La carte acquiriss permet de sommeespectres de masse en fonction du temps.

2. Interfaces de contrdle :

Pour piloter I'expérience MS+ on dispose de deugrfaces. La premiere, qui est l'interface
commerciale du microQTOF Bruker, permet de contrétede piloter les paramétres de la
source electrospray, des deux entonnoirs a iondhe&eapodle, du quadripdle, de la cellule de
collisions, des différentes lentilles einzel aigge du TOF.

La seconde, qui a été développée au laborataerengi de contréler et de piloter la partie
tube de mobilité.

Le pilotage des difféerents parametres de I'expésen
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-Tensions a appliquer sur I'entonnoir a ions d’estur le piége ionique cylindrique, sur le
tube de mobilité ainsi que sur I'entonnoir a ioessdrtie.

-Flux d’hélium & injecter dans le tube.

-Ouverture des vannes de pompages.

Le controle des différents parametres de I'expégen

-Tensions appliquées.

-Pression.

-Débit d’hélium.

Nous disposons aussi d'une interface d’acquisitipm permet de régler les différentes
synchronisations présentées précédemment. Cetifaiceé permet de piloter la carte de
contrble acquiriss qui somme les spectres de massdsenction du temps. Nous pouvons
choisir la gamme de masse sur laquelle nous samsattavailler ainsi que le nombre de
points que nous désirons dans le spectre de m&bilit

Une représentation des différents parametres dedberet d’acquisition est présentée sur la

figure IV-3.
Mobilité MicroQTOF
3 Fy 3
h L J
Tensions Prezsions
Acquiriss
h 4
Intetface
DA-AT DIC Compteurs Biruker
3 [y I
\ h 4 L 4
Programme Programime Programme
contrile Acguitias Bruker
PC. Synchronisation PC
mobilité Bruker
Signal

Commande et lecture

Figure IV-3 : Schéma de fonctionnement du contr6let des acquisitions sur I'expérience MS+.
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3. Traitement des résultats :

Lors d’'une acquisition on enregistre des spectresnmédisse en fonction du temps. Ces
différents spectres enregistrés permettent I'omientdu temps de diffusion (numéro du

spectre de masse *1/fréquence du TOF). Ainsi orenbtine matrice qui peut se représenter
en une carte en deux dimensions avec le rapporsem®asg charge (m/z) en ordonnées et le

profil des temps d’arrivée en abscisses comme r@emstur la figure IV-4.

12+
13+

m/z

14+

|- —
| o

| —

g

40 60 80 100 120 140 160

drift time (ms)

Figure IV-4 : Carte 2D IM-MS : exemple du lysozyme

Si on projette les spots obtenus sur la carte d&ra des ordonnées on obtient le spectre de
masse et si on fait cette opération sur I'axe thssiases on obtient le profil d’arrivée de tous
les ions. Pour avoir le temps d’arrivée d’un iomtigalier on projette seulement sur le pic de

rapport m/z donné.
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Par exemple si on projette I'ion 15+ on obtient poofil en temps de diffusion Cf. fig. IV-5.

1.0
0.8+

0.6+

u.a

0.4+

0.2+

0.0+

T T T T T

. . — ,
000 002 004 006 008 010 012
td (s)

Figure 1V-5 : Profil de diffusion pour I'ion lysozy me 15+

Ce temps ne permet pas de remonter directemerdexti@mn efficace de collision. En effet ce
temps correspond au temps de dérive dans le tukdetemps passé dans le funnel de sortie
et dans le spectrométre de masse. Pour s’affradehies temps morts nous devons procéder
a une calibration. Nous faisons plusieurs expéegrmn changeant le champ électrique. Nous
tracons ensuite les temps d’arrivées en fonctiotiinlerse de la tension appliqguée. Selon
'équation IV-2 la pente de la droite est propartielle a la mobilité réduite et I'ordonnée a

I'origine donne le temps mortyt
teo =t T1p eq. V-1
t,=—=—-=—"—-— eq. IvV-2

Avec P la pression de gaz tampon et V la difféeethe potentiel appliqué sur le tube. Cette
mobilité réduite déterminée grace a I'équation [\M38rmet de remonter a la section efficace

de collision de I'ion avec le gaz tampon.

1/2
Ky = s [en) 1 eq. IV-3
16N, | ukT) Q
K, = kP To eq. IV-4
P T

Avec N, la densité de gaz dans les conditions standards.
Nous allons présenter une calibration effectuédasbradykinine, le méme systéme qui a été

utilisé pour effectuer les simulations. Ce peptidemasse 1060uma s’ionise majoritairement
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deux fois. On observe donc sur le spectre de maspéc majoritaire a 530 m/z (Cf. Fig. IlI-
14).

En faisant varier la tension, typiquement de 42@@8par pas de 50V on obtient une droite
d’étalonnage qui permet d’extraire la mobilité réeli partir de la pente de la droite. Cette
derniere valeur permet d’obtenir la section effecde collision. Dans notre cas on trouve une
section efficace de 2442 Le temps mort est de 4.1ms ce qui représente dD¥®emps de
résidence dans le tube pour une tension de 7.7\(fension utilisée en fonctionnement

normal).

t=f(1NV)
y = 24.126x + 0.0041

R?=1

0.1
0.09
0.08 A
0.07
0.06
0.05 A

0.04

0.03 T T T T T
0.001 0.0015 0.002 0.0025 0.003 0.0035 0.004

N

Figure V-6 : Droite de calibration pour la bradyki nine deux fois chargées.

Des lors ou nous disposons d’'une section efficacedllision nous devons comparer cette
valeur a des calculs théoriques (comme expliqué darpremier chapitre). En effet pour
pouvoir proposer une structure, nous devons toabald faire des calculs de dynamique
moléculaire couplés a un champ de force, et rebkeides structures stables du systeme. Puis
nous devons déterminer la section efficace desoofli de cette structure stable, ainsi en
comparant les résultats expérimentaux et théoricqpregpeut proposer une ou plusieurs
structures correspondant a la structure du systmserve expérimentalement. Cette partie
calcul et détermination de structure a été présetta@s le premier chapitre et sera complétée

dans le chapitre suivant.
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4. Optimisation des paramétres :

La notion de résolution en mobilité ionique est artpnte, puisqu’elle va déterminer les plus
petites différences que I'on pourra observer. Cedileur est définie comme la largeur a mi
hauteur d’'un pic divisé par son temps de drift.eMiste une limitation a cette valeur
intrinseque a I'expérience. Cette limitation eshmie par la loi de Fick, en effet le régime de
mobilité ionique est un régime de diffusion, ceété& montré dans le premier chapitre.

Un autre paramétre intervient sur cette résolutitest le temps d’injection des ions dans le
tube a chaque pulse. En effet si on envoie les penslant des temps trés long (supérieurs a
5ms) le profil de mobilité obtenu sera large etfaene carrée. Par contre si on diminue ce
temps d’injection le profil va s’affiner et tendvers une gaussienne correspondant a la limite
intrinséque de résolution. La figure suivante pnésales résolutions mesuréeatlt/pour la

bradykinine en fonction du temps d’injection dessio

Résolution=f(ouverture de porte)

80
70
60 S
50 A

t/At
AN
o
|
g

30
20
10 - .
0 | ‘
0 5 10 15

ouverture (ms)

Figure 1V-7 : Résolution en fonction du temps d’ingction des ions pour la bradykinine deux fois charggs.

De maniere générale une ouverture de porte de Binbien adaptée puisqu’elle permet
d’avoir une bonne résolution (58) tout en gardarg gensibilité raisonnable. Pour une étude
sur un systeme ou I'on dispose de moins d’échantitin peut augmenter cette ouverture de
porte pour gagner en sensibilité sachant que tutsn sera diminuée. Un point clef pour

réaliser des mesures temporelles en couplant lalitBolonique avec un spectrometre de
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masse est de ne pas piéger les ions dans les eptiguiques entre la sortie du tube et le
spectrometre de masse, auquel cas on perd la talipate diffusion des ions. Ceci nous a
posé des problémes, puisque le spectrométre desrBagker est optimisé pour avoir une
bonne sensibilité. Dans le mode de fonctionnementnal des paquets d’'ions sont piégés
dans la cellule de collision avant leur injecticand le temps de vol. Pour éviter ce piégeage
nous avons d0 optimiser les réglages de ces ogtiagre utilisant une rampe de potentiel

décroissante sur les différentes optiques.
V. Conclusion :

Dans cette partie nous avons présenté I'expéridhBSe. Nous nous sommes attachés a
présenter les différentes parties de cette expgiddne piéce clef de ce couplage est le piege
ionique cylindrique qui doit fonctionner a pressiélevée ¥5Torr). Un travail important de
simulation a pression élevée a été effectud. modele de diffusion dans des champs
électrigues DC et RF a été développé (intégré aofynCeci nous a permis de dimensionner
les différentes optiques, piege ionique a hautegiwa et entonnoirs a ions qui permettent de
réaliser des expériences avec une bonne sensétilitée bonne résolution. Nous avons aussi
explicité les interfaces de pilotage, de contrdle’acquisition de I'expérience. Enfin nous
avons présenté les mesures obtenues, les caragiess de I'expérience ainsi que le
traitement des résultats. Dans la suite du martusauis allons présenter des études que nous

avons pu mener avec cette expérience.
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Chapitre 3:

Etude de lI'influence du
résidu central sur une série
de polyalanines et de
polyglycines
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|. Introduction :

La compréhension de la relation entre la séqueramidique et la structure est trés
importante pour le diagnostique de certaines medalites aux conformations de peptides ou
de protéines (Alzheimé&r Creutzfeldt-Jako). Les paramétres qui stabilisent les structures
secondaires sont liés aux propriétés des acideséansbmposant la chaine peptidique ainsi
qu'aux paramétres extérietirésolvant, force ionique, etc...). Dans notre étudesnnous
limiterons aux parametres intrinséques du peptidsgoe les mesures de mobilité ionique se
font en phase gazeudseLes polyalanines ont la propriété de former déicls en solutioh’

et en phase gazeuse. Une étude de M.J. Jarroli®@taadémontré Iimportance de la
solvatation de la charge pour la stabilisation lideéen phase gazeuse (i) en N-terminal la
charge déstabilise I'hélice (ii) en C-terminal dedices sont observées dans ce cas la charge
est stabilisée par le dip6le induit par I'hélice) Gi la charge est placée sur la chaine latérale
d’'un acide aminé basique en C-terminal, des dim&tedsdes d’hélices sont observés. Dans ce
dernier cas la stabilisation est due a des stresturtéte a queue » de deux hélices. Cette
étude a mis en avant l'influence de la charge ssirstructures observées en phase gazeuse.
Une étude en phase gazeuse de peptides basée gaiy@anines non chargées a été realisée
par Dugourd et d. Les structures observées ont permis de monteetagustructures étaient
basées sur des feuillets béta. Ceci montre entongoltance des charges en phase gazeuse.
Enfin des études sur des polyalanines chargéeieptasois® et de tailles plus importantes
ont pu montrer encore une fois I'importance deotalisation de la charge sur la stabilisation
des structures secondaires en phase gazeuse. &nstade nous allons étudier deux séries
de peptides composés de 11 acides aminés, ils rantaille suffisante pour adopter une
structure secondaire, et pas trop élevée pour egpiediculs soient réalisables. Les systéemes
choisis pour cette étude sont des systémes modedepremiere série est composée de
polyalanines de type RXA,K, larginine et la lysine, qui sont des résidussibaes,
permettent de contrbler la localisation des chamgesN-terminale et en C-terminale. La
deuxieme série est composée de polyglycines anedogux polyalanines (R&G4K), elles
sont peu structurées par rapport aux polyalanireshangement de I'acide aminé central va

permettre d’étudier son influence sur la struciiobale des peptides.
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Dans cette étude nous allons utiliser la mobibt@que pour déterminer les sections efficaces
de diffusion? des peptides et nous utiliseronsylaadchique moléculaire couplée a la méthode

d’échange de réplique (REMD) pour assigner deststres.

II. Méthodes utilisées :

1. Synthése des peptides :

La synthése des peptides a été realisée en utilisan méthode FMOC

(Fluorenylmethyloxycarbonyle) en phase solide. tiegipe est représenté sur la figure II-1.
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" J:.d.—r_l
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S o e Crpling
/ \v/ﬂ\ )\H/ Polymer
Repeal Deprotection and
Cauglng

rm("'u\‘)%pl/l\’/\ Palymer

Cleavage and
Depralection

Peptide and Polymer

Figure 1l-1 : Mécanisme de la synthese peptidiqugsar la méthode FMOC

La synthese se fait a partir de I'acide aminé @aviant en position C-terminale en ajoutant les
acides aminés un par un. Celui-ci est lié par sation carboxylique a un site acide d’'une
résine. Sa fonction amine est clivée par un grogpenprotecteur FMOC pour éviter la

polymeérisation du premier acide aminé. Les fon&imactives de la chaine latérale de I'acide
aminé sont elles aussi protégées. On déprotégenietidn amine en utilisant une base
(souvent de la pipéridine) pour pouvoir additionbeecide aminé suivant. Ce dernier est clivé
par un groupement FMOC au niveau de sa fonctiomamt sa fonction carbonyle est activée
par un groupement réactif pour favoriser la jontti®n réitére ce processus jusqu'a
I'obtention du peptide désiré. Pour décrocher Iptide du polymére il suffit d'utiliser un

75



acide (TFA par exemple) apres avoir déprotégé tetion amine de I'acide aminé en N-
terminale. Cette synthése a été réalisée sur uhétigeur de peptides Applied Biosystems
433A a I'Ecole polytechnique fédérale de Lausannean de I'équipe LSMB animée par Y.
Tsybin. Une purification par chromatographie liquioréparative a également été nécessaire.

Les peptides sont conditionnés dans des solutiqususes de concentration 1mM.

2. Analyse par mobilité ionique couplée a la spectr  ométrie de
masse :

Les peptides sont analysés par IMMS, I'expérienégégorésentée dans la partie précédente.
Les solutions utilisées sont diluées dans un ngél&d/50 eau/méthanol a une concentration
de 100uM, on ajoute 0.1% d’acide acétique. Pouguwhgeptide on réalise des mesures de
mobilité ionique a différents champs électriquesurppouvoir déterminer leurs sections
efficaces de diffusion (Cf. chapitre précédentlralion). Le temps d’injection des ions est de

1ms, les spectres présentés ont été obtenus alewe de champ électrique de 7.7V/cm.

3. Simulations numériques :

Le paysage conformationel de tous les peptideséstiekpérimentalement a été exploré par
dynamique moléculaire couplée a la répliqgue d’éghafREMD), cette méthode a été
présentée brievement dans le chapitre 1 et estapiée dans I'appendice A. Le protocole de
la simulation est schématisé sur la figure IlI-2s @alculs ont été réalisés par F. Calvo
(LASIM).
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Structure dépliée
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Figure 11-2 : Diagramme du protocole de calcul

La structure peptidique de départ est completentgmliée. Une premiere simulation
d’échange de répliqgue couplée a de la dynamiquetculgire (REMD) est réalisée, en
utilisant le champ de force AMBER®9 Quarante répliques sont utilisées (80-1000K
réparties par progression géometrique) et millecstires sont extraites périodiquement pour
chaque réplique. La structure de plus basse énesgiextraite en optimisant 'ensemble des
structures extraites par la méthode d’annealingréilére ce processus jusqu'a l'obtention de
la structure la moins énergétique. Cette dernistaulisée comme structure de départ pour
une simulation REMD ou les répligues sont resseri@gour de 300K, on extrait 1000
structures a cette température. Les sections effice ces mille structures optimisées sont
déterminées en utilisant la méthode des trajestaleediffusion dans I'héliul On obtient
ainsi une distribution de section efficace de diidun.

Les charges (protons) ont été placées sur l'argir(id-terminale) et sur la lysine (C-
terminale), les seules ambiguités ont été lorstposde aminé central comportait un résidu
basique (X=Arg, His et Lys). Pour ces trois casisurs simulations ont été realisées en
faisant varier la position de la charge. L'arginm@ se trouve en N-terminale est toujours
chargée, ce qui laisse deux sites de protonatissilgle (soit sur la lysine en C-terminale soit

sur le résidu basique central). Pour le peptideeagsidu basique est I'histidine un autres cas
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a éeté simulé, il s'agit de l'histidine centrale treupour laquelle il existe deux formes

tautomériques.

lll. Résultats :
1. Polyalanines :

Les analyses par mobilité ionique couplée a latsp@étrie de masse permettent d’obtenir
des cartes 2D avec en ordonnée le spectre de miassabscisse le profil en temps d’arrivée.
Pour toute la série des peptides basés sur lealpoiges le pic de masse majoritaire est le

2+, dans certains cas on observe le 3+ lorsquéd€aaminé central est basique comme

représenté sur la figure suivante.
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Figure 11I-1 : Spectres de masse de deux peptideagés sur des polyalanines de formules RARA K.

La figure IlI-2 présente les sections efficacedifieision mesurées (en gris) pour les peptides
de formules suivantes [RXAK+2H]?*, ot X est I'un des 20 acides aminés naturels. Les
profils en sections efficaces de diffusion mesumésdes valeurs moyennes comprises entre
230 et 250A% La largeur des distributions est généralementpatiile & la diffusion
naturelle (Cf. Chapitrel), ce qui laisse suppos&il i’y a qu’un seul conformére en
présence. Cependant pour X=Lys, nous observondistmdution bimodale.

Les profils calculés et mesurés sont en trés boordgour la plupart des peptides étudiés. La
valeur de la section efficace de diffusion moyeeseen bonne accord entre I'expérience et
les calculs se qui peut laisser penser que lestgtas sont réalistes. De plus si on s'intéresse
a la largeur des distributions on remarque queB&B a 300K est en adéquation avec les
profils mesurés. Ceci montre que la largeur exp&miale n’est sans doute pas uniquement

due a la diffusion mais également a la distributierconformations a 300K.
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Figure 11I-2 : Profils des sections efficaces de ffusion expérimentales (gris) et théoriques (noirpour la
série des polyalanines. Les profils en noir repréagent les distributions calculées pour une protonabn sur
l'arginine 1 et la lysine 11. Les profils en pointlés correspondent a une protonation sur I'arginineen
position 1 et sur le résidu X en position 6 (pourds résidus basiques, avec X=His, Lys et Arg). PoXrHis
les distributions correspondant aux deux formes tatomeres de I'histidine centrale neutre sont
représentées en trait noir et en pointillés rouges.

Sur la figure IlI-3 sont représentées les strustues plus stables et les diagrammes de
Ramachandrdfi sur une sélection de peptides représentatifs déria (avec X= Ala, Asp,
Cys et Pro). En ce qui concerne les autres strestites sont présentées dans I'annexe 1. Les
diagrammes de Ramachandran sont obtenus en ttasasduples d’angles dihédradxet ¥

pour les 1000 structures échantillonnées a 300K.
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Figure 111-3 : Structures les plus stables a 300K btenues pour une sélection de peptides de la sédes
polyalanines ainsi que les diagrammes de Ramacharadr correspondant. Les points noirs correspondent
aux angles , ) pour le résidu central X, la carte en 2D (jaune @rouge) représente les angles dihedraux
pour la chaine principale de tous les résidus.

Les motifs structuraux communs obtenus sont basésles hélices alpha, hormis pour la
proline et pour les peptides ou la charge se trawele milieu du peptide (résidus X
basiques). Cette tendance est confirmée, sur lagraitnmes de Ramachandran, par la
prédominance de la zon®,) = (-60°,-45°) correspondant aux hélices alpha.pkrs de

'arrangement commun en hélice alpha, plusieuraatares communs peuvent étre identifiés,
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() une interaction électrostatique entre la chaogsitive de l'arginine (N-terminale) et le
groupement acide carboxylique (C-terminale), @)sblvatation de la charge positive de la
lysine (C-terminale) par les fonctions carbonylesla chaine principale (coté C-terminale).
Cette derniere caractéristigue avait été observéparavant pour des polyalanines
monochargéés L'interaction favorable entre la charge et le &dip électrique de I'hélice
stabilise la structure secondaire en hélice alphadela de ces similitudes les différentes
structures, peuvent étre séparées en trois gralipscts dépendant des propriétés de l'acide
aminé central X.
La présence d'un groupement carbonyle ou d’'un axggeur la chaine latérale de I'acide
aminé central favorise une interaction électrogtegiattractive avec la charge présente sur
I'arginine. Ceci est observé pour le peptide ou XpAcomme représenté sur la figure 111-3)
ou pour X=Glu. A cause du rapprochement des a@desés Arg et X, la structure en hélice
alpha est partiellement dépliée au niveau des dgtremités C et N-terminale. Ceci apparait
sur les diagrammes de Ramachandran par la présendeux taches autour d@,¥) = (-
75°,50°) et ®,¥) = (-70°,170°). Un effet du méme type, mais mgnsnoncé, est observé
pour les peptides ayant pour résidu central X=@bn and Thr qui ont tous trois un atome
d’'oxygéne dans leur chaine. Pour les peptides dpremier groupe, I'hélice obtenue est
relativement courte, et s’étend du résidu 3-4 aidre?.
Un second groupe est composé de peptides ayant eagdsitu central X= Trp, Met, Phe,
Tyr, lle et Val. Les chaines latérales de ces éesnn’ont pas d’interactions significatives
avec la charge portée par l'arginine. Leurs stmestale plus basse énergie sont basées sur des
hélices alpha plus longues que pour le groupe gestéallant du résidu 3 jusqu’ au résidu
10. Ceci est illustré sur la figure IlI-3, dans das du tryptophane, le diagramme de
Ramachandran présente une tache importante damsné des hélices alpha et seuls les
angles dihedraux pour I'extrémité N-terminale (Asgloignent de cette zone.
Dans le troisieme groupe (X=Ala, Cys, Gly), il ndypas de solvatation de la charge sur
l'arginine par la chaine latérale du résidu cenfPar contre la solvatation de la lysine par le
groupe carbonyle de la liaison peptidique est cmése Ces peptides different de ceux du
groupe précédent, par un dépliement plus pronoadé gartie N-terminale. Ainsi les hélices
formées sont plus courtes (du résidu 5 jusqu’au 1€y diagrammes de Ramachandran sont
similaires a ceux du groupe précédent.

Les différences entre le groupe de I'Asp et du pepvent étre expliquées par la
compétition entre la solvatation optimale de larghgoar la chaine latérale du résidu central

et la formation de liaisons hydrogenes qui stadlig’hélice. Cet argument ne peut cependant
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pas étre appliqué au groupe de l'alanine, car hesnes latérales des acides aminés de ce
groupe sont trop petites pour déstabiliser I'héli€me si une interaction est possible
comme dans le cas de X=Ser, ou il y a présenceedanction alcool sur la chaine latérale, la
faible longueur de cette chaine fait que ce deraeromporte comme les peptides du groupe
de l'alanine. Le comportement particulier du peptiel plus petit du groupe de I'’Asp (X=Thr)
permet d’illustrer cette compétition. Deux confores sont obtenus par les calculs a 300K
(Cf. Fig llI-4). La structure la plus stable présedes caractéristigues communes au groupe

de I’Asp alors que l'autre isomeére est similairegaoupe de I'Ala.

180

90 +

-180 - .
180 -90 0 90 180

¢

Figure 1ll-4 ;: Diagramme de Ramachandran et structues des peptides ou X=Thr. Le conformére (a) a
une structure correspondant au groupe de Asp, le oformeére (b) a une structure correspondant au
groupe de Ala.

Enfin, le peptide ou X=Leu adopte une structurerimgédiaire entre le groupe de I'’Asp et du
Trp avec un domaine en hélice du résidu 4 a Tnét a pas de solvatation de la charge par la
chaine latérale de la leucine.

Nous allons maintenant développer le cas des mEptdmportant un résidu central basique
(X=Arg, Lys et His). Pour ces derniers il y a desb#guités sur les sites de protonation
comme nous l'avons dit précédemment. Les comparsisotre les différentes simulations et
les résultats expérimentaux ne permettent pastdendéer les sites de protonation. Malgré le
fait que les structures obtenues sont trés difféeeil n'y a pas de différence dans les
distributions de section efficace de diffusion c#es. La figure 1lI-5 illustre le cas du
peptide ayant pour résidu central I'arginine. Lorsde résidu X est neutre (ligne noire) une
structure hélicoidale intermédiaire entre les pigstiavec X=Trp et X=Asp est observée. Par
contre, lorsque l'arginine centrale est chargda stsine en C-terminale est neutre (pointillés
noir) on obtient un conformere peu structuré. Onakgue que la section efficace de diffusion
de ces deux structures est semblable, ce qui ne petmet pas d’identifier le site de
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protonation d’aprés les données expérimentaledfet’ee la position de la charge sur la
structure est le méme pour X=Lys et His, mais daasscas les différences entre les sections
efficaces de diffusion sont plus marquées (Cf. Fdu-2).

signal (arb.)

0.0+

230 240 250 260

Cross section (A?)

Figure 111-5 : Comparaison des structures et des s#ions efficaces de diffusion pour le peptide
[RA,RAK+2H]*" avec les charges en position 1 et 11 (ligne noéf)1 et 6 (pointillés noir).

Pour X=Lys, la distribution bimodale observée ekpéntalement sur le profil de section
efficace de diffusion ne se retrouve pas dans &suls. Il est donc difficile, pour ces
systemes, de conclure sur la coexistence ou nalifféeents conformeres ceci est di au fait
gue les sections efficaces sont trés proches.

Finalement, la structure obtenue pour X=Pro estrdgdlement globulaire. La faible valeur
obtenue expérimentalement pour la section efficegtebien reproduite par le calcul (Cf.
Figure 111-2). La proline est un acide aminé paitier puisqu’il est cyclique, ce qui lui
confére une certaine rigidité. Cette rigidité saltit sur le diagramme de Ramachandran par
une valeur de I'anglé aux alentours de -75°, alors que I'anfleest plus flexible. Ainsi les
géomeétries des alanines voisines du résidu cesdrdlcontraintes, ceci apparait par une tache
intense aux alentours dé,(¥)=(-70°,+140°). Hormis cette contrainte locale, swles de
torsions pour la plupart des autres alanines sam$ dne zone compatible avec une structure
secondaire en hélice alpha. D’autre part le matikdlvatation des charges est le méme que
celui observé pour les autres peptides. C'esteaqlie les charges portées par les chaines
latérales de la lysine et de I'arginine sont sdeat respectivement par la fonction acide
carboxyliqgue et les groupes carbonyles de la chaegtidique. C’est simplement la

perturbation locale causée par de la proline gnndaine structure non hélicoidale.
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2. Polyglycines :

La figure 111-6 représente les profils de sectidficace de diffusion (en gris) mesurés pour la
série des polyglycines, de formule [RG,K+2H]*". Le profil expérimental du peptide avec

X=Cys n’est pas représenté puisque I'échantillenlonnait pas assez de signal.

A Trp
yas Tyr

"r:'a. :l:i- LYS
VAN Phe
s\ Met
A N Arg

__//h\\_ lle
I Leu
A ___________________ His
/. Glu
I Gln
I\ Val

AN Asn
I Asp
™ Thr
QL Pro
N Cys
AN Ser
PN Ala
9. Gly

i I 1
180 200 220 240 260

cross section (A%)

Figure 111-6 : Profils des sections efficaces de ffusion expérimentales (gris) et théoriques (noirpour la
série des polyglycines. (en noir pour les chargeschlisées en position 1 et 11, en pointillés noiopr les
charges en position 1 et 6 seulement pour les résgicentraux basiques, et en pointillés rouge pour>His
avec les charges en position 1 et 11 mais avec ti@iforme tautomere de I'histidine).

Les peptides présentent une valeur moyenne desegfficace aux alentours de 200 a 230
A2, donc plus petite que pour la série des polyamice qui est di au fait que la chaine

latérale de la glycine est plus petite que cell¢aanine. Comme précédemment, la plupart
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des profils ont une largeur compatible avec laugifin naturelle ce qui peut suggérer la
présence d'un seul conformere. Seul le peptide aredis présente une distribution plus
large, ce qui peut laisser présager plusieurs comdies.

Les profils de section efficaces de diffusion obterpar les simulations de REMD sont
eégalement présentés sur la figure 111-6. Ils pnésat tous un pic unique sauf pour X=Phe, qui
a clairement une distribution bimodale. Les largedes profils mesurés sont généralement en
adéquation avec ceux calculés, méme pour le petitiis si on considére la lysine en C-
terminale neutre. Seul le peptide avec X=Ala a rofilpcalculé plus large que celui obtenu
expérimentalement. Les positions des pics sontafgatent bien en accord entre les calculs et
I'expérience. On remarque cependant que pour Ipdes comportant un résidu central de
petite taille (X=Ala, Gly, Asp et Arg), les calcudsus-estiment la valeur de la section efficace
de diffusion. Contrairement a la série des polyaks) ou tous les peptides présentaient une
structure secondaire de type hélice, les polygbgiont des structures assez différentes et
aucune structuration secondaire n'émerge. Malgreé tioy a une tendance globale qui va étre
illustrée par les exemples suivants. Les diagramdeefamachandran correspondant aux
1000 structures obtenues a 300K ont été tracés mk€ine maniére que pour les polyalanines.
Des exemples sont présentés sur la figure llI-7 pesipeptides avec X=Gly, Thr, lle et Phe
avec leurs structures de plus basses énergiesaltess structures sont présentées dans
lannexe Il. Dans certains cas (X=Phe et lle) muss structures sont présentées. Ces
dernieres correspondent aux différents isomerétest&@mergeant des simulations a 300K. Si
on compare les diagrammes de Ramachandran a ceéeruebpour les polyalanines, on
remarque que les angles dihédraux s'étendent ssirplimes de valeurs beaucoup plus
grandes, ce qui montre la plus grande flexibiligs djlycines. De plus, les diagrammes
changent de maniére plus significative lorsque hoodifie 'acide aminé central X. Ce qui
veut dire que la structuration des glycines esubeap moins forte. La grande variété de
conformations donnée par les diagrammes de Ramadcrapeut étre expliqguée par I'absence
d’'une structuration secondaire dominante, mais @ewsisi provenir de la coexistence de
plusieurs isomeres. Ceci peut étre tranché endagtfa valeur des angles dihedradx )

de I'acide aminé central (en noir sur la figured)l Dans de nombreux cas, X=Gly et Thr par
exemple, qui sont représentés dans la figure stdya&es angles sont dans des régions tres
étroites du diagramme. Des analyses supplémentdérdsajectoires confirment le fait que
chacun de ces peptides adoptent en phase gazeus¢ructure bien définie correspondant a

la structure de plus basse énergie potentielle.
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Figure I1l-7: Structures les plus stables a 300K otenues pour une sélection de peptides de la sériesd
polyglycines dichargées ainsi que les diagrammes Bamachandran correspondant.

En observant les structures obtenues, on remargaele facteur le plus influant sur la
structuration des peptides est la solvatation dbdeige, notamment prés du groupe carbonyle
de la liaison peptidique centrale ainsi que déhkdme latérale de I'acide aminé central.

Dans l'autre moitié des peptides, on observe laaige de la coexistence de plusieurs
isomeres. Ceci est bien illustré sur la figure7llavec le peptide ou X=Phe ou I'on observe
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bien une distribution bimodale, et aussi sur largglll-6 ou I'on observe un profil tres large
pour le peptide ou X=His. Pour les autres peptidesoexistence est bien visible sur les
diagrammes de Ramachandran. Par exemple, la disbribdes angles®(¥) pour X=lle
présente deux nuages de point distincts. Le nuagmiht centré sur la valeur (-150°,0°), qui
inclut la structure la plus stable, correspond @ stnucture ou la chaine latérale de I'arginine
protonées est paralléle a I'acide carboxylique €f@atnale) et au dessus de lui. Ces deux
groupes protonés peuvent se trouver dans le méamecplqui correspond au deuxiéme nuage
de points a®,¥ )=(- 60°,20°). Les deux isomeres sont représesiieda figure 111-6. On
observe un comportement similaire pour X=GIn, Lidef, Asn et aussi pour X=Arg et His si
on considere 'acide aminé central chargé. Dans lesicas, les deux principaux conformeres
suggérés par les distributions bimodales des diages de Ramachandran different dans
'arrangement local et la solvatation de la chatgd’Arg et de la Lys et de la chaine latérale
de X. Enfin, le peptide ayant comme résidu centaddnine a trois nuages de points résolus
sur son diagramme de Ramachandran, les mémes atisesvont été faites sur X=His (Cf.
Fig I11-8).

180 ——
90 | '!!""c Ala
> 0 % " '
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-180 :
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Figure 111-8 : Diagramme de Ramachandran et structues de plus basse énergie pour le peptide
[RGLAGK+2H] .

Les conforméres correspondants ont le méme sché&rsoldatation entre le groupement
carboxyligue et la chaine latérale de l'arginina; pontre la solvatation de la chaine latérale

de la lysine par le groupement carbonyle de 'aaitné central differe.

87



V. Discussion :

Les difféerentes conformations adoptées par lesghydines et les polyalanines sont régies par
la solvatation des charges de l'arginine et dgsak, notamment par le groupe carboxylique
et les carbonyles, et dans une moindre mesuredraine latérale du résidu central. Ceci est
particulierement remarquable pour les polyglyciras,différentes manieres de solvater les
charges sont rendues possibles par la flexibiléé dlycines. La variété de structures
echantillonnées a 300K refléte bien ce phénomene.

La série des polyalanines se distingue par sa haofeension a former des hélices alpha,
hormis pour le cas ou X=Pro. Les différences ecdepeptides proviennent de la solvatation
des charges qui differe en fonction de la chaitérdée de I'acide aminé central. Ainsi, la
longueur de I'hélice dépend de I'acide aminé cén8aon compare les hélices obtenues, en
excluant le peptide avec X=Pro, avec la propensidiaire des hélicés pour les acides
aminés centraux on remarque qu'il N’y a pas deétation. D’aprés les résultats, la longueur
des hélices pour X=Trp est de 7 mais seulement g X=Glu, alors que l'acide
glutamique donne plus facilement des hélices quepeophane.

Les structures similaires obtenues pour les pahyaés suggerent que les différences de
sections efficaces de diffusion dépendent de Ik tdu résidu central. Le volume (V) de la
plupart des acides aminés (tous sauf Arg, His &) @yété déterminé par Couterman éf.al.
La figure V-1 représente les sections efficacesur@es pour chaque peptide en fonction de
V. Pour le cas ou X=Lys, nous observons une digiob bimodale avec le pic le plus intense
qui est noté K et I'autre K Nous observons une distribution linéaire saufrgouet P, ces
deux derniers sont exclus de la régression linéRioer X=Arg, His et Cys, les volumes ne
sont pas connus, la relation linéaire nous a pedwistimer leurs volumes. Nous obtenons
pour V(Arg)=130&, V(Cys)=90 &, V(His)=125 &, avec une incertitude de 30%. Pour les
polyglycines (Cf. Figure 1V-2), la corrélation estttement moins bonne. Ceci provient du fait
gue les glycines sont trés flexibles et que larahdatérale de I'acide aminé central peut
modifier la structure global. On remarque que pdes résidus centraux dont les chaines
latérales sont assez similaires chimiquement, otiertb parfois des structures assez
différentes. Ceci est bien illustré sur les mesdesections efficaces pour les peptides basés
sur X=Asp et Glu. Les distributions obtenues powT¥r, Trp sont en revanche assez
similaires expérimentalement. Pour X=Phe on vod sinucture plus compacte présente sur le

profil en section efficace obtenu par calcul.
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Figure IV-1 : Corrélation entre la section efficacemesurée et le volume des acides aminés pour les
polyalanines, les lettres représentent les acidemaés centraux.
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Figure IV-2 : Corrélation entre la section efficacemesurée et le volume des acides aminés pour les
polyglycines, les lettres représentent les acidemaés centraux.

Pour ce peptide, les calculs correspondent a li@xpee, pour le second pic sur le profil en
section efficace ce qui indique que I'on a la pree de conforméres métastables. Pour les
peptides ou les simulations sont en bonne coroélavec les résultats expérimentaux, les
structures extraites a 300 K ont été analyséesateeme plus précise en tracant leur énergie
potentielle en fonction de leurs sections efficabesliffusion.

La figure IV-2 représente la corrélation entre éteon efficace de diffusion et I'énergie
potentielle instantanée pour 1000 structures reptéives des peptides suivants,
[RAIA K+2H]?* (@) et [RGIG4K+2H]?* (b). Sur ce méme graphique est aussi représentée |

corrélation entre la section efficace de diffusaifénergie potentielle de ces 1000 structures
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apres optimisation. On remarque que pour le peptdeon filtre 768 structures apres
optimisation alors que pour le peptide (b) on iirefseulement 231. Ceci provient du fait
gue la chaine latérale des glycines est composdensent d’'un hydrogéne, ainsi une seule
orientation est possible. En revanche pour lesgiahnes, la chaine latérale composée du
groupement Ckla des orientations différentes possibles, ce ggmente le nombre de
conformation. Ceci se traduit par un potentiel cortgnt beaucoup de minimum locaux
correspondant aux différents réarrangements pessilels chaines latérales.

En ce qui concerne la forme du potentiel des sirastoptimisées, pour le peptide (a) on a un
puit de potentiel assez étroit correspondant &ttastures correspondant a 239Rar contre
pour le peptide (b) on a un potentiel assez plaleststructures sont comprises entre 208 et
218 A% avec une énergie potentielle assez proche.
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Figure 1V-3 Energie potentielle en fonction des s¢ions efficaces de diffusion pour une série de 100
configurations (a) [RA4A K+2H]?* et (b) [RG4IG ,K+2H] ?*, échantillonnée & 300 K. Les structures
instantanées et optimisées sont respectivement eig noir et en rond rouge.

Ces résultats expliquent les observations faitedasdifférence entre les polyalanines et les

polyglycines. C'est-a-dire, la difficulté de repuir@ I'expérience par les calculs a cause des

différences relative d’énergie de structures ds phsse énergie.
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V. Conclusion :

La méthode de calcul utilisée est en tres bon dcawec les expériences, ce qui valide cette
approche. Le champ de force est bien adapté psupdéalanines. Par contre, en ce qui
concerne les polyglycines le choix de la structigeplus basse énergie est plus compliqué
étant donné la coexistence de nombreux confornagmas des énergies trés proche.

Cette étude nous a permis de déterminer le volereedains acides aminés qui n’étaient pas
dans la littérature (Arg, Cys et His). Ces résslfarmettent aussi de mieux appréhender les
facteurs qui stabilisent les structures en phageug® comme la solvatation des charges. Ces
systemes, dont la structure en phase gazeuseteepilééerminée, peuvent servir de systémes
modéles dans des études résolues en conformataamihent sur I'étude I'influence de la
structure de ces peptides sur leur abondance pimauit par dissociation induite par capture
d’électron (ECDY".
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Appendice A: Simulations numeériques :

Les simulations numériques se déroulent en deuttepadlistinctes, la premiére permet de
générer des structures pertinentes et la secomgepde déterminer les sections efficaces de

diffusion de ces dernieres.

1-Génération de structures pertinentes :

Pour générer des structures, la méthode choisté & @ynamique moléculaire couplée au
champ de forces AMBER99. Cette méthode permet de fme étude dynamique des
systemes étudiés. Pour pouvoir explorer la paysagéormationnel nous avons utilisé la
méthode d’échanges de répliques. Dans cette méthbfiérents calculs de dynamique
moléculaire sont réalisés a différentes températareparalléle. Aléatoirement des échanges

entre les répliques sont effectués comme représesté la figure suivante.

/\ 1000 K H\_f,\ _ J@L p—
A A, v —

80K g — O

Figure 1 : Schéma des échanges de répliques.
Nous allons maintenant expliciter la méthode d’édes de répliques (Sugita et)al

Soit un systeme composé de N atomes de magfe=In...,N) avec leurs vecteurs de

positions et vecteurs de quantité de mouvementisébei la maniére suivantq,= {ql,....,qN}
et pE{pl,....,pN}. L’hamiltonien H(g,p) du systéeme est donné pasdanme de |'énergie

cinétique K(p) et de I'énergie potentiel E(q) :



H(a, p) = K(p)+ E(a) Eq. 1

Avec

K(p) Eq. 2

I
M=
Rlo

Dans I'ensemble canonique a la température T, cehaﬁnaltxz(q, p) avec I'hamiltonien

H(qg,p) est pondéré par le facteur de Boltzmann :
W, ((x;T) e M (q"’)) Eq. 3

Ou B, la température inverse, est définie gar 1k, T (avec k la constante de Boltzmann).

L’énergie cinétigue moyenne a la température Teshée par,

(K(p)), = <ip_f> =3N\K,T  Eq.4

= 2m, 2

L’ensemble généralisé pour I'échange de répliquessiste en M copies (ou répliques) sans
interactions du systéme original dans I'ensembleooaue a M températures différentgs T
(m=1,....,M). Les répliques sont disposées de telmiare qu'il n’y a qu’une réplique pour
une température donnée. Ainsi il 'y a qu’'une seolkeespondance entre les répliques et les
températures ; si on prend l'indice i(i=1,....,M)yp les répliques et m(m=1,....,M) pour les
températures, a un instant donné si I'on conndgénapérature on peut connaitre la réplique et
vice versa :

{i=i(m)5f(m), £q.5

m=m() = f (),

Ou f (m) est la fonction de permutation de nf &l(i) est son inverse.
Soit X :(xf(l)],....,xﬁiﬂ(“")]):(X,E](l),....,x,[n“z'h]ﬂ)) permettant de définir I'état du systéme dans

'ensemble généralisé. Darxgﬂ] I'exposant et I'indice décrivent respectivementéplique et



la température. L'état X est définit par M séries cbordonnéesfyet de quantité de

mouvement P} des N atomes de la réplique i & la température T

XI[:’]] = (q['], p['])m Eq 6
Puisque les répliques sont indépendantes, le facteupondération pour l'état X dans
'ensemble généralisé est donné par le produitadtetir de Boltzmann pour chaque réplique
(ou a chaque température) :
Wegy (X) = €X —Zﬁma)H(q“],p[‘])}=ex —ZﬁmH(q["m”,p[““’”)} Eq. 7
i=1 i=1

Ou i(m) et m(i) est la fonction de permutation défidans I'Eq.5.

Nous allons maintenant considérer un échange dpaie de réplique dans I'ensemble
généralisé. L’échange va étre realisé entre unéquépi et j qui correspondent aux

températures Jet T,
X = (XU Ly o= T LX) Eq. 8

Ici i, j, m et n sont relatifs a la fonction de pritation décrite dans I'Eq. 5., 'échange de
répliques introduit une nouvelle fonction de peration f ’ :

{i= f(m) - j=f'(m),

j=f() —i=f(n), =4-9

L’échange de répliques peut étre écrit de manikie getaillé par,

il = (gfl plil) _ xlil = (glil plif
{Xm (q ’p )m Xm (q ’p )m’ Eq- 10

Le processus est équivalent si I'on échange leepale températures,Tet T, pour les

répliques correspondantes i et j comme présentg dquation suivante,



= (o), o), ~ X1 =l o,
il = (glil pli il = (qlil plit Eq. 11
X =@ ), - X =@ P ),

Pour tenir compte du changement de températurguerSon échange de répliques il faut

réajuster les vitesses et donc I'énergie cinétipaele biais de la quantité de mouvement
comme montré dans I'équation suivante,

ol = I_npm

m Eq. 12
plil = [Tm gl

T

Cette équation permet de satisfaire 'EQ. 4.

Pour que le processus d’échange converge versistnibuation d’équilibre, il suffit d'imposer
une condition de balance impliquée sur la probihile transitioX (X - X'):

Wy, (XWX = X') =Wegy, (XIWX' = X) Eq. 13

X - X il j i i
oy =@ - alkeh +e@]- k) + E@)]

+ 8. [K (o) + E@@™)]+ 8,[K (p1) + E(o)] }

%:exp { -/iﬁ—’“K(p[”)—ﬂnl—”K(p[il)+/ng(p[i]) o, 14
+B,K (ol - B, [E(@) - E@)] - B, [E(a) - E(d] }

WX~ X) _ ovpi

WX = X) exp-4)

ou,

A=, - B, )E@")-E@") Eq.15



Eti, j, m et n sont relatifs aux permutations avathange (Eq. 5)
i=f(m),j="f(n) Eq. 16

Cette derniere doit étre respectée en utilisamtepample, le critere Metropolis,

wW(X - X')EW(Xr[Ti]] Eq. 17

X[j]) _ 1 pOUI’ASO
" exp(A), pourA >0

Ou W(XEL]‘XL"]) est I'échange de répliques (ou de température)decmaniere explicite. Nous

supposons qupi< B2<...< Bm. Une simulation d’échanges est réalisée en alélra deux

étapes suivantes :

1-Chaque répliques dans I'ensemble canoniques atempérature fixe est simulées de
maniére simultanées et indépendantes pour unrcgaside dynamigue moléculaire.

2-Une paire de répliques a des températures veisbd‘hé et x!!

m+1?

sont échangées avec la

m+1

probabilité w(xr[L]‘x“] Ydans I'Eq. 17. Des répliques voisines sont échangee le taux

d’acceptation de I'’échange décroit exponentiellenagec la différence de deps (Cf. Eq.17

et 19). Il faut également noter que si un échargeéglique est accepté dans I'étape 2, la
fonction de permutation (Eg. 5) est actualisée.

Le principal avantage de I'’échange de répliquesrgaport aux autres méthodes d’ensemble
généralisé comme les algorithmes multicanonigeedes températures simuld&vient du

fait que le facteur de pondération est a priorinto(Eq. 7), alors que dans les méthodes citées
précédemment la détermination des facteurs de patholé est tres fastidieuse et couteuse en
temps de calculs. Pour une performance optimalédeange de répliques on doit toujours
choisir une distribution de températures appropriée

La valeur canonique attendue de la quantité phgsiga la température I{m=1,....,M) peut

étre calculée en utilisant I'équation suivante,



Nsm

M .
z A[X[fll’l(i;t) (t)kf Git).m Eq. 18

sm t=1 i=1

(A, =

m

L
N

Ou Nsm est le nombre total de mesures effectuées pouguehaéplique, f ™ i(t; st la
fonction de permutation de I'Eq.5 a la mestirg et §,, est la fonction delta de Kronecker.

Quand on s’intéresse a la température d’échanéegudtion précédente peut s’écrire de la

maniére suivante,

NS

(A = DA ) Ea19

sm t=1

En ce qui concerne la valeur attendue pour une éeatyre intermédiaire, une méthode de
repondération par histogramme multifl@st utilisée. Nous supposons que nous avons fait R
simulations indépendantes a R températures ditigsenSoit N,(E) et n, qui sont
respectivement I'énergie de I'histogramme et le bantotal d’échantillons obtenue dans le
calculmth. (En échange de répliquegaiNsim) La valeur attendue pour la quantité physique A

a n'importe quelle température intermédiaire TsB/kst donné par,

ZA(E)P(E P)

A = Eqg. 20
ou,
Zg N, (E)e™*
P(E; B) =™ Eq. 21
zn o 1 fn=BnE
Et,
e = P(E B,) Eq. 22

ci, g, =1+2, ety est le temps d’autocorrélation intégré a la teiapge T



Le protocole détaillé de calcul utilisé est préseaitapres. La structure de départ est une

structure complétement dépliée. La premiere pddiealcul permet d’obtenir la structure de

plus basse énergie. Ensuite une seconde étape tpdemeefaire de la REMD a des

températures proches de 300K (température de lxal@00 structures sont extraites a 300K.

Structure dépliée

!

Replica-
exchange

molecular
dynamics
(AMBER 99)

1000 structures
extraites pour
chaque

(i ) température

| Structure de plus
basse énergie

e

1000 structures
extraites pour
T=300K

section efficaces

Calcul de

(trajectoires de
diffusion de He*)

Y

Distributions de
sections efficaces
expénmentales

(i)

Distrnibutions de
sections efficaces
calculées a 300K

*Le protocole de simulation:

(i) Détermination de la structure la
plus stable : 40 répliques (80 a
1000K) chaque trajectoire 1ns.

(ii) Structure la plus stable simulée:
7 répliques (100 a 500K) )

Extraction de 1000 structures de la
réplique a 300K.

*Détermination des sections
efficaces de ces 1000 structures
par trajectoires de diffusion dans
I'hélium (potentiels de Lennard-
Jones) environ 30 000 trajectoires
par structures.

Figure 2 : Protocol du calcul.

2-Détermination des sections efficaces de diffusio n:

Dés lors ou I'on a généré des structures il fatérd@ner leur section efficace de diffusion.

Pour cela on utilise un calcul de trajectoire pgnamique moléculaire en utilisant un

potentiel de type Lennard-Jones (Cf. Chapitre g}teCméthode permet d’extraire les sections

efficaces de diffusion des différentes structuf@s. peut donc ensuite obtenir le profil en

section efficace de diffusion a la températuretdti@t (300K pour notre expérience).
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Chapitre 4
Etude de l'influence de la
séguence sur la stabilisation
de la structure secondaire

d’un peptide

R [ 011 0T (3 Tod 1 o] o AP PPPPPPP PP 94
S Y AS] (=1 0 Lo TSR =] (1 [0 1= 96
[l Résultats préliminaires obtenus par ECD i .ooooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 97
1.  DisposSitif @XPErIMENTAl :........uiieiiiiiieeeeeiiier e 97
PrinCIPe de FECD ...ttt eerene e s s e e e e e e e e e eaaees 97
3. RESUIALS ...ttt a e e e e 98
V. Résultats de mobilit€ IONIQUE : ..........oommmeeeeeeeeeeeeee e e e e e e ssenes 100
1. Protocole expérimentaux et thEOINQUE :...coueeeerivriiiiiiiiiiiiiiiiiceeeee e 100
REsUltats XPErMENTAUX: ......cccveiieeeieeee e et e eeeee e e et e e e e reeeeeeaaeeeaes 100
3. Reésultats des simulations REMD :.........coommmiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee s 104
V. DISCUSSION : Lutiiiiiiiiiiiiiii e e e e emmmmm sttt ettt et e e e e e e e e e e sess et b e e e et e e e e e e aaaeeeens 107
1. Comparaison des calculs avec 1€S EXPEIENCES. i urrrrririieiiiiiiieeeeeeaeaessiisinnns 107
2. Forme des profils expérimentaux de section@BC: ..............ccccvvvvvriiieeiiennennn. 112
3. ECD VS MODIlItE iONIQUE & ....ccoeieeieeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeenee 114
Vi (@] o[ 1157 o] o KOO PP PP PPPPPPRPR 115



|. Introduction :

Nous allons dans ce chapitre étudier un peptidarégmant a la partie transmembranaire de la
protéine M2 du virus de la grippe™A In vivo la protéine M2 est impliquée dans un ¢a@na
protons* situé dans la partie transmembranaire du virusca®el ionique est composé d’un
tétramére de la protéine M2 'intérét d’étudier cette protéine est double.

C’est une protéine d’enveloppe qui joue donc ure rishportant dans le processus de
reconnaissance du virus par les anticorps de I'fibén que cette derniére soit minoritaire en
comparaison des autres protéines d’enveloppe tel'lg@magglutinine et la neuraminidase).
Le canal a protons est vital pour la réplicationvitus (Cf. Fig I-1). En effet, une fois la
particule virale dans le cytoplasme de la cellubéehl’ARN viral doit étre libéré dans le
milieu intracellulaire afin d’étre traduit et trammg grace a la machinerie cellulaire de I'hote.
La protéine M2 va permettre le passage de protdistérieur de la particule virale et ainsi
diminuer son pH. Ceci a pour effet la fusion desnineanes virales et de celle de 'endosome
et permet la libération de '’ARN dans la cellulgéd

RESPIRATORY
TRACT

INFLUENZA
MATRIX, w X1
NEURAMINIDASE

3 " HEMAGGLUTININ .
i _—
#MZPROTEIN e RAMINIDASE — .

NUCLEOPROTEIN
AND POLYMERASES

‘ "
i i ¥ '
* r e

\L-

VIRAL
MESSENGER
ENDOSOME RNA

RIBOSOME
FROM CELL

,/-H_"_H‘"\ b B
e

ENDOSOME
HEMAGGLUTININ

INFECTED CELL

Figure I-1 : Schéma de réplication du virus : a) ifection, b) attachement du virus a la membrane
cellulaire de I'héte, ¢) endocytose : entrée du viis dans la cellule hbte, d) transfert de proton vida
protéine M2, fusion de la membrane virale, €) impdation dans le noyau du génome viral, f) réplicatio,

g) transcription, h) traduction.

Différents médicaments ont été développés poubarhiette protéine, comme I’Amantadine
et la Rimantadine qui agissent sur la ptttdu canal & protons (H16 et W20). Cette porte
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activée (par un changement de conformation desds}lpermet de réguler le débit au sein du
virus. En inhibant le canal ionique du vitues médicaments permettent d’éviter la
réplication ce qui limite I'infection. Cependantsdebservations ont mis en évidence que des
mutations au sein de la protéine M2 rendaient flaiements cités inefficacls Ce qui
suggere que ces mutations peuvent affecter ldigtate la structure de la protéine.

Des études en RMN ont suggéré, pour le peptideehumuus nous sommes intéressés, une
structure hélicoidale (PDB1NY) avec un pas d’hélice d’environ 3.6 acides rasiet un
nombre de 5 boucles (Cf. Fig. I-2).

Figure 1-2 : Structure du monomére M2TMP déterminéepar RMN liquide et solide (PDB" : 1NY).

Le second intérét de cette étude est, comme noteriens dans les résultats de ce chapitre,
gue ce peptide constitue un excellent modéle demssbistable avec une compétition entre
structure en hélice et structure en globule. litmkunc étre utilisé pour étudier la compétition
entre ces deux structures ainsi que l'influencéadstructure sur d’autres propriétés physico-
chimiques du peptide. Nous nous sommes intéreskéstabilité de la structure en hélice du
monomere par rapport a des mutations de séquermes présenterons d’abord quelques
résultats® obtenus sur ces mutants par spectrométrie de raapéée a la capture d’électron
dissociativé®** (ECD) au laboratoire de spectrométrie de massediéculaire de 'EPFL
(groupe de Yury Tsybin). Les résultats obtenus paobilité ionique couplée a la
spectrométrie de masse comparés a des calculsndendyue moléculaire couplée a I'échange
de réplique (REMD) seront présentes.

Nous discuterons des structures obtenues pardalatec les résultats expérimentaux. Puis
nous parlerons du fait que les structures obserp&esent s’étre dépliées durant leur
diffusion dans le tube de mobilité ionique. Enfimqus essaierons de corréler les résultats
obtenus par mobilité ionique avec les résultatbatpmentation obtenus par ECD. L’étude de
l'influence de la structure secondaire d'un peptglg sa fragmentation était I'une des
motivations de ce travail, les résultats qui avia@é obtenus en ECD sont présentés au début

de ce chapitre.

95



Il. Systemes étudiés :

Les différents variants étudiés ainsi que le peptdturel (wild type) sont présentés dans le
tableau 1. lls ont été obtenus par synthese pgped(FMOC). Un travail important de

synthéese a été mis en ceuvre di a la grande tailleystéme (25 acides aminés). Dans la
plupart des cas un seul acide aminé a été muté geau le dernier peptide ou deux acides
aminés ont été mutés). Ces mutations permettemtodiier (i) la position des sites basiques,

(i) la flexibilité de la chaine et (ii) de subsidr des sites acides par des sites basiques.

S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-|-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L Wild type
S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I- L-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L L@G13
S-S-D-P-L-V-G-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L G@V7
S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-|-|-G-I-L- G-L-I-L-W-I-L-D-R-L G@H16
S-S-R-P-L-V-V-A-A-S-|-|-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L R@D3
S-S-D-P-L-A-V-A-A-S-I--G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L A@V6
S-S-D-P-L-V-V-A-A- N-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L N@S10
S-S-N-P-L-V-V-A-A-S-|-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L N@D3
S-S-R-P-L-V-V-A-A-S-|-|-G-I-L- G-L-I-L-W-I-L-D-R-L | R@D3 et G@H16

Tableau 1 : Séquences et noms des peptides étudiés.

96



lll. Résultats préliminaires obtenus par ECD :

1. Dispositif expérimental :

L’expérience est présentée figure Ill-1. Cette edgmé&d? se trouve au Laboratoire de
Spectrométrie de Masse Biomoléculaire (LSMB) a dlec Polytechnique Fédérale de
Lausanne (EPFL). Elle est constituée d’une souesrespray, d’optiques de transfert, d’'un
piege quadripolaire linéaire (LTQ) et d'une cellide résonnance cyclotronique (ICR).

L’aimant supraconducteur utilisé permet d’atteindnechamp magnétique de 12T.

FTICR MS
« lon Image Current Detector
= Accurate Mass

Linear lon Trap MS « High Resolution
+ MS, MS/MS and MS" Analysis e
- AGC Control FTMS Data | <

« Secondary Electron Multiplier Detector

Superconductive Magnet

] e#|4=m%#|- IE’H:I_F—MEE

013 001

40 Lisec 15 Lisec 300 Lisec 400 Lisec 210 L/sec 210 Lisec

Triple-Ported Turbopump

Figure lll-1 : Schéma de I'expérience LTQ-FTICR.

2. Principe de 'ECD :

Il est possible sur cette expérience d’injecter @estrons dans la cellule ICR pour faire des

expériences d’'ECD. Le mécanisme de fragmentatibprésenté sur la figure IlI-2.

[M +nH™ +e — |[M +nH|"™ V| — fragments

Figure 1ll-2 : Schéma de fragmentation par ECD.
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Le bombardement avec des électrons lents (3eV)gidantapture d’électron par I'ion. L’ion
formé apres capture a un nombre impair d’électoengui crée un ion radicalaire peu stable.
Cet ion radicalaire va se fragmenter par recombamaiCette technique permet de fragmenter
de maniére spécifique les idhs* puisque le mécanisme mis en jeu est dit non-eggedi
C'est-a-dire que I'énergie apportée par la recoammn n'est pas redistribuée sur I'ensemble
de la molécule et conduit a une fragmentation natistique.

Les fragments c et z sont majoritaires en ECD sarmptides ou des protéines. En effet le

mécanisme de fragmentation agit sur la liaisond\-C

3. Résultats :

Les mesures en ECD ont été faites sur I'état degeha3. Les spectres de masse obtenus

apres fragmentation du peptide naturel sont préseatans la figure Il1-3.

100 | [M+3H]3+
90 1
80 [M+2H]2*
70 1 o4
C
O 60 %
@
_§40 , o+
15 +
30 26+ C10+ (-."13Jr Z12+ C 2.18
C.t ii iC18°
20 81 | %9zt 7’ izt +  S23" [M+H]*
c.ty koo A P iC, et 11416 i Zz
10 6 % LCo'lig, *iiii RS I I +20 Ltz o *F
l FHES HAS VR élizl4+§§=C19§ 20 : Cpy LtZS
FYSPOTY P RO A N ¥ I il e i 2
500 1'000 1'500 2'000 2'500
m/z

Figure 11I-3 : Spectre de masse obtenu par fragmeition ECD de I'ion précurseur [M+3H]*" pour le

peptide naturel (wild type).

Comme nous l'avons dit précédemment, les ions pi®gar ECD sont de types c et z. Les
résultats sont traités de la maniére suivantatelisité relative des ions ¢ et z pour chaque
résidu est calculée par rapport a lion parent. @ésultats sont tracés sous forme
d’histogrammes. Des profils de fragmentations d#ffiés sont observés selon les mutations
réalisées. Ceci peut étre soit di au fait que léatimn induit une différence de structure et

donc un schéma de fragmentation différent, ou ajois la nature des acides aminés mutées
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intervient directement sur les profils de fragménotes. La figure 1lI-4 présente deux profils

de fragmentation correspondants au peptide nadtir@h variant G@H16. Les autres profils

de fragmentation sont présentés annexe ll.
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Figure IlI-4 : profils de fragmentation par ECD sur I'ion parent [M+3H] ** pour le peptide naturel et le

peptide G@H16.
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On remarque bien deux profils de fragmentationédéiits. Dans cet exemple le variant
G@H16 induit un changement de la localisation dehkrge. En effet un acide aminé basique

est substitué par un acide aminé non basique.
V. Reésultats de mobilité ionique :

1. Protocole expérimentaux et théorique :

Les outils utilisés dans ce chapitre IM-MS et REBnt les mémes que dans le chapitre |I.
Apres leurs syntheses les différents peptides @nstéckés dans des solutions a 1mM dans
'eau. Les solutions utilisées pour les analyses|IpBMS sont a 100uM dans 50/50 eau
meéthanol avec 0.1% d’acide acétique.

Les calculs REMD permettent d’obtenir une distributen section efficace de diffusion
théorique. Il y a des différences avec I'étude Isgr polyalanines et polyglycines sur la
comparaison entre les sections efficaces de diffushéorique et expérimentale. Dans le
chapitre Il nous avons vu les limites de notre roé¢h En effet, le potentiel utilisé (AMBER
99) reproduit mal les interactions telles que igite, effets coopératifs, et effets longue
distance. Ceci sera encore plus vrai pour desmgst@le grandes tailles triplement chargés.
Cependant la taille des systémes (25 acides amim&sgnd pas envisageable ['utilisation
champs de forces polarisables implémentés darmgircetodes tels que Tinker (Amoeba) ou
MDVRY (polarisation de Thole).

2. Résultats expérimentaux:

Le peptide naturel ainsi que les huit variants lsti$és ont été analysés par IM-MS. Des
calibrations (comme décrites dans le chapitre t)éé faites (de7.7V/cm a 3.7V/cm avec un
pas de 0.5V/cm) pour chacune des especes afimumnter directement a la section efficace
de diffusion. La Figure IV-1 présente quelques eples) de spectres de masse obtenus.

Différents états de charge sont visibles, le 284+ qui constituent les pics majoritaires.

100



70000

60000

50000 4

40000

30000

| (Arb. Unit)

20000+

10000+

wild type 3+

4+

. ‘H.‘ L “\L

40000

35000

30000

25000

20000

15000

I (Arb. Unit)

10000+

24 5000

L@G13

4+

o |1\LLI ll Lll

"

2+

l 0

500

T T T T 1
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

m/z

40000 R@D3 3+

4+

=" 30000
c
D
-E 20000
<

10000

0 I\ Jlm_ul |I ] il

2+

500 60

T T 1 T T T 1
0 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

m/z

m/z

Figure V-1 : Spectres de masse du peptide naturek de deux variants.
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D’autres pics minoritaires dus aux produits de tiéas secondaires de la synthése peptidique

sont également visibles. Le peptide naturel congpbdis fonctions basiques qui sont des

sites de protonation possibles : la fonction antineN-terminale ainsi que les résidus H16 et

R24. Pour les autres variants les sites basiquedesmémes sauf pour R@D3 ou il y a un
site basique supplémentaire (R3). Pour G@H16 ilunasite basique (H16) en moins. La
figure IV-2 présente une carte 2D-IM-MS de R@G3cales projections de temps de
diffusion des ions 2+,3+ et 4+. Les expériencessgmtees ont été réalisées pour des

conditions de tube de : 273K, 7.7V/cm, 12Torr dibl.
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Figure IV-2 : Carte 2D IM-MS du variant R@D3. En ordonnées est représenté le spectre de masse (en
nombre de canaux, proportionnels aux temps de volgn abscisses le profil en temps de diffusion en

seconde.

Nous nous sommes intéressés dans cette étudatadietharge +3 : d’'une part c’est celui qui
a été utilisé dans les expériences d’ECD et d’guare c’est celui qui correspond aux pics les
plus intenses. De plus pour les calculs il y a mallambiguités que sur I'état de charge +2
pour placer les charges. Pour I'état de chargeadrépulsion contraint trop le peptide pour
faire des observations sur les changements ddwgteuaduit par les mutations. Pour I'état de
charge +2 le signal est trop faible.

La figure 1V-3 présente les profils en sectionatie de diffusion pour le peptide naturel et

les huit variants.

102



M

40 ) 500 550 600 650 70 750
Section efficace de collison (A2)

Figure 1V-3 : Profils de section efficace de diffu®n pour le peptide naturel et les variants.

Les profils obtenus montrent que la mutation d’'ai@ aminé peut induire des changements
importants dans les profils de section efficaceuXDgeries de pics ressortent de cette figure.
Aux alentours de 50& on observe un profil asymétrique et particuliéremarge (Cf. fin du
chapitre). A environ 6082 on observe un profil symétrique et assez fin.

Les différents variants peuvent étre rangés en familles en fonction des profils observés :
-G@V7 et N@S10, seul le profil aux alentours de AB6st observé.

-G@H16 et R@D3, seul le profil aux alentours de AB6st observé.

-Les autres peptides présentent les deux picsgolusoins peuplés. En particulier le peptide
L@G13 présente une distribution bimodale équilibrée
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3. Résultats des simulations REMD :

Les calculs REMD ont été réalisés sur le peptideireb et les quatre premiers variants
(L@G13, G@V7, G@H16, R@D3). Pour les deux premie@G13 et G@V7) les charges
ont été placées sur le N-terminale, I'arginine’lastidine. Pour G@H16 les deux premieres
charges sont localisées aux mémes endroits qu&dméunent et la troisieme charge est
portée par la proline. Enfin pour R@D3 deux casé&étsimulés : dans les deux cas les deux
arginines sont protonées, dans le premier c’eBl-terminale qui est chargé, dans le second
c’est I'histidine.

La figure IV-4 montre les profils calculés pour ifférents variants. On remarque qu’il y a
quatre familles de sections efficaces différeritess 61542 pour le peptide naturel et R@D3
(RHR), vers 56087 pour L@G13 et G@V7, vers 540 pour R@D3 (N-terRiRjees 500 pour
G@H16. De maniere générale, la correspondance ealtals versus expériences pour un
peptide donné n'est pas satisfaisante. Par cargrealculs fournissent des repéres en section
efficace qui permettent d’assigner un type de #irec aux deux familles déterminées
expérimentalement. En effet on trouve des strustwiers 500A4% et vers 6004 comme

observées expérimentalement (Cf. Fig. IV-3).

J\ Wild type

L@G13

‘/\ G@V7
G@H16
Jﬂ/\ R@D3 (N-terRR)
J\ R@D3 (RHR)

400 450 500 550 600 650 2700 750 800
Collision cross-section (A )

Figure V-4 : Profils calculés par REMD pour le pegide naturel ainsi que quatre variants.
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Les structures correspondantes aux profils calcsés présentées sur la figure IV-5. Les
sections efficaces les plus élevées sont obterrsgule le peptide est en hélicesur une
large part de sa séquence. Les plus faibles camegpt a des structures globulaires. En ce
qui concerne les structures intermédiaires, el@®portent des portions en hélice-et
repliées sur les extrémités. Plus la proportiorélite est élevée plus la section efficace est

élevée.

Wild type
0=612A2

0=539A2

R@D3 (R,H,R)
Q=614A2

Figure IV-5 : Structures tridimensionnelles les pls stables a 300K pour le peptide naturel et pour ¢
différents variants.

Si on regarde en détails ces structures, nous psuvbserver les facteurs stabilisants la
structure secondaire de chaque peptide dans cedscal

Pour le peptide naturel, la section efficace caélewdst de 6142 alors qu’expérimentalement
le profil est centré & 5182 Pour ce dernier la structure calculée est de héliee avec
l'extrémité N-terminale plutdt globulaire et un liement de I'hélice en C-terminale. La

structure calculée est expliquée par la solvatat@mtrois charges. La charge portée par le N-
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terminale est solvatée par la fonction carboxyliged’acide aspartique (D3), I'histidine est
solvatée par la fonction carboxylique du C-termeneti I'arginine est solvatée par le carbonyle
de l'histidine.

Le peptide L@G13 a une section efficace calculéBa®eh? alors qu’expérimentalement on
mesure une distribution bimodale de part et d’adeeette valeur (540 et 6@7). La partie
hélicoidale calculée est plus courte que cellerat#egour le peptide naturel. La solvatation
de la charge portée par l'histidine est la mémeprgéeédemment. Par contre la charge portée
par I'arginine est solvatée par la fonction acideboxylique de D23 et celle du N-terminale
par la fonction alcool de la serine (S10).

Pour G@V7, la structure de plus basse énergie a sgution efficace de 5667
expérimentalement le profil est centré sur uneurade 50042, La structure obtenue présente
une faible portion d’hélice avec les cotés N ete@ninaux qui sont repliés. La charge de
I'histidine est solvatée par la fonction carbong&eR24, celle du N-terminale par la fonction
carbonyle de G9 et la fonction acide carboxyliqeeD8 ; et celle portée par l'arginine est
solvatée par la fonction carbonyle de L22.

Pour le peptide G@H186, les calculs proposent unetstre plutot globulaire (5082) alors
qu'on mesure une section efficace de #fGorrespondant & une hélice. Pour les calculs, la
charge présente sur H16 a été placée sur la pr@ihe La localisation des charges est trés
importante puisque c’est un facteur déterminantasstructure obtenue. Dans ce cas on a une
solvatation de la charge portée par le N-terminzde la fonction carboxylique du C-
terminale. Cette solvatation rend la structure giébulaire. La charge portée par l'arginine
est solvatée par le carbonyle de I'l21 et celldgmpar la proline est solvatée par la fonction
carboxylique de D3.

Enfin pour R@D3 deux cas ont été simulés, il seralilgu’un des deux soit plus en accord
avec lI'expérience, il s’agit de la protonation RHRette structure correspond a une hélice
légerement déformée en C-terminale. Pour cettetanelles charges sont solvatées par des
résidus qui sont proches, ce qui déforment moinstriacture du peptide. En effet R3 est
solvaté par la fonction alcool de S2, R24 par lacfmn carbonyle d’121 et H16 par les
fonctions carbonyles d’l112 et de G13.

Ces résultats nous permettent d’observer qu’'unfatgsurs les plus influant sur la structure
secondaire est la solvatation des charges. Leaalgai suit présente les séquences avec les
parties hélicoidales calculées, la solvatation desrges ainsi que les sections efficaces

mesurées et calculées.
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Séquence Nom Q Q
calculée | expérimentale

+S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-1-I-G-I-L-H+-L-I-L-W-I-L-D-R +-L wild type | 61242 | 515/
4 4 T |

< > —
+S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I-L -I-L-H +-L-I-L-W-I-L-D-R +-L L@G13 | 56542 | 52042 et 600&
t | t ot
< > —>

+8-S-D-P-L-VG-A-A-S-I-I-G-I-L-H +-L-I-L-W-I-L-D-R +-L G@V7 56642 | 50042
| S
4 L[4

—>

+S-S-D-Pr--L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L- G-L-I-L-W-I-L-D-R +-L G@H16 | 5034 61042
L 4 L ¢

—> >
S-SR+-P-L-V-V-A-A-S-1-I-G-I-L-H +-L-I-L-W-|-L-D-R +-L R@D3 61482 | 61042
L ¢ Ll 4 ) (RHR)

< >
< >

+S-SR+-P-L-V-V-A-A-S-|-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R +-L R@D3 53942 | 61042
4 * =4 | (N-terRR)

—rr —>r t—r

Tableau 2 : Tableau récapitulatif du peptide naturéd ainsi que des variants pour lesquels les calcubsit été
réalisés. Les positions des charges pour le calaant indiquées en rouge. Les fleches noires sous le

séquences présentent les solvatations de charges,doubles fléeches rouges correspondent aux parties

hélicoidales des peptides. Les deux derniéres coh@s présentent respectivement les sections efficace

calculées et mesurées.

V. Discussion :

1. Comparaison des calculs avec les expériences :

Lorsque I'on veut simuler des systemes de la taileces peptides (25 acides aminés) il
commence a étre difficile d’explorer toute la suefale potentiel correspondant au paysage
conformationel. De plus le champ de force utilisdM1BER99) ne prend pas en compte la
polarisation, les effets & longues distances neféets coopératifs. Ceci limite la qualité des
énergies calculées. Connaissant les limitationsatee méthode, il est toutefois possible
d'utiliser les résultats des calculs pour attriblerpic & environ 508% & des structures
globulaires et le pic & environ 686 & des hélices partiellement repliées.

Ainsi :

-Pour G@V7 et N@S10 en phase gazeuse, on obsexgtrdetures plutét globulaires.

-Pour G@H16 et R@D3, on observe des structuredtguathélices.

107



-Pour les autres pics, on observe une compétititne @€lices et globules.

Suite aux résultats des calculs et au désaccondymeuséquence donnée entre expérience et
théorie il est apparu intéressant de développealgarithme qui permet de contraindre le
systeme a explorer une zone qu’on lui impose etfaporisera I'exploration des structures

observées expérimentalement. Pour cela un potenfiatapluie’® (Umbrella) a été utilisé,
ce dernier s’écrit sous la formg, ;. (R) = ]/Zk(Rg2 - Rgoz)z. Il agit sur le rayon de giration

qui est lié a la section efficace de diffusion coenmaprésenté sur la figure V-1.

590 -
580 -
570-
560 -
550 -
540 -
530 -
520 -/
510 " "
500 -

490 T T T T T T T 1
60 70 80 90 100

Rayon de giration (A)

Collision cross section (A%

Figure V-1 : Corrélation entre section efficace deliffusion et rayon de giration. Chaque nuage de paot

représente les milles configurations obtenues pag$ simulations guidées.

En utilisant les résultats expérimentaux de la fitébion peut définir un rayon de giration
« expérimentale » et I'imposer pour les simulatiddsci peut permettre d’explorer des zones
qui ne l'auraient peut étre pas été avec un calonl contraint. L'utilisation du rayon de
giration pour contraindre la structure par rap@uk résultats expérimentaux a été choisie
parce que le calcul de section efficace de diffusist long a étre réalisé, ce qui n'est pas
compatible avec les simulations. Nous allons ptésequelques résultats préliminaires
obtenus avec cette technique. Deux cas vont éseptés.

Le premier concerne le peptide G@H16 qui a undcseefficace mesurée de 683 et une
section efficace calculée de 583. Dans ce cas ont force le systéme & explorereletioss
efficaces plus grandes. La figure V-2 présentertdil calculé en section efficace ainsi que

trois structures représentatives des calculs.
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Figure V-2 : Profil calculé pour G@H16 avec une canainte & 590 A? structure la plus stable (en haut) et

de part et d'autres deux structures correspondant aine section efficace faible (gauche) et élevée ¢ie).

On remarque que sur ce systeme méme si on forsenldation a explorer vers les hautes
sections efficaces I'obtention d’'une hélice quirespondrait a la section efficace mesurée est
difficile. Sur les différentes structures on remsrcgue le principal effet qui perturbe une
structuration de type hélice est la solvatationadeharge en N —terminale. Il est possible que
les choix de position de charges pour le calcidaiepas bon. On a remarqué précédemment
que dans les simulations non guidées la chargeéequar la proline était solvatée par la
fonction carboxylique de D3, or cette méme fonctianboxylique solvatait la charge portée

par le N-terminale sur le peptide naturel. Il essgible que la proline ne soit pas chargée en
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réalité mais que ca soit le tryptophane. De noaseflimulations en changeant la place des
charges doivent étre réalisées.

Le second exemple choisi est pour le peptide nat@test le cas inverse que précédemment,
nous allons contraindre le rayon de giration afiexplorer les faibles valeurs en sections
efficaces. En effet la section efficace mesuréelegi15A? alors que par le calcul on obtient
612 A% La figure V-3 présente le profil de section edfie calculé ainsi que deux structures
représentatives.

~ h2wildguid400_B |

80

B D
o o
1 1
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460 480 500 520 540 560 580 600
cross section (A?)

Figure V-3 : Profil de section efficace de diffusio calculé pour une contrainte & 408 et structures

représentatives des simulations, 5182 pour la structure de gauche et 54@&? pour la structure de droite.

Dans ce cas on arrive a des valeurs proches des galtsurées. Les structures présentent un
autre schéma de solvatation des charges. Pountise de gauche (51) la charge portée
par le N-terminale est solvatée par le carbonyl#4d’H16 par la fonction carboxyle du C-
terminale et R24 par le carbonyle de H16. Seulsolaatation du N-terminale est modifiée
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mais les changements structuraux sont importamsr R structure de droite (548°) la
solvatation des charges est quasiment la mémeansles simulations non guidées sauf pour
H16 qui est solvatée dans ce cas par le carborifiz. d.a solvatation de la charge n’est donc
pas le seul facteur influant sur la structure tnieinsionnelle des peptides. Dans cet exemple
on observe que les simulations guidées sont irs@néss et permettent d’obtenir des
structures qui n’avaient pas été trouvées pardksils standards. Pour les systémes de grande
taille, dont la surface de potentielle ne peut s explorée efficacement, une méthode
généralement utilisée consiste a générer de nosdsestructures et choisir parmi celles de
plus basse énergie, celle qui correspond a laocseefificace de diffusion mesurée. Nous
proposons, avec les simulations guidées, une methibernative.

En résumé, les résultats des calculs ont permueuwtifier les deux familles observées
expérimentalement : celle aux alentours de AB@ui correspond & une structure avec une
faible proportion hélicoidale et les deux extrémité et C-terminales qui sont globulaires et
celle & 600A% qui correspond & une hélice légérement déforméeC¢erminale. Les
simulations guidées ont permis d’améliorer I'accendre expérience et théorie séquence par
séquence. Pour certaine espece comme le peptidel6 @Eme en biaisant le calcul il est
difficile d’obtenir une structure correspondant @&xpérience. Comme il a été dit
précédemment, la localisation des charges esing@rtante en phase gazeuse, puisque leurs
solvatations est un facteur important qui influe laustructure globale. Dans ce cas une erreur
sur la localisation des charges a peut étre éténisen Par contre pour le peptide naturel, les
simulations guidées ont permis d’obtenir des stmest qui ont des sections efficaces proches
de celles observées.

Les structures observées expérimentalement teddeaintrer que la structure hélicoidale est
stabilisée lorsque I'on modifie les sites de pratan, (i) mutation d’un acide aminé basique
pour G@H16 et (i) ajout d’'un acide aminé basiqururpR@D3. Ces deux exemples
confirment I'importance de la localisation des ¢ sur la stabilité d’'une hélice en phase
gazeuse. La répartition réguliére des charges ifsvdes hélices®, grace & une solvatation
réguliere des charges par les acides aminés lésadisproximité et également grace a la
répulsion entre les charges qui favorise des strestétendues. Par exemple dans le cas de
R@D3, la solvatation de R24 et de H16 se fait ggg groupes carbonyles de résidus se
trouvant a 3 ou 4 résidus d’écart (correspondargasude I’hélice). En ce qui concerne R3 il
est solvaté par la fonction alcool de la S2. Pantreg lorsque les charges sont proches les
unes des autres cela impose une solvatation dehegges par des acides aminés éloignés.

Ceci est observé dans I'exemple ou G@H16, en éfell-terminale et la proline sont
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proches, ainsi le N-terminale est solvaté par kerGiinale ce qui déstabilise complétement la

structure.

2. Forme des profils expérimentaux de section effic  ace:

Les profils expérimentaux obtenus ont pour la mitodeux pics, sauf pour G@H16 et
R@D3 qui ont clairement un profil correspondanna structure hélicoidale avec un seul pic.
L@G13 présente une distribution bimodale équilibré&our les autres variants les
distributions sont moins claires mais ils ont tamun léger pic aux alentours de 689
moins peuplé que le pic principal. Ces profils eeslslent a des profils caractéristiques d’'un
changement de conformation durant la diffusion dantsbe de mobilité ionique. Hudgins et
al'” ont déja observés cela sur des nano-cristaux euca de sodium. Pour simuler le
profil, on suppose queAons ont initialement la structure ApBa structure B, et qu’'une
partie de B se transforment en A au cours de fasiifn. Les ions se transforment avec une

constante de temps k.

dt) =1 p(t)a(t.t)t eq. V-1

t —
o(t) = At - L/v, )+ Bt — L/vg Je™ + j Boﬁ(T -7 —lvije"“dr eq. V-2
A

0

glt,t) = \/VIZ/;_t g (1=t vasan eq. V-3
La fonction®(t) représente la distribution en temps de diffagdour deux isomeres A et B.
Elle est composée de deux fonctip(t) et g(t, t'). p(t) est composée de trois termes, le
premier décrit le pic de Iilsomére A, le seconduce&le I'isomére B et le troisieme le pic
intermédiaire correspondant a I'’échange de B emnrart la diffusion dans le tube de mobilité
ionique. La fonction g(t,t’) représente I'élargissent des pics da a la diffusion. L représente
la longueur du tube, jvet  les vitesses de diffusions des deux isomeresetAR les
intensités initiales des deux isomeres, D la constee diffusion et k la constante de vitesse
d’isomérisation.
On peut estimer la constante de temps du replieerestmulant un profil et en le comparant
avec le profil expérimental en utilisant I'équatibnLa figure V-4 présente la simulation et le

profil expérimental sur le peptide naturel, L@G13>@V7. A I'état initial on suppose une
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structure completement hélicoidalec£@ et B=1) qui est la structure observée pour ce

peptide en solution.

1.0 i :
Wwild type —— experiment
- -~ fit

0.8+
Ee]
8 0.6 k=37 s*
= population initiale:
g) A0=0
‘s 0.4 BO=1

T T T T T T T T
0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09

. drift time (ms) .
experiment experiment
4 - - - - fit i ----fit
1 L@G13 1 cavr
0.8
\
E \
k=24s* 5 064 | k=45 s
population initiale: T—; population initiale:
A0=0 S o4 \ A0=0
_ o 044 \
BO=1 7] \ BO=1
0+’ - o ___
T T T T T T T T T 1 T T T T 1
0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09
drift time (ms) drift time (ms)

Figure V-4 : Profil expérimental en temps d’arrivé (noir) et simulation du dépliement en utilisant

I'équation précédente (pointillés rouge).

Les petits pics de gauche pourraient étre dus atdesures plus globulaires que A et celle de
droite & des structures avec des hélices moingrdé&s que B. Les constantes de temps
déterminées sont 37gour le peptide naturel, Zdpour L@G13 et 455pour G@V7. Pour

le peptide L@G13 on remarque une structure inteiairéd ceci peut étre du a deux raisons.
Soit le conformere existe en équilibre avec lesesutormes, soit il y a une inter-conversion
plus complexe ou plusieurs intermédiaires entrata@n jeu. Pour pouvoir confirmer ces
observations il faudrait faire des expériencesagsaht varier la température. Le changement
de température modifiera la valeur de k et donfotme du profil. On espére notamment a
basse température « piéger » les structures estial & haute température n’observer que la
structure la plus stable. Ces expériences devrétemtréalisées dans un futur proche puisque
le développement de la thermalisation du tube rsers. Ainsi cette hypothése pourra étre
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vérifiée ou infirmée. De plus, si I'hypothése eshitrmée, I'obtention de k en fonction de la
température permettra de déterminer les changerdantthalpies et d’entropies associées a

ces transformations structureflés

3. ECD vs mobilité ionique :

De nombreuse études tentent de déterminer le nsfsande I'ECD*'®*% Ces études
indiquent que la structure des peptides peut inflae les voies de fragmentations. Cette
corrélation peut notamment s’expliquer par le faie dans le cas de 'ECD (comme en
UVPD** (Ultraviolet photodissociation) et contrairementla CID (collision induced
dissociation)) la fragmentation peut avoir lieu r@vie chauffage et le dépliement du peptide.
A ce jour il n’existe pas de consensus sur les miéagaes mis en jeu.

L'un des buts de cette étude était de trouver wnelation entre les structures observées par
mobilité ionique et les abondances des fragmentsitipar I'ECD. Typiquement deux types
de structures sont observés en mobilité ioniqugsi @n pourrait s’attendre a observer des
voies de fragmentation différentes suivant la $tmecdu peptide. Sur la fig. IlI-3 on observe
des motifs de fragmentation différents (peptideuretet G@H16). Ces peptides different par
leur géométrie mais également par la position thesges ; position qui joue un rdle majeur
sur les motifs de fragmentations observés. En ceaqncerne les autres variants il est difficile
d’observer une différence notable et directemdigae la structure géométrique (I'ensemble
des motifs de fragmentation est donné en AnnexeEH) ECD il est difficile de décorréler
I'effet de la charge de l'effet de la structureait donné les hypothéses que nous avons
émises dans la partie précédente (changement dermation dans le tube) il est possible
gue les structures présentes en phase gazeusd'al@®ience d’ECD ne soient pas les
mémes que celles observées par mobilité ioniqueeftat les temps, les conditions de
pression et de température ne sont pas les ménass.donc difficile de conclure de maniére
simple sur cette corrélation. Les études en fonctle la température en mobilité ionique

permettront de déterminer s’il y a réellement upliéénent.
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VI. Conclusion :

Cette étude sur des systémes amphipathiques deegrdailles a permis d'observer les
influences de mutations sur la stabilité d’unedeétrois fois chargées en phase gazeuse. Les
mesures de mobilité ionique corrélées aux calc@bB ont permis d’assigner des structures
pour chacune des familles. Les structures obtemagsle calcul montrent l'influence
importante de la solvatation des charges sur langé&te calculée. La méthode de calcul
biaisée a permis d’observer des structures quianat pu étre observées avec un calcul
standard. Les profils observés suggéerent des eétaghpsofondies en fonction de la
température pour vérifier s’il y a ou non déplieman sein du tube de mobilité ionique. La
corrélation avec les expériences d’ECD n’est pageaiDu point de vue des perspectives, on
dispose ici d’'un systéeme bistable intéressant ptudier I'influence de différents parameétres
sur la stabilité relative des globules et des Béliou étudier l'influence de la structure sur

d’autres propriétés physico-chimiques.
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Conformation des protéines
en phase gazeuse
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|. Introduction :

La structure tridimensionnelle d'une protéine eseaement reliée a sa fonction. Les
protéines sont synthétisées in vivo de maniéreaiiaépar le ribosome (par traduction de
'ARN, qui lui méme provient de 'ADN par transctipn). Leur repliement est donc une
étape clef pour qu’elles deviennent fonctionnellés. repliement fait intervenir différents
mécanismes, tels que l'effondrement hydrophobiqu@sformation rapide de structures
secondaires puis l'organisation globale de la stinectridimensionnelle. Il peut y avoir au
cours du repliement la formation d’'intermédiaireéqoces tel que le globule forld&i ce
processus ne se fait pas correctement il peutnadigis maladies, comme les maladies a prion
(Diabéte, Creutzfeldt Jakob) ou amyloide (Alzhenpar exemple.

La compréhension des mécanismes de repliemenheguestion tres ancienne en biochimie.
Les premiéres études sur le repliement des pratéiaent de 1930, Ansbat WU ont étudié

le processus de dénaturation et ont pu observercquerocessus était réversible pour la
plupart des protéines a I'exception de celles catapd des ponts disulfures. Des études sur
les interactions non covalentes au sein de la ip@&t avec le solvant ont permis d’observer
gu’elles se replient de telle sorte que les résidusophobes se trouvent dans le coeur de la
protéine, c'est-a-dire sans contact avec le sdlv@ela a permis d'émettre le postulat
suivant : I'enchainement d'acides aminés régit dpliement des protéinesEn effet la
protéine cherche a avoir une structure qui minirnsise energie. Ces observations ont été a
I'origine d'interrogations sur ce mécanisme de iepknt, en 1969 Levinttaintroduit un
paradoxe qui porte son nom : a la vue du grand nemé degré de liberté d’'une protéine, si
elle cherche a obtenir sa forme repliée en écthambidnt de maniere séquentielle toutes les
conformations possibles cela prendrait un temp®msiique. Ce paradoxe opte plutdt pour
un contrble cinétique du processus et non pas tdynamique. En réalité différent
mécanismes existent ; en effet les petites praése replient généralement de maniére
spontanée, pour celles de plus grosses taillesprééines chaperonregeuvent intervenir
dans le repliement. Ces mécanismes sont donc siotdtcontrole mixEe.

Le développement de deux techniques majeures aigpeme grande évolution dans la
détermination des structures tridimensionnelles ptegéines (i) la diffraction des rayons X
(DRX) *® en 1960 (ii) et la résonance magnétique nucl¢RikN)** en 1980. Ces techniques
combinées aux tests d'activités biologiques onimperde faire des observations sur les
formes actives des protéines. Les techniques gisecpiques (le dichroisme circulaire (DC)

et la fluorescence) ont permis de suivre les anét de repliement de part leur rapidité
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d’acquisition. En effet, pour donner quelques geamd cinétiques liées au repliement de
protéines, une hélice met environ"$0a se former, une boucle de dix acides aminés met
environ 1(s, le repliement d’une grosse protéine met en muy@mtre 100ms & quelques
minutes. Pour observer les difféerentes étapes gliemeent il faut combiner différentes
techniques. Nous pouvons citer quelques technigges émergent de celle citées
précédemment, il s'agit de I'échange d’hydrogéneitéum pulsé en RMN et en
spectrométrie de massgSM) et la RMN en temps réél Des expériences d’'optiques de
type fluorescence résolues en tefim de type pompe-sonde (FRET Forster Resonance
Energy Transfer) ont permis de faire des obsematimes sur le repliement de protéine.

Les études en phase gazeuse posent un certain enatabprobléeme. Une des questions
importantes est de savoir si les structures eneplgageuse sont les mémes qu’en phase
liquide. Ceci dépend des conditions dionisatiorgs dconditions de préparation de
I'échantillon (solvant, pH, force ionique,...) et &at de charge du systéeme étudié. La SM a
permit d’observer des différences sur les speadesnasse en fonction des conditions de
solutiort’. En régle générale un décalage vers les hautsdgatharge est observé lorsque la
solution est dite dénaturante (c'est-a-dire conapmordu méthanol, de l'acide fortement
concentré ou des agents chaotropiques). Les ag@ndsurants de part leur interaction avec la
protéine ont pour effet de déplier et rendent aacsessible des sites basiques qui se trouvent
dans le cceur hydrophobe. Cette évolution de laildlision d’état de charge peut donner un
indice sur la structure en phase gazeuse des mestdPour avoir une information plus fine
sur la structure en phase gazeuse des techniquieasgneentation existelft? mais elles ne
permettent pas d’avoir une information direct. Aelure actuelle deux techniques existent, (i)
la mobilité ionique couplée a la spectrométrie dess8" (ii) et la spectroscopie infrarouge en
piege ioniqué&*

Dans ce chapitre nous allons présenter des résudtatla structure de protéine en phase
gazeuse en fonction des conditions de solution,cldarge et d’ionisation. Puis nous
présenterons une analyse sur I'étude structuratgdliement et du repliement oxydatif d’'une

protéine contenant des ponts disulfures : le lyswzy
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ll. Structure des protéines en phase gazeuse :

1. Structure en fonction de 'état de charge et de la solution :

La structure des protéines en phase gazeuse peublitervée de maniére directe par la
mobilité ionique couplée & la spectrométrie de @f4s3 Cette structure en phase gazeuse est
dépendante de différents paramétres, I'état degehda technique d’ionisation ainsi que les
conditions d’ionisation (solvant, pH, force ionique). Dans notre étude nous avons utilisé
une source electrospray. Sur la figure II-1 soptasentés les profils en section efficace de

collision du cytochrome C de cceur de cheval dat’éé charge +6 a +17.

:15;"%‘) P 3

T Natif Déplice  *
L g7
AV 16+
_4/\, 15+
] e 14+
e 13+
T — 12+
] et 11+
M 10+
MWMWVM\\ 9+
AW\JVWMM/L‘(MAM 8+
- " ' ' 7+
VNIV T 6t

1 v 1 v 1
1000 2000 3000

Collision cross section (A2)

Figure 1I-1 : Section efficace de collision du Cytchrome C en fonction de I'état de charge. Les barse
verticales correspondent a la structure native et épliée.

On remarque que plus la protéine est chargée, gllesa une structure dépliée. L'état de
charge a donc une influence importante sur la strecadoptée par les molécules en phase
gazeuse. Plus on charge une molécule plus elletna ddntrainte par les répulsions
coulombiennes et étre dépliée.

Les états de charge adoptés en phase gazeuseépammddnts de la solution, il y a une

« mémoire de la solutiorf® Par exemple si on infuse une solution de cytaoler€ de cceur
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de beeuf en solution dans I'eau on observe un rgpdetmasse comportant les états de charge
de +7 & +10. En revanche si on travail avec ungtisal eau/méthanol (50/50) on observe les

états de charges +7 a +13 (cf fig 1I-2).

8+
6000004 A

= 400000
5 0 7+
= 200000
z i
- i 10+

0 A ,L

' ) ' ) ' ) ' ) ' ) ' )
800 1000 1200 1400 8+ 1600 1800 2000
o+
400000 B 10+

. 11+
"é L 7+
)
S 200000 1o+
< ]
= 13+ L

o L X

' ) ' ) ' ) ' ) ' ) ' )
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

Figure 11-2 : Spectre de masse du Cytochrome C deoeur de boeuf en fonction du solvant. A) 100% eau. B)
50/50 eau/methanol.

En solution dans I'eau la protéine est dite « matiy elle adopte une conformation repliée
ainsi les protons ont acces a peu de sites basi@imesolution avec 50% de méthanol la
protéine est dénaturée, elle a une conformatiotiédgpdes protons ont acceés a plus de sites
basiques. Ce qui explique ce décalage vers les légats de charge. Le pH de la solution a
également son importance. En effet plus le pH aeide plus I’ état de charge sera élevé.
Pour avoir une image de la structure native d’umm¢éme, il faut travailler avec des charges
les plus basses possible (ceci dépend bien swua tille du systeme étudi€). Pour diminuer
'état de charge en ionisation electrospray, urehrigjue originale a été développée par
Zenobi et af’? Iionisation par electrospray supersonique (ESSHus avons voulu tester

I'influence de cette source sur les distributioegwbbilité ionique.
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2. ESIvs ESSI :

La figure 1I-3 présente la source ESSI dévelopeZenobi et al. La source est composée
d’'un nébuliseur ou le débit de gaz est trés importd0-50bar), ce qui crée un jet

supersonique. Le spray contient de fines goutesetfions moléculaires peu solvatés. En
présence d’'une vapeur de base il y a de la rétedigocharge qui a pour conséquence une

diminution de I'état de charge.

ESSI| source

1 / Emission of largely
Eppendarf containing the desolvated

refererice volatile base biomolecular ions

Figure 11-3 : Dispositif ESSI.

Deux protéines ont été étudiees par IM-MS en atiliscette technique, l'ubiquitine et le
cytochrome C de coeur de cheval. L'objectif de tétuest d’observer les conformations
obtenues par mobilité ionique a 'issue du procesurétention de charge. Ceci est réalisé en
comparant pour le méme état de charge, la struetvge et sans base (ammoniaque). La
figure 1l-4 présente les spectres de masse avesaret base pour le cytochrome C. On
remarque un décalage des états de charge vemite guand on ajoute la base, ceci vient du

fait qu’il y a rétention de charge par la base.
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Figure 1l-4 : Comparaison des spectres de masse pole cytochrome C sans base (B) et avec base (A).

La figure II-5 compare pour le méme état de chdegeprofils expérimentaux obtenus en
temps de diffusion. En vert sont représentés ledilprcorrespondant a l'ionisation avec
vapeur d’ammoniaque et en noir sans base. On remaqye les profils avec base

correspondent a des structures plus dépliées djes obtenues sans base.
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Figure 1I-5 : Comparaison des profils de temps d’arivé avec (vert) et sans base (noir) pour le cytocbme

Si on compare pour |'état de charge +13 avec basseetion efficace de collision, on
remarque que la conformation de ce dernier corres@o une conformation intermédiaire
entre le +13 et le +14 sans base (Cf. Fig. ll-@ci@st di au fait que lorsqu’il y a la rétention
de charge, par exemple le passage du +14 au +18apé&ure d’'un proton par la base, la
protéine se replie mais elle n’a pas le tempseiiaire la conformation correspondant a I'état

de charge +13 dans cet exemple.
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Figure 11-6 : Comparaison en section efficace de dlsion entre I'état de charge +13 avec base et |états
de charge +13, +14 et +15 sans base pour le CytoochmreC.

L’exemple suivant est basé sur la méme expérieneepgécédemment en prenant comme
systeme d’étude l'ubiquitine. Cette protéine estptles petite taille puisqu’ elle a un poids
moléculaire d’environ 8kDa. On observe un décathgspectre de masse, comme montré sur

la figure II-7, lorsque I'on ajoute la base.
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Figure 1I-7 : Comparaison des spectres de masse @pius pour l'ubiquitine sans base (B) et avec basA)(
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Par contre, en ce qui concerne les profils en tedrgosivés, ils sont les mémes avec et sans

base (Cf. Fig. I-8).
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Figure 11-8 : Comparaison des profils de temps deiffusion avec (vert) et sans base (noir) pour
l'ubiquitine
Ceci peut étre expliqué par le fait que l'ubiquétiest de plus petite taille que le cytochrome
C, ainsi elle a le temps de se replier entre ldaepéiun proton (capté par la base) et son

passage dans le tube de diffusion.

lll. Lysozyme, dépliement et repliement

Le lysozyme est une protéine structurée compoddatacides aminés. Cette protéine a été
découverte en 1922 par Alexander Fleming. In vieolysozyme est une enzyme dont la
fonction est de type hydrolase acide. Elle jougdle dans la défense de I'organisme contre
les bactéries en détruisant leurs parois (antdpietinaturel). Son mode d’action est le suivant,
elle hydrolyse les glycoaminoglycanes qui constitun paroi bactérienne. Sa structure
tridimensionnelle et sa séquence sont bien confalies sont représentées sur la figure IlI-1),
sa structure cristallographique a été déterminédaliffeaction des rayons ®* sa structure
en solution a été déterminée par RMNElle a la particularité de comporter 4 ponts Hisas

qui contraignent sa structure tridimensionnelle. ®marque la présence d'un domaine en
hélicese (résidus 1-40 et 90-129), et d’'un domaine en liesiB (résidus 41-89), ces deux
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sous domaines sont reliés par un pont disulfur€;yie76-94. Il y a deux ponts disulfures

localisés dans le domaire(Cys 6-127 et Cys 30-115) et un pont disulfuressda domaine-
B (Cys 64-80).

Figure 1lI-1 : Séquence et structure du lysozyme dienue par DRX.

C’est un systeme modéle dans I'étude du repliendest protéines contenant des ponts
disulfures puisque de nombreux travaux ont étécefés® % De nombreuses études ont été
faites sur le repliement du lysozyme dénaturét-@ahire en présence d’agents chaotropiques,
mais en gardant les ponts disulfures intactes.é@afes ont permis d’observer la cinétique de
renaturation qui est présentée sur la figure 1l1-2.
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Figure 11I-2 : Mécanisme de renaturation du Lysozynme Matagne et af>.
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On remarque une premiere phase rapide qui corrdspéhydrophobic collapse, ensuite des
structures secondaires apparaissent : soit directerdes feuillets et des hélices soit
seulement des hélices. Deux cinétiques différemmesieu. La premiére est rapide, la seconde
plus lente.

On peut également citer les travaux de Van den Bsrgl®’*®

qui ont étudié les
intermédiaires de repliement du lysozyme, dénasirééduit, en combinant le dichroisme
circulaire et I'échange H/D pulsé et la RMN. Ceitede a permis de définir une cinétique en

trois étapes comme représentée sur la figure II-3.

Unfolded
ensemble

S S

==

Disulphide
equilibration fast
step

Folding step ‘

des-[6-127) des-[64-80] des-[76-94]

Reorganisation

fast
step

Figure I11-3 : Mécanisme du repliement oxydatif duLysozyme®.

On remarque une premiere étape ou il y a les prenpients disulfures qui se forment, en
moyenne deux ponts se forment rapidement. Cesmiétiaires se replient en formant des
structures secondaires. Ces intermédiaires ont sineture quasiment native, ils leur
manquent tous un pont disulfure mais I'interméei@ccumulé majoritaire est le des-[76-94].
Ce pont disulfure relie deux domaines structurédaderotéine. Cet intermédiaire a une
structure tres proche de la structure native, roast celui qui est le plus lent a former la

structure native.
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Dans notre étude nous allons nous attacher dapseamer temps a étudier la dénaturation et
la réduction du lysozyme, puis sa renaturatioroataxydation. Puis nous nous intéresserons
a la renaturation du lysozyme en clivant les fardi thiols pour observer l'influence des

ponts disulfures sur le repliement de la protéine.

1. Réversibilité du processus de dénaturation réduc  tion et
renaturation oxydation du lysozyme :

Dans cette partie nous avons développé un protogtolpermet de dénaturer et de réduire les
4 ponts disulfures du lysozyme pour ensuite lexxyder et renaturer la protéine. Ce

processus est représenté sur la figure IlI-4.

a. Protocole de réduction

Le protocole de réduction utilisé est le suivata solution de départ est une solution de
lysozyme a 150uM en solution dans I'eau cette smiut’appellera solution N (native). On
additionne 3mM de guanidine et 6mM de dithiothdéi{f®TT) ou 10mM de tris(2-
carboxyéthyle)phosphine (TCEP) on chauffe a 60°@dpet une heure, cette solution sera
appelée R (réduite). Le DTT ou le TCEP sont desat&dirs spécifiques aux ponts disulfures.

réduction

oxydation

Figure 1l1-4 : Réduction et oxydation du lysozyme.
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Ces deux molécules qui sont représentées sur Ueefigl-5 sont de natures chimiques

différentes.

O+_-OH
OH
HO P oH  Hs > SH
j(])/\/ \/\[O( 6H

TCEP DTT
Figure 11I-5 : Structures d’agents réducteurs spédiques aux ponts disulfures.

Le DTT reéagit sur les ponts disulfures par unetréaa’oxydo-réduction. Sa forme oxydée
présente un cycle a 6, comme représenté sur laefiils6, ceci est la force motrice du
processus de réduction.

J;S\Smr ~SH ” L+SH

s HS™

S
s o
HO" - HO
HO- “1IOH
“1I0H
S

H

CD—C/J

SH
Figure 111-6 : Réaction de réduction d'un pont disulfure par le DTT.

La réduction des ponts disulfures de surfaces geolgine est aisée, tandis que pour les ponts
se trouvant a l'intérieur il faut utiliser des atgohaotropes, la guanidine dans notre cas, pour
rendre ces ponts disulfures accessibles. La réastopasse a pH neutre, elle est optimale
pour un pH de 8.3 (pkA des thiols) mais le lysozyeeepeu soluble a pH basique.

En ce qui concerne le TCEP, le mécanisme est gogplexe. Cette réaction nécessite les
mémes conditions d’utilisation de guanidine. L'atzaye de cet agent réducteur est qu’il ne
comporte pas de fonction disulfure ce qui nous p#ma par la suite a ne pas avoir de
réactions secondaires, de plus il est plus efficaeele DTT.

La figure 1ll-7 présente les résultats obtenusIpaMS du lysozyme native et réduite.
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Figure 11l-7 : Comparaison Lysozyme natif et réduit, carte IM-MS 2D et profil en section efficace de
collisions des états de charge 8+ a 11+ pour la nat et de 9+ a 18+ pour la réduite.

On remarque que le fait d’enlever les ponts disafudonne plus de degré de liberté a la

protéine. En effet pour un état de charge donnéstegtures correspondantes sont plus

dépliées et les profils plus larges. De plus onamue une distribution de charge différente

entre I'état natif (+8 a +11) et réduit (+8 a +1Bdur s’assurer que la réduction est bien totale

il faut un gain de masse de +8uma, ce qui est vdsrr la figure 111-8. Ce gain de masse est

dd au fait que lorsqu’un pont disulfure est rédaitiaison covalente qui lie les deux souffres

est rompue et un atome d’hydrogene substitut dattene. On remarque que lorsque la

protéine est native, elle est beaucoup moins chagumgdorsqu’elle est réduite, ceci est di au

fait que les protons ne peuvent pas accéder aeg bisiques se trouvant dans le coeur

hydrophobe de la protéine.
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Figure 111-8 : Spectres de masse du Lysozyme nat{bleu) et réduit (rouge).

b. Protocole d’oxydation :

La solution R précédente est ensuite centrifugéatidsant des filtres dont la limite en masse
est de 3 kDa (ainsi on ne garde que la protéinaitedd On procéde a 4 cycles de
centrifugation de 20 min chacun a 6500g. On pa.8e1L de solution au premier cycle, les
20min de centrifugation permettent de récupéreu28i@ solution initiale que I'on rince par
2.5mL d’eau, on répéete cette opération a chaqule.clya solution obtenue est ensuite remise
en solution dans 2mL d’eau. On ajoute ensuite uramgé de glutathion réduit (GSH) et
oxydé (GSSG) a 2 et 0.4mM respectivement. Le GSHuBksé pour réduire les ponts
disulfures, tandis que GSSG permet d’oxyder lesgqni seraient mal formés. La solution
est mise au frigo a 4°C pendant 12h. Cette solw#wa appelée par la suite F (folded).

La figure IlI-9 présente les spectres de masse gires les profils de mobilité de l'ion 10+
(qui est le plus intense et celui qui est commuoudes les espéeces) du lysozyme N, R et F.
Au niveau des spectres de masse on voit la révéésidu processus de par les états de charge
adoptés. Au niveau des profils en temps d'arrivéd¢idn 10+ on remarque pour N et F une

structure avec peu de degré de liberté (étroitdaspic), méme si plusieurs conformations
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sont présentes sous ce pic. Pour R par contreisteewn grand nombre de conformations
possibles, majoritairement plus étendues méme sreamarque quelques structures plus
compactes. Ce résultat nous a permis de contrdlerngtre protocole de réduction et de
réoxydation étaient bien réversible et que I'onv@iucontinuer I'étude du repliement du
lysozyme. Il faut rester vigilent lorsque I'on parde renaturation. En effet la résolution de
'expérience permet d’observer si globalement drotere une structure semblable par contre
pour savoir si la protéine est active il faudrailiser un test d'activité biologiqd® Les
cinétiques de repliement sont assez rapides, itl@st difficile par des technigues comme
'IM-MS d’observer les intermédiaires réactionnslleen effet il faut plusieurs dizaines de
minutes pour enregistrer un spectre ce qui n'est g@mpatible avec une cinétique de
repliement (quelques secondes). Pour pouvoir slévprocessus de repliement il va falloir

piéger les intermédiaires de maniere chimique.
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Figure 111-9 : Lysozyme natif réduite et réoxydé, spectres de masse et profils de temps d’arrivé potlifon
10+.

2. Cyanilation des groupements sulfhydriles apres r éduction
totale :

La cyaniliation des groupes sulfhydriles permepd#éger la fonction sulfhydryl résultant de
la rupture d’'un pont disulfure. Le réactif de cyaton utilisé est le CDAP (1-Cyano-4-

bY

dimethylaminopyridinium tetrafluoroborate). La réan se fait en solution a pH acide
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(pH=3), a température ambiante pendant 15 minutesschéma de réaction est présenté

figure I11-10.

x oxydation

Figure 111-10 : Réduction et cyanilation du lysozyne.

Apres avoir réduit les ponts disulfures en utilisaiu TCEP (méme protocole que
précédemment), on effectue la réaction de cyaoilagn additionnant environ 15mM de
CDAP (si on a une concentration de départ de 15@8pnysozyme). La réaction se fait a
température ambiante en quinze minutes. Puis ofrifoge le mélange réactionnel en
utilisant un filtre (masse limite 5kDa) pour récugéla protéine cyanilée. On laisse cette
derniere se replier en solution aqueuse avec dtatglan (réduit et oxydé comme
préecédemment), afin d’étre dans les mémes condigbpouvoir comparer le repliement avec
et sans pont disulfures. Les résultats expérimgndétenus par IM-MS sur I'état de charge
10+ sont présentés sur la figure 1lI-11. On remarque le profil de la protéine cyanilée et
remise en solution dans une solution « renaturamig revient pas a la position de la solution
native de départ. Ceci implique que la reformati@s ponts disulfures est une étape clefs
dans la restructuration d’une protéine. Sans larmedition de ces derniers la protéine ne peut

atteindre sa forme active.
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Figure 11l-11 : Spectre de masse et profil de mobiié ionique de I'ion 10+ du lysozyme natif, réduitet
cyanilé.

3. Piégeages des intermédiaires de réduction :

La partie précédente a permis de mettre en évidengecessité de reformer les ponts
disulfures pour pouvoir obtenir la forme native thsozyme. De plus le protocole de
cyanilation a pu étre optimisé et adapté au lys@zyloobjectif maintenant est de piéger les
intermédiaires de réduction, c'est-a-dire les espéxyant un, deux et trois ponts disulfures
réduits. Pour ce faire nous avons étudié la cinétie réduction. Ceci dans le but d’observer
a partir de quel moment il fallait stopper la rétt pour qu’elle ne soit pas totale et que I'on
ait un mélange des différentes espéces réduiteiglua 111-12 présente les spectres de masse
mesurés a différents temps de réduction en uttlisaprotocole précédemment détaillé. La
mesure de masse a été realisée sur un appareil@@mhtomportant un pieége quadripolaire
linéaire (LTQ) de chez Thermo. On remarque un @é&galers les hauts états de charge au
cours du temps, ceci est di au fait que la prot&éndéplie et donc que les sites basiques du

coeur deviennent accessibles.
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Figure 11I-12 : Spectres de masse ne fonction du teps de réduction.

On remarque une distribution bimodale pour t=20r@iaci peut laisser penser qu’a ce temps
nous avons bien un mélange des différents degréédietion. Une acquisition en zoomant
sur le pic de I'état de charge 10+ a été fait emction du temps. Les spectres de masse

correspondant sont représentés sur la figure LlI-13
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Figure 111-13 : Spectre de masse zoomé sur I'étatedcharge 10+ en fonction du temps de réduction.
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On remarque bien un décalage global vers les hapisorts m/z (dG au gain de masse de
deux protons par ponts disulfures réduits). A t=RB0mn a un mélange des différentes
espéeces, on peut ainsi espérer qu’en faisant uanrilaijon a ce moment les différents

intermédiaires peuvent étre extraits.

4. Perspectives :

Il s’agit maintenant de réaliser les mesures deilit®lonique sur les intermédiaires piégés
par cyanilation. On pourra ainsi étudier en détaifluence d'un pont donné sur la
conformation. De plus si le tube de mobilité estrthalisé, il serait possible d'étudier la
thermodynamique des espéces partiellement réduites.

Ces expériences sur le lysozyme sont une base mErtdgans I'étude de dynamique et
thermodynamique du repliement de protéines et daptexes protéiques. Pour pouvoir
caractériser les intermédiaires piégés des exm@iecomplémentaires peuvent étre mise en
ceuvre. En effet, une des propriétés des groupenseifitsydriles cyanilés est qu’ils sont
stables a pH acide, par contre si on augmente leagHalentours de 8, une réaction de
cyclisation a lieu. Cette derniére a été utilisée Vatson et af’. En augmentant le pHily a
une déprotonation de la fonction amine de ladiaipeptique qui va induire une réaction de
cyclisation avec le groupement carbonyle. Le schdenka réaction est présenté sur la figure
[lI-14. Cette technique peut permettre d’étudies pmsitions des groupements sulfhydriles
cyanilés et donc de connaitre le mécanisme de tiédude maniere plus précise. Ainsi on
peut remonter aux processus de réduction et d'diydde maniére précise en identifiant les
fragments comportant encore des ponts disulfureg®t qui n'en comportent pas. Pour ce
faire il faut utiliser dans un premier temps la arthatographie liquide pour séparer les
différentes especes. Ensuite augmenter le pH poeifegréaction de fragmentation ait lieu. Et
enfin analyser les fragments par spectromeétrie agsm

N;C—S_\
o CHz O o]
I [ I &
o
Cleavage 1 M MH4OH
1 howur
0
. # HK]/S 0 o
Hah —-—C\ * Il &
HH Hy == = —- 'C-\G_

Figure 11l-14 : Réaction de fragmentation des grous sulfhydriles cyanilés a pH basique.
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V. Conclusion :

Ce chapitre a permis d’aborder dans un premier $elapstructure des protéines en phase
gazeuse en fonction des conditions de solutio§atisation mais aussi de I'état de charge.
Puis nous avons présenté le début d'une étude suntessus de réduction et de réoxydation
d’'une protéine contenant des ponts disulfures.ystéme choisi est un systeme modeéle qui
nous permet de voir ce qui est observable avee® atpérience. Cependant la faible
résolution temporelle de la méthode ne permet fmserver la cinétique en temps réel. C’est
pourquoi le protocole chimique développé pour piélgs intermédiaires réactionnelles
semble étre un bon compromis.

L’étude de structures en phase gazeuse permet id’'aes données sur les facteurs
intrinseques qui stabilisent une structure tridisiennelle au sein de ces macros objets
moléculaires. La comparaison de ces résultats esax obtenus en phase liquide, en RMN,
par des méthodes spectroscopiques, permet de auin@rée réle du solvant dans les
processus de stabilisation de structure in vivomiadilité ionique ne permet pas de remonter
a une structure de maniére précise avec des medalcette taille, par contre il est possible
d’'observer de maniére qualitative les changemeatstdictures. Une des possibilités pour
assigner une structure est de déterminer la seeffarace de collision de la structure RMN
ou DRX et de comparer avec ce que I'on observe @bilité ionique. Une application de la
mobilité ionique couplée a la spectrométrie de masss I'analyse structurale de protéine est
le contréle du repliement de ces derniéres lordigs’esont synthétisées de maniére linéaire
par voie chimique. En ce qui concerne les complgxettigues impliquant un cofacteur ou
un médicament, la mobilité ionique peut permettabserver les changements structuraux

induits par la formation du complexe.
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Ce méemoire de these a présenté le développeménintental de I'expérience MS+ couplant
spectrométrie de masse et mobilité ionique. Celdppement a nécessité des simulations
numériques pour dimensionner les différentes opsget un travail de mise au point
important. Ce dispositif est le premier du genreFeance et est opérationnel depuis mars
2008.

Les études menées sur cette expérience ont parig saractérisation structurale de peptides
et de protéines en phase gazeuse. Nous avons nuartsece manuscrit que I'expérience
MS+ permet (i) d’extraire des familles de structude peptides en phase gazeuse et (ii) de
séparer différents isoméres conformationnels. Tsoigets d’étude ont été développés. Les
deux premiers s’intéressent a la structure seconda peptide en fonction de mutations de
certains acides aminés. Ces études ont été menéesllaboration avec Yury Tsybin de
'EPFL. Les séries des polyalanines et de polyglgsiont permis d’observer linfluence, a
courte et longue distance, de la substitution cigie aminé sur la structure. De plus le
protocole de calcul développé par F. Calvo a pe @alidé. La seconde étude, sur la partie
transmembranaire de la protéine M2 et des différeatiants synthétisés, a permis d’observer
la stabilité d’'une hélice en fonction de différentautations. Cette étude a permis d’émettre
'hypothése d'un dépliement de I'hélice au coursladliffusion dans le tube de mobilité
ionique et ouvre des perspectives sur des étudeforamion de la température sur ces
systemes bistables. Enfin la derniére étude partes structures adoptées par le lysozyme en
phase gazeuse. L’étude sur le repliement oxydatlysbzyme ouvre des perspectives sur des

études en fonction de la température pour avogsaaades données thermodynamiques.

Il apparait évident que la thermalisation du fulest une étape incontournable dans
I'évolution de I'expérience. En effet, ceci ouvrirk voie a des études thermodynamiques sur
la stabilité de structures secondaires (M2TMP),snaaissi sur le repliement de protéines.
D’autres études pourraient étre développées suudee de complexes protéiques afin
d’extraire des constantes d’association. Ceci essieenvisageable sur des complexes entre
molécules organiques bioactives et capsules maliéesl (cyclodextrinés calixaréney
éthers couronnds ces données peuvent avoir une importance caasigédans le domaine
pharmaceutique.

Dans ce domaine, il est d’ailleurs possible d’'imagiune expérience sur une protéine cible

sur laquelle on pourrait tester différents meédicaime(qui auraient été préalablement
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sélectionnés pour leurs activités biologiques) leteover les changements conformationels
induits’.

Pour poursuivre les études sur des systemes hiolegi une étape incontournable est
'augmentation de la sensibilité de I'expérience. dés points clefs pour gagner en signal est
le développement d’'un piege ionique plus efficane gelui qui a été développé durant ce
travail de thése. En utilisant la technologie detm@noirs a ions, nous avons commencé a
développer un entonnoir a ions couplé avec une demaégeage comme celui développé par
Smith et af Le gain en sensibilité devrait permettre de tlfaavec la résolution maximale
de I'expérience.

Afin de compléter les mesures de mobilité ionigiliegpparait intéressant de coupler ces
observations avec d'autres techniques expérimentajei permettent d’obtenir des
informations structurales en phase gazeuse. Lelsoaes de fragmentation induite par laser
en spectrométrie de masse sont des méthodes de clest ce que nous avons commencé a
faire avec le systeme oxytocine-Cuivre. On peutletgent citer les méthodes de
fragmentation utilisant des électrons pour indwles fragmentations. Le tube de mobilité
ionique placé en amont du spectrometre de masseepele travailler sur des conformeres
résolus. Ainsi on peut étudier la réponse de cesiafs par différentes techniques. Un des
aspects qui, peut étre, est le plus prometteur wiisation de la mobilité ionigue comme
filtre conformationnel pour pouvoir faire de la spescopie d'action résolue en
conformation. En effet dans le cas d'un systemegqm@ant plusieurs conformeres, il est
envisageable de coupler a I'expérience actuelleoptigue ionique de stockage, a la sortie du
tube de diffusion, ou l'on pourrait accumuler unnfmymere et étudier sa réponse
spectroscopique (IRMPD ou UVPD).
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ANNEXE 1 : Structure et diagramme de Ramachandrand e
la série des polyalanines
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ANNEXE 2 : Structure et diagramme de Ramachandrand e
la série des polyglycines
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ANNEXE 3 : Diagrammes de fragmentation ECD pour la
partie transmembranaire de la protéine M2 et de cer tains
variants.
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Optical and Structural Properties of Copper—Oxytocin Dications in the Gas Phase
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We present a joint experimental and theoretical investigation of the structural and optical properties of
copper—oxytocin dications in the gas phase. Ion mobility and UV photodissociation experiments were
performed, allowing the investigation of the influence of the Cu?* ion on the structural and optical properties
of oxytocin. Density functional theory calculations were performed to find low energy structures for the bare
and complexed peptide and to characterize optical spectral features. Copper complexation induces a drastic
change in the structure of the oxytocin peptide. In particular, we predict a 4N chelation of the copper cation
which leads to a contraction of the oxytocin ring. The gas phase lowest-energy structures are compared with
the X-ray crystal structure of the oxytocin molecule bound to its receptor protein. The optical spectrum of
oxytocin complexed with the copper cation displays a global enhancement of the photofragmentation yield
as compared to the one recorded for the doubly protonated oxytocin. Moreover, experimental and calculated
optical spectra of protonated tyrosine have also been determined, since its leading features are present in

oxytocin as well.

I. Introduction

The complexation of metal ions with proteins plays crucial
physiological roles.'? In particular, metal ions can enhance the
structural stability of a protein in the conformation required for
biological activity. They take part in catalytic processes of
enzymes and can also influence optical properties of proteins.>*
The structure, optical properties, and biological function of the
complex are directly related to the binding between the metal
and the protein and may also involve electronic excited states
of the embedded metal.

Metal—oxytocin (OT) complexes have been investigated
intensively as suitable model systems for studying the influence
of metal ions on a peptide conformation. The biological activity
of peptide hormones depends on their structural and confor-
mational properties.’”® The crystal structure of the OT hormone
complexed with its receptor protein neurophysin has been
determined,'® which has permitted the elucidation of the key
residues that are involved in the hormone-receptor recognition.
Moreover, it was shown that the presence of a divalent transition
metal ion dramatically enhances the binding properties of OT
to its cellular receptor.!! Following this observation, numerous
investigations, in particular potentiometric and photospectro-
metric studies, were performed on the metal—OT complexes.'? 16
The drawback of these experiments is that it is difficult to
characterize the structure, in particular the stoichiometry, of the
complexes which properties are measured and to evaluate the
role of surrounding ions and solvent molecules.

* E-mail: rantoine @lasim.univ-lyon]1.fr.

" Université de Lyon; LASIM (UMR 5579), CNRS.

# Université de Lyon; Sciences Analytiques (UMR 5180), CNRS.
§ Humboldt-Universitéit zu Berlin.

' Freie Universitit Berlin.

10.1021/jp9037478 CCC: $40.75

Intrinsic chemical interactions can be investigated either
theoretically by using first principle calculations or experimen-
tally by using gas-phase approaches. Mass spectrometry based
techniques have been successively used to transfer transition
metal—OT complexes to the gas phase.'””'® A fundamental
understanding of the structural changes induced in OT by
divalent metal ion coordination has been obtained by coupling
mass spectrometry and ion mobility techniques.?®?! Recently,
we used gas phase UV spectroscopy to evaluate the influence
of copper complexation on the optical spectra of OT peptide
dianions.? In particular, UV spectra provided a direct diagnostic
of the ionization state of the tyrosine residue in the complex.?

In recent years, density functional theory (DFT) calculations
have provided a reliable description of structural and dynamical
properties of the ground state of different complexes of copper
ions and proteins.?*~2¢ Implementation of the time-dependent
density functional theory (TDDFT) enabled the determination
of absorption properties for fairly large molecules. Alternative
approaches for calculating the ground state electronic structure
and the optical response for metal—protein systems include
semiempirical approaches and the hybrid quantum mechanics/
molecular mechanics (QM/MM) method, with TDDFT for the
QM part.>

In the present work, we have performed a joint experimental
and theoretical investigation of both structural and optical
properties of doubly protonated OT and OT complexed with
Cu(Il) ions. We used ion mobility measurements and UV
photodissociation experiments. These experimental approaches
permit the investigation of the influence of the Cu>" ion on the
structural and optical properties of OT. DFT calculations were
performed to find how metal ions affect the peptide conforma-
tion. In the example of TyrH', which is the aromatic amino
acid present in OT, we compared three different theoretical

© 2009 American Chemical Society
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SCHEME 1: Chemical Structure of OT (Amino Acid Sequence Cys-Tyr-Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-GlyNH,)
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approaches for the determination of absorption spectra: the ab
initio approximate resolution-of-the-identity second order coupled
cluster (RI-CC2),%% the Semiempirical ab initio Model 1
(SAM1),%%3! and the density functional linear response TDDFT
approach.??

II. Methods

Sample Preparation. OT, which sequence is given in
Scheme 1, was purchased from Sigma-Aldrich (St. Quentin
Fallavier, France). Copper chloride (CuCl,) is high-purity crystal
grade, and solvents are HPLC grade. The electrospray solution
was prepared by dissolving the peptides (50 4uM) and the copper
chloride (200 uM) in a 1:1 mixture of water and acetonitrile.
The addition of 1.5% acetic acid yielded a pH of 3—4. With
these conditions, the [OT + H]' and [OT — H + Cu]*
monocations and the [OT + 2H]** and [OT + Cu]** dications
were observed in the positive ion electrospray mass spectrum.

Mass Spectrometry and Laser Irradiation of Trapped
Tons. The experimental setup® consists of a commercial LCQ
Duo quadrupole ion trap mass spectrometer (Thermo Scientific,
San Jose, CA) coupled to a Panther™ optical parametric
oscillator laser pumped by a 355 nm Nd:YAG PowerLite™
8000 (5 ns pulse width, 20 Hz repetition rate). Scanning was
performed in the 230—315 nm UV range after frequency
doubling. The vacuum chamber and the central ring electrode
of the mass spectrometer were modified to allow the injection
of the light at the center of the trap. An electromechanical shutter
triggered on the radio frequency (RF) signal of the ion trap
synchronizes the laser irradiation with the trapping of the ions.
The ions are injected into the trap, mass selected, and then laser
irradiated for 60 laser shots. Fragmentation spectra are system-
atically recorded as a function of the laser wavelength. The
photofragmentation yield is given by In((parent + fragment)/
parent)/A/P; where 4 is the laser wavelength and P, is the laser
power.

Ion Mobility Experiments. We used a custom-built ion
mobility mass spectrometer to measure collision cross sections.
Briefly, ions are formed by electrospray ionization (ESI) and
transferred to the drift tube through an ion funnel and a RF
cylindrical ion trap (CIT). The CIT is used to convert the
continuous beam of ions provided by the source into short pulses
of bunched ions. The ion packets are periodically injected into
a 1 m long drift cell filled with 11.6 Torr of helium and
maintained at 293 K. Ions are pulled through the cell under the
influence of a weak direct current (DC) electric field. A second
ion funnel is used to focus the diffuse ion packet at the exit of
the drift tube. Ions exit this second ion funnel into a vacuum
chamber through a 0.7 mm diameter aperture and are conveyed
into the quadrupole time-of-flight mass spectrometer (mi-
crOTOF,, Bruker) by a series of two ion funnels and detected
as a function of their arrival time. The ion mobility and
ion—helium collision cross section are deduced from the ion
arrival time distributions (ATDs) recorded at different drift cell

voltages. Experiments were calibrated using the published cross
section value for bradykinin ions.** The experimental precision
on the cross section is estimated to ~2%. The width of ATDs
was in agreement with the width expected for a single averaged
ion structure® and led to a resolving power of #/At = 25 (where
t is the drift time and At is the width of the peak at half height).
Experimental drift time was in the order of 44 ms for a drift
voltage of 820 V.

Computational Methods. The search for geometries of
doubly protonated OT [OT + 2H]*" and its complex with copper
[OT + CuJ*" has been carried out using simulated annealing
in the framework of semiempirical molecular dynamics (MD)
simulations. The standard AM1 parametrization® has been used
for the organic part, while for copper the AMIld set of
parameters has been employed.?” The annealing procedure has
been carried out starting at 7 = 1500 K and gradually cooling
the system down to 7= 300 K. The structures obtained in this
way were subsequently reoptimized at the DFT level using the
BP86 functional®®* and TZVP atomic basis sets.*’ The character
of stationary points has been checked by the analytic frequency
calculations. The absorption spectra have been calculated using
TDDFT employing the 6-31G** basis set and the hybrid B3-
LYP exchange-correlation functional.*'**? Since TyrH*, [OT +
2H]J*", and [OT + Cu]** are extended systems in which long-
range charge transfer (CT) excitations can take place, we have
checked the reliability of the TDDFT results by calculating the
A-index introduced by Helgaker et al.** This parameter probes
the modulus of the spatial overlap between occupied and virtual
orbitals involved in the given electronic transition. Small
A-values indicate a low overlap and therefore large long-range
CT character. According to the test calculations, in these cases
the transition energies are significantly underestimated indicating
the failure of the TDDFT. To illustrate this, we calculated
absorption patterns for TyrH" using the RI-CC2 and SAM1
methods and compared them with the TDDFT results.

III. Results

A. Structural Properties. We present in Figure 1 the three
lowest energy structures for (a) [OT + 2H]** and (b) [OT +
Cu]** obtained from DFT calculations together with a schematic
presentation allowing for the discussion of structural properties.
The dihedral angles diagram of the peptide backbone for all
three structures of [OT + 2H]*" and [OT + Cu]*' shown in
Figure 2 permits the identification of the relative structural
differences between the structures of both species as well as
differences introduced by copper complexation. For [OT +
2H]**, the three structures differ mainly by the relative
orientations of residue side chains such as Tyr2, Ile3, and Asn5
as well as by the position of CONH, group in the Gly9 residue,
as can be depicted from Figure 1a. The changes of the backbone
in different structures of [OT + 2H]*" can be seen from the
left side of Figure 2. For example, differences in the dihedral
angles of Pro7 and Asn5 are more pronounced than for the other
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Figure 1. Lowest energy structures obtained from DFT calculations (upper half) and schematic structural presentation (lower half) for (a) [OT +
2H]?*" and (b) [OT + Cu]**. The relative stabilities of the structures are given in eV in brackets. In the schematic presentation, the legend with color
codes for the residues is given. Bonds defining the 20 member OT ring are represented by thicker lines. Dashed red lines label hydrogen bonds in

(a). Blue dashed lines label the coordination with the copper atom in (b).

residues. The hydrogen bonding patterns of [OT + 2H]**
structures are very similar since the binding to the same residues
in the OT ring occurs (compare Figure la). In fact, three
conserved hydrogen bonds arise among Tyr2, Ile3, Asn5, and
Cys6. Notice that the second and third structures of [OT + 2H]**
contain an additional hydrogen bond between the protonated
amine group of Pro7 and the amidated C-terminus of the peptide.
For all of the three structures, the side chain of Tyr2 points
away from the hormone ring.

Dramatic change in the conformation of OT occurs by
coordination to Cu(Il), as can be seen from Figure 1b. For the
three lowest energy structures, the Cu?* ion is found to be
chelated by the backbone carbonyl oxygen of the OT ring. For
structure I, the Cu?* is found to be chelated by three carbonyl
oxygens, while in two other structures (II and III) it is chelated
by four carbonyl oxygens. In structure II, the Cu?* ion forms a
distorted trigonal bypiramidal complex with four oxygens of
the backbone carbonyls which belong to Tyr2, Ile3, Cys6, and
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Figure 2. Superimposed plot of backbone dihedral angles ® and W for three structures of [OT + 2H]>* (left) and for the [OT + Cu]** complex
(right). The areas connecting the three structures for each residue are shown using the color code of the legend.

Gly9 and with the N-atom of Cys6 at the distance of 2.43 A,
indicating weaker interaction. The average of the Cu—O distance
is 2.07 A which compares well with the sum of copper and
oxygen ionic radii, which is 2.14 A. The “five-fold” coordination
of Cu?* with OT in structure II induces closer vicinity of side
chains of Ile3, Gln4, and Asn5 to form a cohesive, contracted
20-member disulfide-containing ring, as can be depicted from
Figure 1b. Because of the key position of Tyr2,'° special
attention has been paid to its side chain orientation relative to
the OT ring. For structures I and III, the side chain of Tyr2
points away from the hormone ring, while for structure II, the
aromatic ring of Tyr2 moves closer toward the top of the OT
ring. Furthermore, for structures II and III the acylic CONH,-
terminal tripeptide moiety points toward the Cu?* chelated ring.
This enhances the structural compactness of Cu complexes with
respect to diprotonated OT. The differences in structural
properties of three OT—Cu complexes can be easily seen from
the dihedral angles diagram on the right side of Figure 2. The
main differences are found for Tyr2 and Asn5, while smaller
deviations occur for Gln4. Comparison of the dihedral angle
plots of [OT + 2H]** with [OT + Cu]*" shows that only the
conformations of the Cys6, Pro7, and Ile3 residues do not
undergo considerable changes due to complexation with copper.

In contrast to [OT + Cu]?** structures, the previously reported
[OT + Zn]** structures®' contain octahedrally coordinated Zn>*
ions. Moreover, in [OT + Zn]** the N-terminal amine group
behaves as a competitive ligand, while in [OT + Cu]** this
group is never coordinated to the copper center. However,
nitrogen—metal bonding interaction also takes place in structure
II of [OT + Cu]?", but in this case the nitrogen atom of Cys6
is involved in the copper coordination by a weak interaction as
described above.

We calculated the average value of the collision cross sections
for the series of structures obtained during MD runs at 300 K
starting from the lowest-energy structures of [OT + 2H]** and
[OT + Cu]*". Structures were extracted every 100 steps. The
average values correspond to panels of 100 (50) structures for
[OT + 2H]** ([OT + Cu]?) along the MD trajectory. For the
cross-section calculation, we used the projection approximation
(PA)* which treats the atoms as hard spheres. We used 3.5 A
for the Cu?* collision radius. Experimental and calculated cross

TABLE 1: Comparison of Experimental and Calculated
Cross Sections’

calc. cross section

peptide exp. cross section Qey, (A?) Qeae (A2
[OT + 2H]*" 246 + 5 251.7
[OT + Cul** 235+5 234.3

“ See text for details.

sections for [OT + 2H]** and [OT + Cu]?*" ions are given in
Table 1. A good agreement between experimental and calculated
values is observed. It can be seen that the cross section of [OT
+ Cu]*" is lower than the one measured for [OT + 2H]*>". This
decrease in the cross section, well-reproduced by the calcula-
tions, arises mainly from the contracted structure induced by
the chelation of the copper by the OT ring in OT. Notice also
that the experimental cross section for [OT + Cu]*' is very
close to the one measured for [OT + Zn]** (232 + 3 A2)2!
indicating that, in the gas phase, both complexes adopt compact
structures with a high coordination of the OT ring.

B. Optical Properties. As already mentioned, OT is a non-
apeptide that possesses a tyrosine residue. Tyrosine is an aromatic
amino acid with optical absorption in the near UV range. The
optical properties of [OT + Cu]*" are the result of several
contributions including transitions localized on the tyrosine residue,
on the “embedded” copper, and of CT excitations among copper,
the peptide backbone, and the tyrosine. Thus, before addressing
the optical properties of the OT peptide with or without complex-
ation with copper, we wish to present the experimental and
theoretical investigations of the optical properties of protonated
tyrosine [TyrH]". This permits the testing of the robustness of
different theoretical approaches such as ab initio and semiempirical
wave function based methods (RI-CC2 and SAMI1) as well as
TDDFT calculations to describe the electronic transitions in the
aromatic amino acid.

a. Optical Properties of [TyrH]'. We first recorded the
photofragmentation yields of protonated tyrosine [TyrH]* as a
function of the laser wavelength (see Figure 3). The spectrum
for [TyrH]" is dominated by one band at 275 nm and the
emergence of a second band below 250 nm. The present gas
phase spectrum is very similar to the one recorded in solution*
and in the gas phase for cold protonated tyrosine molecules.*®
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Figure 3. Calculated absorption spectra for TyrH™ using (a) RI-CC2, (b) TDDFT, and (c) SAM1 methods. The structure is given in insert of (a).
The molecular orbitals involved in leading excitations for transitions at a given wavelength are plotted. The broadening of the lines is simulated by

a Lorentzian function with the width of 10 nm (blue lines).

The experimentally recorded photodissociation spectrum of
[TyrH]" is compared with the calculated absorption spectra at
the RI-CC2, TDDFT, and SAMI1 levels of theory (Figure 3a—c).
For calculations, the tyrosine molecule was protonated on the
NH, group. The three methods give rise to a transition around
258 nm (RI-CC2), 253 nm (TDDFT), and 251 nm (SAMI),
respectively, characterized by w—sr* excitations and short-range
CT. The deviation from the experiment is in all three cases ~20
nm. For the transition at 253 nm obtained from TDDFT the

calculated A-index is 0.6, indicating that the overlap between
the occupied and the virtual orbitals involved in excitations is
reasonably large, and thus only a short-range CT contribution
is present. The TDDFT transition at 271 nm is in agreement
with the wavelength of the experimental band. However, the
A-index for this transition is 0.38, indicating a weak overlap
and CT transfer with long-range character (which we have drawn
in the middle part of Figure 3b). Thus, regarding A-index value,
a significant underestimation of the transition energy is expected
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Figure 4. Experimental fragmentation yields of [OT + 2H]*" and [OT
+ Cu]*' ions measured as a function of the laser wavelength.

to occur for this excitation. RI-CC2 should give most reliable
results and is in close agreement with the recent theoretical work
performed for the protonated tyrosine*’ but fails to reproduce
accurately the experimental spectra. The semiempirical SAM1
method is obviously missing some states between 200 and 240
nm and fails to reproduce the experimental spectrum, in
particular the emergence of the second band below 250 nm.

b. Optical Properties of [OT + 2HJ*" and [OT + Cu]*".
The experimental photofragmentation yields of [OT + 2H]**
and [OT + Cu]** as a function of the wavelength are presented
in Figure 4. The experimental spectrum for [OT + 2H]*" is
dominated by one band at 275 nm and the emergence of a
second band below 250 nm. The experimental spectrum for [OT
+ 2H]** is very similar to the one observed for the protonated
tyrosine (see Figure 3). This similarity in optical spectra
indicates that the optical properties of [OT + 2H]*" are mainly
driven by the aromatic tyrosine side chain in the nonapeptide
and that the phenol optical properties in OT are weakly
influenced by the peptide backbone. The fact that the tyrosine
side chain in [OT + 2H]** points away from the hormone ring
may prevent strong coupling with the peptide backbone.

The experimental spectrum for [OT + Cu]*" is dominated
by a monotone increase in the photofragmentation yield below
300 nm. In the 230—300 nm range, the photofragmentation yield
of [OT + Cu]** is higher than the one recorded for [OT +
2H]*". The theoretical spectra of [OT + 2H]*" and [OT + Cu]**

Joly et al.

obtained from TDDFT suffer from low lying long-range CT
transitions. In the case of [OT + 2H]*", since the structure is
less compact than in the complex with copper, the long-range
CT character of transitions is expected to be more pronounced.
Therefore, a reliable comparison of the TDDFT results with
the experiment is not possible. This has been confirmed by an
extensive analysis of electronic transitions (not shown) for which
the calculated A-index values are not in the validity range of
the TDDFT calculations. On the other hand, the semiempirical
SAMI1 method also does not give rise to the appropriate
description due to the minimal basis set used and the signifi-
cantly reduced number of transitions in the region of interest.
Notice that unfortunately the calculation of optical properties
of [OT + 2H]?** and [OT + Cu]*" is presently beyond the reach
of the RI-CC2 method.

IV. Discussion

The present results show that the structural properties of OT
are strongly affected by the presence of copper. An important
issue concerns the relevance of the structural changes induced
by Cu?* on the biological activity of OT and in particular on
its binding properties to its receptor protein. To obtain better
insight into this biological relevance, we have compared the
structures obtained for the [OT + 2H]*>" and [OT + Cu]** with
the X-ray crystal structure of the neurophysin—OT complex,
called bound OT (PDB code: 1NPO).!° Figure 5 presents the
superposition of the [OT + 2H]** structure I (left) and [OT +
Cu]** structure II (right) with those of the OT bound to
neurophysin. The superposition gives root-mean-square (rms)
deviations ranging from 2.00 to 2.19 A for [OT + 2H]** and
from 3.17 to 3.72 A for [OT + Cu]?*, thus showing much larger
deviation due to copper complexation. In Figure 6, we plotted
the dihedral angles diagram of the peptide backbone for the
X-ray INPO OT structure. From the rms values and the
comparison of the dihedral angles diagram between bound OT
(Figure 6) and [OT + 2H]** and [OT + Cu]*" (left and right
side of Figure 2, respectively), it is evident that the dihedral
angles of the OT ring are closer to the OT structure for the
[OT + 2H]*" than for the [OT + Cu]** structure. However,
the complexation with the copper induces changes in the

Figure 5. C,-based superposition of the OT X-ray structure (green, PDB code: 1NPO) with the calculated structure I of [OT + 2H]*" (left) and
structure II of [OT + Cu]*" (right), in which standard colors for atoms have been used (N, blue; O, red; S, yellow; C, white). Thicker lines label

bonds building the 20-member OT ring.
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dihedral angles for Asn5 and Tyr2 residues, which are related
to a modification of the orientation of the side chain of these
residues. These two residues also undergo drastic dihedral angles
and side chain changes between free OT and OT bound to
neurophysin.'® In conclusion, copper induces a reorientation of
the Tyr2 and Asn5 side chains. These two residues are key
residues involved in the neurophysin—hormone recognition. This
type of reorientation might explain the increase in the binding
properties in presence of metal dications.

Concerning optical properties (Figure 4), the position of
the bands in the action spectra is weakly affected by the
complexation with the copper cation. A global enhancement
of the photofragmentation yield is the main change upon
complexation with Cu(II). A direct interaction between the
metal cation and the chromophore would induce a strong shift
in the absorption spectrum as recently observed for silver
peptide complexes*® and as predicted by calculations (not
shown). This confirms that the tyrosine side chain in OT is
almost always away from the ring (see Figure 1) and thus is
not very sensitive to the presence of copper. The global
enhancement observed for the fragmentation yield of [OT +
Cu]** is not completely understood because of the lack of
quantitative theoretical description of the optical absorption.
Several different processes may explain this enhancement.
First, we wish to emphasize that, in the gas phase, we record
photofragmentation spectra and not absorption spectra. A first
explanation may be a different relation between absorption
and fragmentation in the two systems. The rigidity imposed
by the presence of the copper cation to the global structure
of OT and the nature of charges (metal cation versus protons)
may affect the position of and the intersection between the
potential surfaces of the different electronic states and the
dynamics of relaxation. The analysis of the photofragment
peaks in mass spectra shows that the fragments corresponding
to the peptide bond cleavage between Tyr2 and Ile3 (y; and
y7-17 fragments) are intense and only observed for [OT +
Cul?*. This difference in relaxation pathways may explain
the different fragmentation yields. The second possible
explanation is a modification of the optical absorption of OT
due to the presence of a chelated divalent metal ion. Indeed,
the presence of the Cu(Il) cation increases the overall
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oscillator strength. The copper dication may also induce shifts
in the electronic transitions, leading to the increase in
absorption in the 230—310 nm range.

V. Concluding Remarks

Copper complexation induces a drastic change in the structure
of the OT peptide. In particular, we predict that Cu>* ion is
chelated by the carbonyl oxygen of the OT ring, which leads
to a contraction of the OT ring. Furthermore, the Tyr2 side chain
residue points away from the ring, and thus tyrosine orientation
is little affected by the presence of the copper. These structural
changes are well-characterized by the combination of ion
mobility experiments and DFT calculations.
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