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Introduction
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Les protéines et les peptides sont des macromolécules composées d’une série d’acides aminés. 

Il existe 20 acides aminés naturels qui sont les briques élémentaires de ces polymères, leur 

formule générale est la suivante,  

Figure 1 : Structure des acides aminés. 

Chaque acide aminé a un groupement R différent qui lui confère une propriété physico-

chimique particulière (acide, basique, hydrophile, hydrophobe, encombrement stérique, etc). 

Les acides aminés sont polymérisés via la liaison peptidique établie entre la fonction 

carboxyle et la fonction amine. Ces systèmes ont la propriété de se replier et d’adopter 

différentes conformations qui conditionne en partie leurs fonctions. Il existe différents 

niveaux de structuration, (i) primaire qui correspond à l’enchaînement d’acides aminés, (ii) 

secondaire qui correspond au repliement local de quelques acides aminés (hélices et feuillets 

béta principalement), (iii) tertiaire qui correspond à la structure en trois dimensions des 

différents sous domaines secondaires, (iv) et quaternaire qui correspond à l’association de 

plusieurs chaînes polypeptidiques. Pour élucider le repliement des peptides et des protéines 

structurés différentes techniques analytiques existent, dont les plus courantes sont la 

diffraction des rayons X (DRX) et la résonance magnétique nucléaire1 (RMN). De nouvelles 

méthodes, principalement en RMN, permettent de faire un suivi dynamique du repliement en 

temps réel, en utilisant les techniques de RMN en temps réel2,3 et de H/D exchange pulsé. 

Nous pouvons aussi citer les méthodes spectroscopiques telles que le dichroïsme circulaire et 

la fluorescence. Les analyses en RMN sont réalisées en phase liquide, tandis que la DRX 

utilise un monocristal. La compréhension des mécanismes qui gouvernent la dynamique de 

repliement et la structuration des protéines est l’un des enjeux actuels de la biologie 

structurale. La stabilité d’une structure résulte d’un équilibre entre les interactions 

intrinsèques et extrinsèques. En phase liquide, le solvant, l’interaction avec des ions du milieu 

ou d’autres biomolécules, jouent un rôle crucial sur la stabilisation des structures. On assiste 

également à un développement des études en phase gazeuse, domaine dans lequel s’inscrit 
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mon travail de thèse. Ces études en phase gazeuse permettent d’observer les facteurs 

intrinsèques qui stabilisent ces structures. Une des méthodes utilisées en phase gazeuse est 

l’échange H/D4,5. Bien que l’échange soit réalisé en phase liquide et résulte d’une structure en 

solution, l’analyse est réalisée en spectrométrie de masse haute résolution en phase gazeuse. 

Le principe consiste à échanger les protons labiles par des deutériums et d’analyser le 

décalage en masse. On peut ainsi cartographier la surface accessible de la protéine. Ces études 

peuvent aussi délimiter les zones en interaction au sein de complexes supramoléculaires. La 

spectroscopie d’action infrarouge6-9 est une méthode qui permet de faire des études très 

précises sur la structure de peptide. En effet la signature optique permet de déterminer les 

liaisons hydrogène présentes dans la structure observée. Cette spectroscopie est dite d’action, 

puisqu’en pratique on ne peut pas mesurer l’absorption en phase gazeuse à cause de la faible 

densité d’ions piégés. Une des techniques utilisées est l’enregistrement des spectres de masse 

en fonction de la longueur d’onde injectée en trappe. S’il y a absorption il y aura 

fragmentation de l’ion étudié. Ainsi on peut obtenir des spectres IR qui peuvent être comparés 

à des structures candidates obtenues par des calculs de dynamique moléculaire ou de chimie 

quantique. Une autre technique émergeante est l’étude de la fluorescence en phase gazeuse10.

Les mesures de fluorescence11 en solution permettent de caractériser l’environnement des 

chromophores de la chaîne peptidique (tryptophane, tyrosine et phénylalanine) et sont 

notamment utilisées pour caractériser les changements de structure11. La méthode FRET12

(Förster Resonance Energy Transfer) qui est basée sur de la fluorescence, permet de connaître 

la distance entre deux points marqués par des chromophores dans la protéine. Cette technique 

commence à être implémentée en phase gazeuse13. Une dernière technique qui fait l’objet de 

mes travaux de thèse est la mobilité ionique couplée à la spectrométrie de masse (IM-MS). La 

mobilité ionique a été développée dans les années 1960 par Revercomb et Mason14,15. Le 

développement des sources d’ionisation douces16 en spectrométrie de masse a permis 

d’étendre son utilisation aux biomolécules. Les travaux pionniers ont été menés par les 

équipes de M.J. Jarrold17,18 et de M.T. Bowers19 qui ont étudié la conformation de 

biomolécules grâce à l’IM-MS. Il existe deux types d’approches en IM-MS.  

La première est une étude de la conformation de systèmes choisis. La mobilité ionique permet 

alors de déterminer la section efficace de collision, et des calculs permettent de proposer des 

structures. En comparant théorie et expérience, on peut ainsi identifier des structures 

candidates. Cette approche a été utilisée par exemple par M.J. Jarrold20 et M. Kappes21,22 lors 

de l’étude d’agrégats atomiques23,24. Le groupe de M.T. Bowers a fait de nombreuses études 

sur la structure des biomolécules25-28.
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La seconde approche consiste à utiliser la mobilité ionique comme méthode séparative dans 

l’étude d’échantillons complexes. Nous pouvons citer les travaux du groupe de H. Hill29,30, de 

R.D. Smith31,32 de D.H. Russel33,34 et de D. Clemmer35,36.

La plupart des appareils utilisés dans les études citées précédemment utilisent des dispositifs 

et montages expérimentaux conçus et développés par les laboratoires. La société Waters 

Corporation a cependant mis sur le marché depuis 2006 un spectromètre de masse, le Synapt, 

permettant de séparer des conformères en amont de l’analyse en masse. La technologie 

utilisée est un peu différente des tubes de mobilité classique, puisque les champs utilisés ne 

sont ni constants ni homogènes. Il est difficile avec le Synapt de mesurer directement la 

section efficace de collision. Néanmoins pour une approche séparative, cet appareil a une 

sensibilité compatible avec l’étude de produits biologiques. Cet instrument a permis l’étude de 

différents systèmes tels que les protéines amyloïdes qui sont associées à la maladie 

d’Alzheimer37 mais aussi sur des complexes protéiques38. L’essor récent de cette technique 

ouvre la voie au développement de nouveaux instruments toujours plus résolutifs et 

sensibles39,40.

Lors de mon arrivée au LASIM en septembre 2007, l’expérience de mobilité ionique venait 

d’être assemblée mais aucun spectre de mobilité n’avait encore été enregistré, le signal d’ions 

étant trop faible. Pour palier ce problème nous avons réalisé des simulations avec le logiciel 

Simion afin de concevoir un piège ionique cylindrique accolé à un entonnoir à ions. Ce 

dispositif nous alors permis de réaliser les premières mesures après un an de développement.  

Après avoir calibré l’expérience sur des systèmes modèles, nous avons pu commencer l’étude 

de peptides et de protéines.  

Une première étude a porté sur le complexe ocytocine-cuivre41, couplée à des observations 

spectroscopiques nous avons étudié l’action du cation sur la structure de cette hormone 

peptidique.

Plusieurs études conformationelles ont également concerné des séries de peptides et ont été 

réalisées en collaboration avec l’équipe de Y. Tsybin de l’Ecole Polytechnique Fédérale de 

Lausanne (EPFL). La première concerne une série de polyalanines et de polyglycines de type 

RA4XA4K et RG4XG4K (où X est l’un des vingt acides aminés). Le but dans cette étude était 

d’observer l’influence de l’acide aminé centrale sur la structure secondaire observée. La 

seconde portait sur l’étude de la stabilité d’une hélice du domaine transmembranaire de la 

protéine M2 du virus de la grippe A et de certains variants.  
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Enfin nous avons initié une étude sur le repliement des protéines en utilisant le modèle du 

Lysozyme. Nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux mécanismes de 

repliement sous l’influence de l’état d’oxydation de ces ponts disulfures. 

Le manuscrit présente tout d’abord un premier chapitre de revue générale sur la mobilité 

ionique décrivant dans un premier temps les aspects théoriques puis, dans un second temps, 

les différents composants d’un tel dispositif. La fin du chapitre est consacrée à la mesure 

d’une section efficace de collision et aux méthodes de dynamique moléculaire qui permettent 

de proposer une structure et une section efficace théorique. 

Le second chapitre présente le développement expérimental et les simulations réalisées. Une 

première partie est consacrée à l’appareillage, puis une seconde partie aux simulations 

réalisées. Enfin la dernière partie explique le principe de fonctionnement de l’expérience. 

Les trois derniers chapitres sont consacrés aux résultats de trois études que j’ai choisis de vous 

présenter. Le chapitre 3 concerne les études des séries de peptides homologues, polyalanines 

et polyglycines, réalisées en collaboration avec l’équipe de Y.Tsybin. Le chapitre 4 porte 

quant à lui sur l’étude de la stabilité de l’hélice du domaine transmembranaire de la protéine 

M2 et de ses mutants. Enfin, le dernier chapitre présente les résultats concernant l’étude 

conformationelle des protéines en phase gazeuse et plus particulièrement sur le repliement 

oxydatif du lysozyme. 
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Dans ce chapitre, nous allons dans un premier temps présenter le principe de la mobilité 

ionique. Dans une deuxième partie, nous présenterons la théorie de la mobilité ionique. Puis, 

nous parlerons des techniques expérimentales. Enfin nous parlerons des techniques de 

détermination de structures et des calculs permettant de comparer les sections efficaces de 

collision expérimentales et théoriques. 

I. Principe : 

La mobilité ionique est la mesure de la vitesse d’un ion dans un gaz sous l’influence d’un 

champ électrique homogène. L’ion est entraîné par le champ électrique et ralenti par les 

collisions avec le gaz (comme représenté sur la figure I-1).  

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

Une mesure de mobilité ionique consiste à déterminer le temps nécessaire à un ion pour 

parcourir la distance du tube. Les ions se déplacent à une vitesse constante, leurs temps de 

diffusion dépendront de leurs sections efficaces de collision et donc de leurs conformations. 

Plus sa conformation est dépliée, c'est-à-dire plus sa section efficace de collision est élevée, 

plus la force de frottement sera grande. 

La mobilité ionique est une technique analytique qui permet (i) de faire de la séparation d’ions 

en fonction de leurs conformations (ii) de déterminer la section efficace de collision d’un ion 

et de remonter ainsi à sa géométrie. Cette technique, couplée à la spectrométrie de masse1,2 est 

un outil puissant notamment dans la résolution d’isomères conformationelles3,4, dans l’étude 

de complexes protéiques5 ainsi que dans le repliement de protéines. 
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II. Théorie : 

1. Mouvement des ions en régime de diffusion 

En première approximation, le régime de mobilité est un régime de diffusion, les collisions 

sont des collisions élastiques. Dans ces conditions le temps de dérive (drift time : td) d’un ion 

à travers le tube de mobilité ionique ne dépend que du nombre de collision avec le gaz 

tampon, du champ électrique, de la température et de la pression. La vitesse moyenne d’un 

ion dans un gaz est appelée la vitesse de diffusion (vd),  elle est proportionnelle à l’intensité du 

champ électrique (E): 

KEvd =  eq.  II-1 

Le coefficient de proportionnalité K est appelé mobilité ionique. Le temps de dérive est ainsi 

inversement proportionnel à K. Cette grandeur est dépendante de la température, de la nature 

du gaz tampon et de la pression. 

On atteint très vite le régime à vitesse constante. La démonstration suivante permet d’obtenir 

un ordre de grandeur du temps pour lequel cette vitesse est atteinte. Si la vitesse est constante 

on a d’après le théorème fondamental de la dynamique, 

m
F

dt
vda ext

rr
r ∑

=== 0  eq.  II-2 

Il y a deux forces exercées sur le système, une force due au champ électrique et une force de 

friction (Cf. Figure I-1),  

dvEq rr
γ=  eq.  II-3 

 Avec q la charge de l’ion, E le champ électrique, γ le coefficient de friction et vd la vitesse de 

diffusion. En projetant les vecteurs selon l’axe x (qui est l’axe de déplacement des ions et du 

champ électrique) et en utilisant l’équation II-1 on obtient, 

Kq =
γ

 eq.  II-4 

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

m
v

m
qE

dt
dv γ−=  eq.  II-5 

En utilisant l’équation II-4 et en l’injectant dans II-5 on obtient, 
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v
Km
q

m
qE

dt
dv −=  eq.  II-6 

Ainsi Km/q=τ, avec τ le temps caractéristique de la variation de la vitesse par rapport au 

temps. En prenant 10τ on a un ordre de grandeur sur le temps à partir duquel la vitesse devient 

constante. Pour l’application numérique on utilise les grandeurs physiques relatives à l’ion 

bradykinine deux fois chargées (m=1060uma et K=3.7.10-2 V-1.m2.s-1 pour une pression de 

10Torr et une température de 298 K). On obtient 2μs en faisant l’application numérique, ce 

qui par rapport au temps de diffusion de notre expérience (48ms pour l’ion 2+ de la 

bradykinine) est négligeable. 

On peut s’affranchir de la pression (P) et de la température (T) dans le tube, en introduisant la 

mobilité réduite K0,

0

0
0 TP

PT
KK =  eq.  II-7 

Avec T0 et P0 la température et pression dans les conditions standards. 

Le coefficient de mobilité K peut être relié à la valeur du coefficient de diffusion D de l’ion 

dans le gaz qui décrit le mouvement brownien d’un ion dans un gaz. On considère qu’il n’y a 

pas de gradient de température et la densité des ions est telle que l’on néglige la répulsion 

coulombienne. Un gradient de concentration n∇ engendre un courant d’ions : les ions vont 

migrer des régions à forte concentration vers des zones à faible concentration à un taux 

proportionnel à l’intensité du gradient de concentration, en accord avec la loi de Fick : 

nDJ ∇−=  eq.  II-8 

Où J est le nombre d’ions qui diffuse à travers une unité d’aire par unité de temps. J est égal 

au produit de la vitesse de diffusion des ions (v) et du nombre d’ions par unité de volume (n), 

vnJ =  eq.  II-9 

En combinant les deux dernières équations on obtient, 

nDvn ∇−=  eq.  II-10 

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

défini par dn/dx.  En se plaçant en régime stationnaire on obtient,  
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KEn
dx
dnDvn =−=  eq.  II-11 

Le champ électrique dérive du potentiel V ainsi F=-dV/dx. Les particules, à l’équilibre 

thermodynamique, sont alors réparties selon une statistique de Maxwell-Boltzmann, 

( ) kT
V

enxn
−

= .0  eq.  II-12 

Avec k la constante de Boltzmann. En introduisant ceci dans l’équation II-12 on obtient, 

kT
V

kT
V

en
dx
dV

kT
Denv

−−
−= .... 00  eq.  II-13 

Par réarrangement on obtient la relation de Nernst-Einstein, 

kT
DFv =  eq.  II-14 

Avec v=KE et F=qE on obtient la relation de Nernst-Townsend-Einstein, 

kT
qDK =  eq.  II-15 

2. Dispersion des ions et résolution 

La mesure de mobilité ionique donne un profil des temps d’arrivés des ions. A cause du 

mouvement de diffusion aléatoire ce profil a une largeur temporelle. La densité d’ions à la 

position x dans le tube et à un instant t est donnée par, 

( ) ( )[ ] Dttxx de
dT

Itxn 42

2
, −−=

π
 eq.  II-16 

Où xd=vdt est la position du maximum, I est le nombre total d’ions injectés par unité de 

surface. La largeur à mi-hauteur de la gaussienne pour une constante de diffusion D et un 

temps d’injection infiniment court est donnée par, 

( ) )2ln(421 Dtt =σ  eq.  II-17 

 Soit Δt la largeur à mi-hauteur du profil en temps d’arrivé d’un ion donné, ce qui correspond 

à une largeur spatiale, 

tvd Δ=21σ  eq.  II-18 

En utilisant la relation de Nernst-Townsend-Einstein (Eq. II-15) et l’équation précédente on a, 
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( ) ( )
21

21
21 2ln4

z
t

Ve
kT

v
t

t d

d

d ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛==Δ

σ
 eq.  II-19 

Où V=EL est la différence de potentiel appliquée sur le tube de mobilité. On obtient pour la 

résolution, 

21

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛∝

Δ T
V

t
td  eq.  II-20 

Pour accroitre la résolution il faut augmenter la tension ou diminuer la température. Cette 

résolution est la résolution intrinsèque à l’expérience, il faut la considérer comme une limite 

théorique. Un autre paramètre intervient sur la résolution, il s’agit du temps d’injection du 

paquet d’ions (qui a été considéré infiniment court dans la démonstration précédente). Comme 

nous l’avons dit précédemment, il faut injecter des paquets d’ions à un temps donné pour 

calculer leur temps de dérive. Ce temps d’injection a une influence sur le profil obtenu. En 

prenant l’équation II-16, et en posant xd=vdtd pour le déplacement des ions sur une longueur L 

on peut définir le profil temporel des ions définis par,  

( )
2

0

⎟⎟
⎠
⎞

⎜⎜
⎝
⎛ −

−
= σ

dtt

eItI  eq.  II-21 

avec dDt2=σ  et 
πσ

1
0 =I  . Si on définit une porte d’injection de largeur 2δ on a le flux 

d’ions injectés à t=t0 et arrivés à td qui s’écrit, 

( )
⎪⎩

⎪
⎨
⎧

+<<−=
⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛ −−

−

Sinon
tSieIttJ

dttt

0
, 000

2
0

δδσ  eq.  II-22 

Pour l’intensité totale on intègre entre –δ et+δ ce qui donne, 

( ) ( ) ∫∫
+

−

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛ −−

−+

−

==
δ

δ

σ
δ

δ

2
0

0000 ,
dttt

edtIttJdttS  eq.  II-23 

En faisant le changement de variable suivant, soit 
σ

θ dttt −−
= 0  d’où 

σ
θ 0td −=  on a, 

⎪
⎩

⎪
⎨

⎧

−−
=+=

−+
=−=

σ
δθδ
σ
δθδ

d

d

tt
t

tt
t

Si
20

10
 eq.  II-24 

On peut réécrire l’intégrale de la manière suivante, 
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( ) ⎟
⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛
−=−= ∫ ∫∫ −−−

1 2
22

2

1

2

0 0
00

θ θ
θθ

θ

θ

θ θθσθσ ededIedItS  eq.  II-25 

En définissant la fonction erf comme suit, ( ) dxexerf x∫ −=
α

π 0

22 , on peut réécrire l’équation II-

25,

( ) ( ) ( )[ ]210 2
θθπσ erferfItS +=  eq.  II-26 

Ainsi on remarque, comme montré sur la figure suivante, que lorsque la durée de la porte 

d’injection est inférieure à la largeur de la distribution limite (typiquement de l’ordre de 1ms) 

on obtient un profil gaussien élargi. Dés lors que ce temps est dépassé, le profil obtenu est 

déformé et a une largeur correspond à la durée de la porte d’injection. Le temps d’injection est 

donc un paramètre clef  sur la résolution du profil obtenu.  

Figure II-1 : Profils simulés en temps d’arrivés selon la largeur temporel du paquet d’ions injecté pour un 
même coefficient de diffusion 

3. Limite du régime de diffusion 

Pour être en régime de diffusion et donc que les équations ci-dessus soient valables,  il faut 

que l’énergie emmagasinée par l’ion due au champ électrique entre deux collisions soit 

négligeable devant son énergie thermique. 
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kTeE <<λ  eq.  II-27 

Avec λ le libre parcours moyen entre deux collisions. Ainsi, eEλ est l’énergie gagnée par un 

ion de charge e se déplaçant sous l’influence d’un champ électrique E entre deux collisions et 

kT est l’énergie thermique. Si nous prenons comme hypothèse que le gaz se comporte comme 

un gaz parfait, le libre parcours moyen est égal à l’inverse du produit entre la densité du gaz 

(N) et la section efficace de collision (Ω), l’équation II-27 peut se réécrire de la façon 

suivante, 

Ω<< kTNeE  eq.  II-28 

Par réarrangement de l’équation précédente on obtient, 

ekTNE Ω<<  eq.  II-29 

Cette équation peut être réécrite de la manière suivante selon la formule donnée par 

Revercomb et al.6,

z
dNE

2

/ <<  eq.  II-30 

Où d est la somme des rayons de l’ion et de la molécule en Angströms et z le nombre de 

charge élémentaire sur l’ion. Le rapport E/N est en Townsend (Td), qui est une unité utilisée 

en mobilité ionique correspondant à 10-17 V.cm2. En règle générale les expériences de 

mobilité ionique à champ homogène se situent à une valeur de 2Td. 

Pour des valeurs de rapport E/N supérieures les équations qui régissent le mouvement des 

ions ne sont plus les mêmes. En effet l’équation II-1 s’écrit sous la forme, 

EEKvd ×= )(           eq.  II-31 

En utilisant le K0(E) relatif au K(E) on obtient une série infinie de termes pairs7,

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )[ ]...10 8642
00 +++++= NENENENEKEK εγβα  eq.  II-32 

Avec K0(0) la mobilité à champ faible. Ainsi la vitesse n’est plus directement proportionnelle 

au champ électrique. 

4. Relation entre mobilité ionique et section efficace de collision 

Les collisions entre les particules sont contrôlées par les forces exercées entre elles, la 

mobilité dépend de la force d’interaction ion-molécule. Dans la démonstration qui suit, on 

néglige les collisions à plus de deux corps et les collisions ion/ion. Les ions se déplacent à une 

vitesse constante, ainsi le transfert moyen net de quantité de mouvement (ΔP) par le champ 
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électrique et par les collisions est nul. La perte moyenne de ΔP dans le gaz due aux collisions 

est donc égale au gain moyen du au champ entre deux collisions, ainsi, 

tEqVVM δ
rrr

=−′  eq.  II-33 

Avec δt la durée entre deux collisions, V et V’ vitesses avant et après collision. Or en 

moyenne avant collision V=0 ainsi V’-V=V’. 

tEqVM δ
rr

=′  eq.  II-34 

On considère les collisions isotropes, c'est à dire qu’après une collision la vitesse relative 

entre l’ion et la molécule de gaz est en moyenne nulle. 

0''' =−≡ Vvv r

rrr   eq.  II-35 

'' vV rr
=  eq.  II-36 

Où v’ est la vitesse de l’ion après collision. En considérant la conservation de la quantité de 

mouvement moyen on a : 

'VMvmVMvm
rrrr +′=+  eq.  II-37 

Or dvv ≡r , 0=V
r

, et '' vV rr
= , ainsi l’équation précédente s’écrit, 

'1 V
m
Mvv d

rr
⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛ +==  eq.  II-38 

En utilisant l’équation précédente et l’équation II-34 on a, 

m
tqE

M
tqEvd

δδ +=  eq.  II-39 

Le premier terme est l’énergie moyenne perdue par collision et le second est l’énergie 

moyenne gagnée entre deux collisions dues au champ électrique. 

En utilisant la théorie cinétique des gaz8 nous pouvons définir la durée entre deux collisions 

de la manière suivante, 

Dr Nv
t

Ω
= 1δ  eq.  II-40 

Avec N le nombre de collisions par unité de temps, et ΩD la section efficace de collision. En 

substituant cette équation dans l’équation II-39 on a, 
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Dr
d vMmN

qEv
Ω

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛ += 111  eq.  II-41 

La vitesse moyenne peut être approximée de manière raisonnable par sa racine carrée, ainsi 

222222 .2 VvVvVvVvvv rr +=−+=−=≈
rrrr eq.  II-42 

Où Vv
rr. =0 parce que la vitesse V

r
 est égale dans toutes les dimensions de l’espace 

(distribution isotropique des vitesses moléculaires). La valeur de 2V  provenant de l’énergie 

thermique des molécules est définie tel que, 

kTVM
2
3

2
1 2 =  eq.  II-43 

Si le champ appliqué est faible, c'est-à-dire que la vitesse des ions est thermale on a, 

kTvm
2
3

2
1 2 =  eq.  II-44 

On a donc, 

M
kT

m
kTvr

332 +=  eq.  II-45 

Ainsi l’équation II-41 devient, 

D
d kTmMN

qEv
Ω

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛⎟

⎠
⎞⎜

⎝
⎛ += 1111

3
1 2121

21  eq.  II-46 

Avec K=vd/E on a

DkTmMN
qK

Ω
⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛⎟

⎠
⎞⎜

⎝
⎛ += 1111

3
1 2121

21
 eq.  II-47 

On trouve une relation entre la mobilité ionique et la section efficace de collision, cette 

démonstration, pour la simplifier, a été faite sur les valeurs moyennes des vitesses. Si on avait 

pris des profils de vitesse il aurait fallut utiliser une intégration de type Monte-Carlo qui aurait 

permis de retrouver l’équation II-48 donnée par Revercomb et Mason6, la seule différence 

intervient sur le facteur numérique, 

DkTMmN
qK

Ω
⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛ Π

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛ += 1211

16
3 2

1
2

1

 eq.  II-48 

La section efficace de collision est une grandeur relative à la géométrie de l’ion étudié. Cette 

relation est valable si la masse de l’ion étudié est très supérieure à la masse du gaz tampon. 
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Ainsi on peut à partir d’une expérience de mobilité ionique remonter à la section efficace de 

l’ion étudié avec le gaz tampon. 

III. Les techniques expérimentales 

1. Les fondements (1850 et 1938) 

Nous pouvons citer trois axes de recherches qui ont permis le développement de la mobilité 

ionique.

Tout d’abord un travail théorique et expérimental effectué par Langevin portant sur 

l’ionisation des gaz et sur la théorie cinétique9,10. Langevin a défini l’aspect collision de la 

mobilité ainsi que le rôle des forces attractives sur la section efficace de collision, il a aussi 

développé une première description des interactions ion-molécule et l’influence de ces 

dernières sur la mobilité.  

La seconde a été l’étude rationnelle de l’influence du champ électrique et de la pression sur la 

mobilité ionique. Des travaux sur la diffusion de cations dans l’azote ont été développés par 

Mitchell et Ridler11. L’étude de la mobilité en fonction du rapport E/N a permis de définir les 

différents types de régimes (faible champ où K est une constante et à haut champ où K est 

dépendante du champ électrique).  

Ensuite, nous pouvons citer des travaux portant sur les innovations techniques, les optiques 

ioniques, les techniques de vide et la détection des ions. Ceci a permis le développement de la 

physique expérimentale. On peut citer des études portant sur l’injection de paquets d’ions en 

utilisant des portes à ions (ions shutters) qui sont du même type que celles utilisées à l’heure 

actuelle pour injecter les ions dans les tubes de mobilité ionique. Ces premières portes à ions 

ont été décrites en 1929 par Cravath12 et van de Graaff13. Bradburry14 a développé cette 

méthode par la suite avec un champ linéaire entre deux plaques.   

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

Le développement des instruments de mobilité ionique est principalement dus à Mason et 

McDaniel qui ont théorisé le processus de diffusion des ions en phase gazeuse sous 

l’influence d’un champ électrique15,16.  Ils ont développé des expériences de mobilité ionique 

qui sont à la base des instruments actuels. A partir de ces travaux les premiers appareils 
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commerciaux ont pu voir le jour. L’intérêt pour cette technique prend de l’ampleur à partir du 

début des années 70. Karasek et al17,18 démarrent des études sur différents composés 

organiques qui contribueront à l’émergence de la mobilité ionique comme outil analytique. 

D’autre part les applications militaires utilisant cette technique sont nombreuses (détections 

d’explosifs, de gaz, etc). Ceci va permettre le développement de nouveaux appareils portatifs 

pour être utilisés sur le terrain. 

Cet intérêt croissant va permettre aussi le développement de couplage avec d’autres 

techniques analytiques. Nous pouvons citer la chromatographie gazeuse et la spectrométrie de 

masse sur laquelle nous reviendrons par la suite. 

3. Les composants d’une expérience de mobilité ionique

Il y a quatre parties principales dans une expérience de mobilité ionique, la source 

d’ionisation, l’injection des ions, l’analyseur et le détecteur. Nous allons présenter quelques 

exemples pour chacune de ces parties. 

a. La source d’ionisation : 

Il existe de nombreuses sources d’ionisation qui sont utilisées selon le type d’échantillons à 

analyser et le type d’ions que l’on veut obtenir (ions atomiques, moléculaires, complexes 

moléculaires, etc…). Le développement des sources d’ionisation appliquées à la spectrométrie 

de mobilité ionique a été le même que pour la spectrométrie de masse. Nous allons nous 

focaliser sur l’ionisation des biomolécules, puisque nous nous intéresserons à ce type de 

système dans cette étude. Les premières sources développées permettaient d’obtenir des ions 

atomiques ou des ions moléculaires sur des systèmes de petites tailles (hydrocarbures, petites 

molécules organiques ou sels inorganiques) nous pouvons citer la source radioactive au 63Ni.

Cette source a permis de réaliser les premières mesures de mobilité ionique. L’échantillon 

doit être préalablement vaporisé, la source radioactive émet des électrons, qui en interaction 

avec la vapeur d’analyte crées des ions chargés négativement ou positivement. 

Il faut attendre la fin du 20ème siècle pour que de nouvelles sources permettant d’obtenir des 

ions moléculaires de biomolécules apparaissent.  

La première a être développée est l’APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionisation) en 

1975 par Carroll et al.19. Ce développement a eu lieu dans le but de coupler la 

chromatographie liquide à la spectrométrie de masse.  
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Figure III-1 : Source APCI 

Le principe est le suivant, l’échantillon est nébulisé et ionisé en utilisant une décharge corona 

comme montré sur la figure suivante (au départ l’ionisation était réalisée en utilisant une 

source au 63Ni). Cette technique d’ionisation est dite douce mais elle produit quelques 

fragments.  

Puis la technique Fast Atom Bombardement (FAB) en 1981 par Barber et al.20. Cette 

technique est basée sur le bombardement d’atomes rapides de type Xe, Ar. Il n’est plus 

nécessaire de vaporiser l’échantillon. L’échantillon est dilué dans une matrice (glycerol), il est 

bombardé par des atomes rapides (Cf. figure suivante) qui produisent des ions protonés, 

déprotonés et cationisés (Na+, K+,…). Cette technique a comme avantage de produire des ions 

relativement stables ce qui lui confère une bonne sensibilité. 

Figure III-2 : Source FAB 
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En 1984, John Fenn21 développe la source electrospray (ESI) ce qui lui vaudra le prix Nobel 

en 2002. Cette technique permet de produire des ions moléculaires de grandes tailles protonés 

ou deprotonés plusieurs fois. Cette technique a permis l’émergence de la spectrométrie de 

masse dans l’analyse de biomolécules. Elle permet de faire passer en phase gazeuse des ions 

moléculaires. Ce processus d’ionisation des molécules se déroule à pression atmosphérique. 

Nous allons maintenant présenter les trois principales étapes du processus d’ionisation dans 

une source electrospray puisque c’est cette source qui sera utilisée dans cette étude. 

-Nébulisation : Production de gouttelettes chargées :

On injecte une solution comportant l’analyte à un débit d’une centaine de microlitre par heure 

dans un capillaire, de 100μm de diamètre, qui est lui-même dans un deuxième capillaire, d’un 

diamètre 200μm, dans lequel circule de l’azote. Ce système est appelé nébuliseur et permet la 

formation d’un spray composé de fines gouttelettes chargées (positivement ou négativement 

selon le potentiel appliqué au niveau du  nébuliseur).  

La présence d’un fort potentiel de quelques kV entre le nébuliseur et le capillaire créé une 

accumulation de charges à la pointe du nébuliseur. A l’interface liquide pointe du nébuliseur, 

une réaction d’oxydation se produit, favorisant l’échange de charges et la formation d’ions. 

Sous l’effet du champ et de la forte densité de charge, le ménisque se déforme et optimise sa 

surface en prenant la forme du cône de Taylor22 . 

Figure III-3 : Principe de formation du cône de Taylor 

Puis la pointe de ce cône se déforme jusqu'à rupture de l’équilibre entre les tensions de 

surface du fluide et les forces dues aux répulsions de charges. De cette manière, de fines 

gouttelettes chargées de quelques μm de diamètre sont  libérées. 
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-Désolvatation et réduction des gouttelettes chargées : 

L’application d’une différence de potentiel entre le nébuliseur et le capillaire, ainsi que la 

différence de pression entre l’entrée et la sortie de ce capillaire permet de guider ces 

gouttelettes à travers ce capillaire. Pendant ce déplacement, les charges  présentes dans les 

gouttelettes vont se repartir à la surface (répulsion électrostatique). Les gouttelettes de 

quelques micromètres de diamètre diminuent progressivement de taille par la perte de 

molécule de solvant sous l’effet du chauffage. Lorsque la tension superficielle, qui maintient 

la gouttelette en état, devient plus petite que la répulsion électrostatique (due à la présence des 

charges), la limite de Rayleigh est atteinte : il y a fission asymétrique de la gouttelette, c’est 

l’explosion coulombienne. Cette explosion produit une gouttelette principale ainsi qu’une 

dizaine de gouttelettes secondaires. La production de ces petites gouttelettes proches de la 

limite de Rayleigh va accélérer le processus de fission. Ce processus d’évaporation et 

d’explosion se répète plusieurs fois, il y a ainsi une réduction massive et rapide de la taille des 

gouttelettes. 

-Formation d’ions en phase gazeuse : 

La dernière étape du processus est la plus polémique. Deux mécanismes tentent d’expliquer à 

ce jour la formation d’ions. 

Figure III-4 : Mécanismes de production d’ions en phase gazeuse 
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Dans le modèle de l’évaporation ionique (IEM) développé par Iribarne et Thomson23, les ions 

en phase gazeuse sont directement extraits, à partir de la surface de la gouttelette,  lorsque le 

diamètre de celle-ci est suffisamment petit (<10nm). Dans le modèle de la charge résiduelle 

(CRM) développé par Dole et al.24, le schéma évaporation-fission de la gouttelette se poursuit 

jusqu’à obtention d’une gouttelette fille d’environ 1nm ne contenant plus qu’un seul ion. La 

validité du modèle dépend de la nature de l’ion (ion atomique inorganique, molécules 

multiprotonées, etc…). Il a été suggéré que le mécanisme CRM serait prédominant pour 

l’ionisation des biomolécules25 alors que le mécanisme IEM serait quant a lui prédominant 

pour les analytes de petites tailles26.

Des études récentes de Nemes et al.27 ont permis de faire des observations sur la forme des 

gouttelettes avant ionisation. La figure suivante présente l’image qu’ils ont pu produire avec 

leur dispositif expérimental. 

Figure III-5 : Formation des ions par electrospray 

Sur cette figure nous pouvons observer des gouttelettes de diverses tailles provenant du jet J1 

(P1, P2 et P3), ceci montre une diversité de formes et de tailles des gouttelettes formées. Ce 

phénomène se reproduit sur une gouttelette (jet J2) en donnant un nouveau groupe de 

gouttelettes plus petites. Ce mécanisme se répète jusqu'à formation d’ions désolvatés en phase 

gazeuse. 
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En 1988 Karas et Hillenkamp28,29 développent une technique d’ionisation par désorption laser 

(dans le domaine UV) sur une matrice absorbant l’énergie laser et permettant de désorber et 

de ioniser les analytes. Cette technique permet d’ioniser des espèces ayant une masse 

moléculaire supérieure à 10000Da. Au même moment Tanaka et al.30 développent une 

technique de désorption laser avec un laser N2. Cette technique est le MALDI (matrix-assisted  

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

Figure III-6 : Source MALDI 

Ces deux dernières techniques l’ESI et le MALDI sont à l’origine du développement de la 

spectrométrie de mobilité ionique couplée à la spectrométrie de masse pour l’étude des 

biomolécules au début des années 1990. 

b. L’injection des ions : 

L’injection des ions dans le drift tube est une étape clef dans une expérience de mobilité 

ionique. Comme nous l’avons vu précédemment les différentes sources d’ionisation sont 

principalement continues, il faut donc injecter les ions à un temps donné pour mesurer leurs 

temps de diffusions. De plus il faut que le temps d’injection soit le plus court possible pour 

avoir la meilleure résolution.  

La première technique utilisée a été la porte à ions de Bradbury-Nielson et Tyndall. Le 

fonctionnement de cette porte à ions est le suivant. A la sortie de la source deux plaques 

percées avec des grilles parallèles sont placées, la seconde électrode est placée à un potentiel 

supérieur à la première pour pouvoir empêcher les ions d’entrer dans le tube. Lorsque l’on 
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veut injecter un paquet d’ions on abaisse le potentiel de la seconde électrode à une valeur 

correspondant au gradient de tension standard de l’expérience pendant un temps très court. 

Cette technique permet d’avoir des pulses contrôlés en temps avec un cycle de répétition 

important. Son principal désavantage est qu’elle permet d’injecter une faible quantité d’ions. 

En effet les ions injectés correspondent à ceux qui sont entre les deux plaques pendant le 

pulse, les autres sont perdus. 

Pour gagner en sensibilité il faut piéger les ions en amont du tube puis les injecter sous forme 

de paquets, ainsi aucun ion n’est perdu. Ce type d’approche a été développée par exemple par 

Smith et al.31, avec l’utilisation d’entonnoirs à ions. Son fonctionnement sera détaillé dans le 

chapitre suivant. Brièvement il s’agit d’un assemblage d’électrodes cylindriques 

concentriques sur lesquelles sont appliquées une tension continue (DC) et une tension 

radiofréquence (RF). La tension RF change de phase à chaque plaque de la manière suivante, 

sur la première plaque +180° sur la deuxième -180° sur la troisième +180° etc,… Ce 

dispositif permet de refocaliser les ions mais aussi de les piéger dans sa partie avale pour les 

injecter ensuite dans le tube de mobilité ionique. Ces optiques ont permis un gain important 

de sensibilité. 

Un nouveau système couplant entonnoir à ions et un piège à ions a été développé par Smith et 

al.32 , la figure suivante montre le système qui est composé d’une partie entonnoir à ions, une 

partie piégeage et une dernière partie entonnoir à ions.  

Figure III-7 : Entonnoir à ions avec système de piégeage 

Les ions sont refocalisés dans la zone 2, la zone 3 permet de les injecter dans la zone de 

piégeage 4. De part et d’autre de la zone 4 il y a des grilles (une en amont et deux en aval) 
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pour que les potentiels soient définis de correctement. Pendant le piégeage les tensions des 

deux grilles sont égales, pour l’éjection on abaisse le potentiel de la seconde grille (exit grid). 

Enfin la partie 5 permet de refocaliser les ions avant leur introduction dans le tube de mobilité 

ionique. Cette technique permet d’avoir un gain accru en sensibilité. C’est la technique la plus 

utilisée sur les expériences récentes. 

D’autres types de pièges peuvent être utilisés, un piège cylindrique sera détaillé dans le 

chapitre suivant. 

c. L’analyseur: 

Plusieurs technologies existent. Les tubes de mobilité ionique avec un champ électrique 

homogène (IMS), les tubes de mobilité ionique à haut champ asymétrique aussi appelés 

spectrométrie de mobilité différentielle (DMS, FAIMS) et spectrométrie de mobilité ionique à 

champ oscillant (TWIMS ou  TWIG).  

Les premiers développements expérimentaux ont été réalisés sur des tubes de mobilité à 

champ constant, ce sont les mieux compris17. Ils sont composés d’une série d’électrodes 

cylindriques séparées par des isolants, entre chaque électrode une résistance est placée. On 

applique une différence de potentiel de part et d’autre du tube, la résultante correspond à un 

champ électrique homogène. Au sein du tube règne une pression de gaz tampon connue et 

contrôlée par l’injection et le pompage de ce dernier. Les ions sont injectés par la porte à ions, 

ils ont une vitesse constante durant leur diffusion, connaissant leur temps de dérive et la 

longueur du tube on a facilement accès à la constante de mobilité et donc à la section efficace 

de collision.  

La mobilité différentielle est une technique qui s’est développée aux débuts des années 1990 

en Russie par Buryakov et al.33. En mobilité différentielle on applique de forts champs 

électriques oscillants ainsi la relation I-3 n’est plus valable, le coefficient K0 dépend du champ 

électrique (Cf. Eq. II-32). Le dispositif expérimental est constitué par exemple de deux 

plaques parallèles, où est appliqué un champ oscillant asymétrique sur l’une des deux plaques 

alors que la seconde est à la masse, comme montré sur la figure III-8. 
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Figure III-8 : Principe de la technique FAIMS 

 Les ions se déplacent entre ces deux plaques avec des trajectoires oscillantes. Le champ 

électrique E(t) appliqué entre les deux plaques est perpendiculaire au déplacement des ions et 

satisfait les deux relations suivantes : 

( ) ( ) 01
0

==∫ tEdttE
T

T
 eq.  III-1 

( ) 012 ≠+ tE n  eq.  III-2 

Où T est la période d’oscillation (T=t1+t2), n un entier supérieur à 1. 

Figure III-9 : Exemple de forme de champ oscillant utilisé en FAIMS 

Ce type de champ va faire osciller les ions dans la direction transverse selon une période T 

(Cf. Fig. III-8). La vitesse de chaque ions durant la semi période t1 et t2 dépend de Emin, Emax,

et α(E/N). Une tension continue compensatoire (E0)  peut être ajoutée au champ asymétrique 
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comme montré sur la figure III-8. Pendant les deux demi périodes t1 et t2 la vitesse des ions 

est régie par, 
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En utilisant l’éq. II-32 et en se limitant au terme de deuxième ordre on peut réécrire les 

équations précédentes comme suit, 
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Pendant une période le déplacement des ions suivant l’axe y est égal à, 
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En développant l’équation précédente, en utilisant l’équation III-4 et en prenant E0<<Emax et 

Emin on a, 
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 L’ion traverse le dispositif sans heurter les électrodes si Δy=0, il faut donc que 
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N
Eα . En faisant varier la tension compensatrice les ions peuvent ou ne peuvent 

pas passer à travers le dispositif de manière séquentielle. Différents types de champs ont été 

utilisés34 pour modifier les paramètres de séparations. Cet appareil peut être utilisé en amont 

d’un spectromètre de masse pour sélectionner certains ions. Il ne permet pas de remonter 

directement à la section efficace de collision comme avec la méthode précédente.  

La mobilité ionique à champ oscillant est proche de la mobilité à champ constant. Cette 

technique a été développée par Giles et al.35,36. L’analyseur est composé d’une série 

d’électrodes cylindriques, sur lesquelles est appliqué une tension sinusoïdale, qui se propage 

selon l’axe du dispositif par utilisation d’une tension continue pulsée comme montré sur la 

figure suivante. 
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Figure III-10 : Tension sinusoïdale pulsée utilisée en mobilité ionique à champ oscillant 

Les ions vont se déplacer selon cet axe par l’action de l’onde. La vitesse des ions dépendra de 

leur mobilité. En revanche il est difficile d’obtenir une relation simple entre la vitesse de 

diffusion de l’ion et sa section efficace de collision. Cette technique a été commercialisée par 

Waters corporation sous le nom de Synapt. L’oscillation du champ électrique permet d’avoir 

une meilleure sensibilité (meilleure transmission des ions) et a permis l’émergence de 

l’utilisation de la mobilité ionique à visées biologiques5,37,38.

d. Le détecteur : 

Dans la plupart des expériences de mobilité ionique des plaques de faraday servent de 

détecteurs. On mesure le courant induit par le flux d’ions en fonction du temps. A l’heure 

actuelle la spectrométrie de masse est utilisée comme analyseur des ions et détecteurs. Nous 

allons nous attacher à développer ce couplage. 

4. Mobilité ionique couplée à la spectrométrie de masse (IMMS) 

Nous avons vu dans la partie précédente qu’il existait trois types d’analyseur en spectrométrie 

de mobilité ionique. Pour la spectrométrie de masse il existe une variété importante 

d’analyseur, nous citerons seulement ceux qui sont couplés à l’heure actuelle avec la 

spectrométrie de mobilité ionique. Les principaux sont le temps de vol et le quadripôle. Les 

sources d’ionisation utilisées pour les biomolécules sont principalement les sources MALDI 

et ESI. Différents types de couplage existent, nous allons en présenter quelques uns qui ont 

permis l’étude de biomolécules.  



31

Une étude sur la conformation de polymères et d’un nona-peptide (la bradykinine) ont permis 

de montrer la puissance du couplage IMMS39 pour la résolution de structures en phase 

gazeuse de molécules biologiques. 

Un des premiers montages qui a permis l’observation de conformères protéiques par IMMS 

est l’expérience de M.J Jarrold2. Clemmer et al.40 ont pu observer les différents conformères 

du Cytochrome C. Cette expérience est composée d’une source electrospray (ou MALDI), 

d’une zone de désolvatation, d’un quadripôle d’injection qui permet de sélectionner les ions 

que l’on souhaite analyser dans le tube de mobilité, un tube de mobilité et d’un analyseur 

quadripôlaire. La spécificité de cette expérience est que la cellule de mobilité est thermalisée 

et permet de travailler sur des gammes de température de -40 à 400°C. Cette possibilité 

permet de faire des études de dynamique de repliement de protéines, des déterminations de 

constantes d’association de complexe protéine-ligand ou encore l’étude de systèmes 

métastables41.

En mobilité à champ homogène les schémas expérimentaux classiques sont composés d’une 

source electrospray, d’optique ionique d’injection (ion funnel ou porte de Bradbury-Nielsen), 

d’une cellule de diffusion, puis d’un analyseur en masse (Q-TOF pour la plupart). Des 

modifications ont été apportées à certains appareils pour des études spécifiques.  

Un appareil commercial, le Synapt, utilisant la technologie TWIMS a été développé par la 

société Waters corporation. Ce montage couple une source electrospray, un quadripôle, un 

tube de mobilité TWIMS et un analyseur en masse à temps de vol (comme montré sur la 

figure suivante). 

Figure III-11 : Schéma du dispositif Synapt 
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Cet appareil a l’avantage d’être très sensible. Par contre la résolution de l’analyseur TWIMS 

est très inférieure par rapport aux appareils de mobilité à champ homogène. De plus cette 

technique ne permet pas de remonter à la section efficace de collision, puisqu’il est difficile 

de trouver une relation simple entre la vitesse des ions et le champ électrique. Cette technique 

est donc surtout utilisée pour faire de la séparation d’isomères conformationels. Elle peut être 

utilisée en complément d’analyse faite sur une expérience de mobilité à champ homogène. 

Dernièrement des études menées sur l’agrégation des protéines, en utilisant ces deux 

techniques ont permis de comprendre la formation de plaquettes impliquées dans la maladie 

d’Alzheimer42.

Clemmer et al43 ont développé une expérience où l’on peut augmenter le facteur de séparation 

et la résolution en augmentant le nombre de cycle. Ceci a été rendu possible en utilisant une 

géométrie circulaire, ainsi on peut allonger la longueur de la cellule de mobilité (comme 

représenté sur la figure suivante). 

Figure III-12 : Schéma du dispositif de mobilité cyclotronique 

Cette expérience est composée d’une source electrospray, d’un entonnoir à ions (de type 

funnel plus piège, Cf. Fig III-7) puis d’une série de cellule de mobilité séparée par des 

entonnoirs à ions. 
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IV. De la section efficace expérimentale à la détermination de structure : 

Lorsque l’on fait une mesure de mobilité ionique on détermine la section efficace de collision 

de l’ion étudié. Pour pouvoir remonter à sa géométrie, il faut comparer cette section efficace 

expérimentale avec une section efficace calculée sur des géométries d’essais déterminées par 

un calcul moléculaire. 

1. La détermination de structures : 

Pour déterminer un échantillon de structures représentatives il existe plusieurs méthodes. Le 

choix du calcul à utiliser se fait selon la taille du système étudié (nombre d’atomes) et le 

niveau de détail recherché (effets quantiques, effets de polarisation,…). Plus le système est 

complexe (biomolécules) plus il est difficile de déterminer une structure fiable. Pour les 

systèmes de petite taille, les calculs ab initio sont généralement utilisés. Pour les systèmes 

biologiques (généralement n>100atomes) des champs de forces couplés à la dynamique 

moléculaire sont plus adaptés. Cela permet dans des temps raisonnables d’explorer le paysage 

conformationel. Le champ de force utilisé dans cette étude est AMBER 9944 (Assisted Model 

Building and Energy Refinement). Différentes méthodes d’optimisation permettent d’obtenir 

un échantillon de structures, nous pouvons citer la méthode du recuit simulé45 (simulated 

annealing) qui donne l’ensemble des structures de basses énergies et la méthode d’échange de 

réplique46 (replica-exchange) qui donne un ensemble de structure à une température donnée 

(Cf. Fig. IV-1).  

T1
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T2

T4
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A) B)

Figure IV-1 : A) Exploration des puits de potentiel par la méthode simulated annealing. B) Exploration 
des puits de potentiel par la méthode réplica-exchange. 
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Le recuit simulé tente de reproduire le processus naturel de cristallisation. En abaissant 

graduellement la température d’une substance fondue, on peut en principe obtenir un cristal 

parfait correspondant au minimum global d’énergie. Pratiquement, cette méthode consiste en 

plusieurs refroidissements et recuits successifs. Partant d’une température suffisamment 

élevée pour parcourir largement l’espace des phases, on refroidit lentement le système pour 

trouver les configurations les plus stables. Périodiquement, on chauffe pour permettre au 

système de quitter les minimas locaux dans lesquels il serait piégé. 

La méthode de réplique d’échange est très utilisée dans l’étude de biomolécules. Elle consiste 

à faire M copies indépendantes (répliques) du système à M températures fixées. A une 

température Tm donnée, une nouvelle configuration est crée à partir de l’ancienne. Ainsi en 

réitérant cette opération un grand nombre de fois on peut explorer le paysage conformationnel 

et trouver un ensemble de structures à une température donnée. Cette méthode sera détaillée 

dans le chapitre 3. 

2.  Géométries versus section efficace de collision 

Dès lors que l’on a obtenu un échantillon de structures en utilisant dans notre cas la 

dynamique moléculaire, il faut calculer les sections efficaces de collision de ces dernières. On 

dispose de plusieurs méthodes : projection de sphères dures47, calcul des trajectoires de 

diffusion exactes avec un modèle de sphères dures48 et le calcul des trajectoires de diffusion 

en utilisant un potentiel intermoléculaire réaliste49. Nous allons maintenant préciser chacune 

des méthodes. 

• Projection de sphères dures : 

On considère le système étudié comme un ensemble de sphères rigides où chaque atome est 

considéré comme une sphère de rayon dépendant du type d’atome. Une rotation aléatoire dans 

toutes les dimensions de l’espace est appliquée au système et on moyenne la surface projetée. 

Cette méthode n’est pas très réaliste puisqu’elle ne prend en compte aucune interaction à 

longue distance entre l’ion et les molécules de gaz tampon. La valeur de section efficace 

calculée est la projection géométrique (Cf. Figure IV-2). Cette méthode est valable pour les 

petits systèmes de 10 à100 atomes. Pour les grands systèmes elle n’est pas fiable puisqu’elle 

ne sonde pas en détail la surface. Si le gaz tampon utilisé est polarisable (CO2, NH3,…) cette 

méthode donne des résultats particulièrement faussés. 
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Figure IV-2 : Projection de sphères dures 

• Calcul des trajectoires de diffusion exactes avec un modèle de sphères dures : 

Le système est encore considéré comme un ensemble de sphères rigides. Mais dans cette 

méthode de calcul on va utiliser les trajectoires de diffusion, c’est-à-dire que l’on va 

considérer les collisions entre les atomes de gaz et les ions comme des réflexions spéculaires 

(transfert d’impulsion). Cette méthode est un peu plus réaliste que la précédente pour certaine 

géométrie (de type concave). On néglige toujours les interactions à longue distance, mais on 

tient compte de la forme de la surface de la molécule étudiée. Elle est utilisée pour des 

systèmes de grande taille supérieure à 1000 atomes.  

Figure IV-3 : Calcul des trajectoires de diffusion exactes avec un modèle de sphères dures 

• Calcul des trajectoires de diffusion en utilisant un potentiel intermoléculaire réaliste : 

Cette dernière méthode est la plus réaliste puisqu’elle utilise un potentiel intermoléculaire qui 

permet de prendre en compte les interactions à distance entre les molécules de gaz et les ions 

(C’est la seule méthode valable si le gaz tampon est polarisable). Ces potentiels sont de type 
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Lennard-Jones et ion-dipôle induit qui sont centrés à la position de chaque atome. Pour 

chaque trajectoire le transfert d’impulsion de l’atome de gaz tampon à l’ion étudié est 

déterminé (Cf. Fig. IV-4). Il va falloir calculer ces trajectoires pour l’ensemble des 

orientations possibles de l’ion et l’ensemble des paramètres d’espace. Ce calcul est plus 

couteux mais beaucoup plus précis. En particulier il prend en compte l’existence de 

trajectoires attractives à longue distance. 

Figure IV-4 : Calcul des trajectoires de diffusion en utilisant un potentiel intermoléculaire 
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I. Présentation générale : 

L’expérience MS+ couple un spectromètre de masse (MS) commercial (MicroQTOF Bruker) 

à un tube de mobilité ionique (IMS) développé au laboratoire (construction SMGOP 

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

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

Le tube de mobilité ionique a été inséré entre la source electrospray et les entonnoirs à ions du 

spectromètre de masse. Les ions produits en continue par la source sont injectés, 

périodiquement et par paquet, dans le tube de mobilité ionique. Leurs stockages et leurs 

injections sont réalisés par le piège ionique. L’enregistrement des spectres de masse en 

fonction du temps, à intervalle régulier, permet de construire des spectres de mobilité et de  

remonter aux temps de diffusion résolus en rapport m/z. Nous allons présenter l’appareil 

commercial dans un premier temps, puis nous présenterons la partie tube de mobilité ionique 

qui a été développée au laboratoire ainsi que les simulations réalisées. Enfin nous parlerons du 

fonctionnement et des caractéristiques de l’expérience. 

II. MicroQTOF : 

Le MicroQTOF Bruker est un spectromètre de masse qui comporte une source electrospray, 

deux entonnoirs à ions, un hexapôle, un quadripôle, une cellule de collision ainsi qu’un 

spectromètre de masse à temps de vol avec réflectron. Le schéma de l’appareil commercial est 

présenté sur la figure II-1. 
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Figure II-1 : Schéma du MicroQTOF Bruker1

Cet appareil est principalement utilisé pour faire des analyses en mode MS/MS. C'est-à-dire 

qu’un ion parent est sélectionné par le quadripôle, il est fragmenté dans la cellule de collision 

et les fragments fils obtenus sont analysés par le spectromètre à temps de vol. La technique de 

MS/MS est très utilisée en analyse de biomolécules et principalement de protéines pour les 

séquencer et les identifier. 

La source electrospray, dont le principe a été détaillé dans le chapitre précédent, est composée 

d’un nébuliseur composé de deux capillaires. Le premier qui est en inox, a un diamètre 

intérieur de 100μm dans lequel circule la solution  comportant l’analyte. L’échantillon est 

infusé avec un débit d’une centaine de μL par heure. Ce premier capillaire se trouve à 

l’intérieur d’un second, qui a un diamètre intérieur de 200μm, dans ce dernier circule un flux 

d’azote. Ce nébuliseur permet la formation de fines gouttelettes chargées. La différence de 

potentiel entre le nébuliseur et le capillaire est de 5kV. Le capillaire qui est en verre, est 

chauffé par un gaz séchant, la température peut varier de la température ambiante à 250°C. 

Cette source permet une ionisation dans des conditions douces qui sont bien adaptées à 

l’analyse de systèmes biologiques. L’électronébulisation s’opère à pression atmosphérique 
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alors que l’analyse par le spectromètre de masse à temps de vol est réalisée dans un vide de 

5.10-7 mbar. Il y a donc plusieurs étages de pompage accompagné d’un pompage différentiel 

comme représenté sur la figure II-1. Le vide primaire est obtenu par une pompe à palette, le 

vide secondaire est quant à lui obtenu à l’aide de pompes turbomoléculaires. 

Pour transmettre les ions dans les zones où la pression est relativement élevée (3mbar) les 

entonnoirs à ions sont bien adaptés. Ils ont été développés par Smith et al.2. Comme 

représentés sur la figure II-2, ils sont composés d’électrodes dont le diamètre interne diminue 

régulièrement. Un gradient de potentiel est appliqué pour transmettre les ions à travers 

l’édifice électrostatique, un champ radiofréquence (RF) est appliqué sur chaque électrode 

(deux électrodes successives ont une tension RF en opposition de phase) pour refocaliser les 

ions.

Figure II-2 : Schéma et vue 3D de l’entonnoir à ions et tensions DC et RF. 

Il y a deux entonnoirs à ions à la suite sur le MicroQTOF, ainsi les ions peuvent être transmis 

en migrant dans des zones où la pression varie (3mbar sur funnel 1, 0.5mbar sur funnel 2). 

Comme on peut le constater sur la figure suivante, le capillaire de la source electrospray est 

décalé de 5mm par rapport à l’axe du funnel, ceci dans le but d’éliminer les espèces non 

ionisées présentes à la sortie du capillaire. Après les deux entonnoirs à ions il y a un hexapôle, 

qui a comme rôle de guider les ions jusqu’au quadripôle. Son efficacité dépend de la pression, 

dans l’expérience il se trouve dans une zone où la pression est de 3.10-4 mbar. Son 

fonctionnement repose sur le guidage d’ions dans des champs RF multipolaires3. La partie 

entonnoirs à ions et hexapôle constitue la zone de transfert des ions (Cf. Fig. II-3). 



45

Figure II-3 : Transfert des ions. 

Le quadripôle peut être utilisé comme guide à ions ou comme filtre de masse. L’analyseur 

quadripolaire est un ensemble de deux paires d’électrodes métalliques parallèles et 

équidistantes de l’axe central, comme représenté sur la figure II-4. 

Figure II-4 : Quadripôle Vue en 3D et tensions DC et RF appliquées sur les électrodes 

Chaque paire d’électrodes diamétralement opposées est portée à un même potentiel et de 

signe opposé à l’autre paire d’électrodes. La superposition d’une composante continue et 

d’une composante sinusoïdale : +/-(U+Vcos(ωt)), impose aux ions une trajectoire oscillante 
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(cf. fig. II-4). Pour un rapport m/z donné, il est possible de définir une région de stabilité en 

fonction de U  et de V (Cf. Figure II-5), pour laquelle la trajectoire de l’ion sera stable. Ce 

diagramme de stabilité est obtenu par résolution des équations de Mathieu (détaillées par la 

suite) dont les solutions sont des coordonnées proportionnelles à U et V pour un ion de 

rapport m/z donné.  

Figure II-5 : Diagramme de stabilité d’un ion dans un quadripôle 

A la suite du quadripôle il y a une cellule de collision qui est un quadripôle dans lequel on 

peut introduire une pression d’argon. Les collisions avec ce gaz vont fragmenter les ions qui 

auront été préalablement sélectionnés par le quadripôle. Cette technique est la dissociation 

induite par collision (CID)4. Le quadripôle et la cellule de collision sont dans une zone où la 

pression est de 5.10-5mbar.  

Un spectromètre de masse de type temps de vol5 est composé de deux parties, une première 

zone d’accélération perpendiculaire et une zone de vol libre sous un  vide poussé 5.10-7mbar. 

La mesure du temps de vol d’un ion permet de remonter à sa vitesse. Cette vitesse étant 

directement proportionnelle au rapport (m/z)1/2. L’utilisation d’une première zone d’extraction 

puis de zone d’accélération permet de compenser la dispersion spatiale initiale des ions6.

L’utilisation d’un réflectron7 (Cf. Fig II.6), permet d’augmenter la résolution en masse en 

compensant l’élargissement des pics du à la dispersion initiale d’énergie cinétique. La 

résolution maximale est de 15000. Le TOF peut fonctionner à une fréquence de 10kHz pour 

une gamme de rapport m/z de 50 à 6000.  
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Figure II-6 : Temps de vol avec réflectron, les pointillés rouges correspondent aux trajectoires des ions 
dans le réflectron (U inversé). 

III. Développement instrumental : 

L’expérience MS+ a été développée en couplant le MicroQTOF avec un tube de mobilité 

ionique placé entre la source electrospray et les deux entonnoirs à ions servant à l’injection 

des ions dans le spectromètre de masse.  

Il y a trois principales contraintes sur cette expérience. La première est de garder une bonne 

sensibilité malgré l’ajout d’un tube de mobilité de 1m de long. La seconde est de ne pas 

perturber la mesure de diffusion dans la partie MicroQTOF, c'est-à-dire sans perdre la 

temporalité. La troisième est de pouvoir injecter des paquets d’ions dans le tube de mobilité 

provenant de la source electrospray qui produit les ions en continue. Pour répondre à ces 

contraintes nous avons développé des entonnoirs à ions pour augmenter la transmission des 
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ions, donc la sensibilité. Le premier sert à transmettre et à refocaliser les ions provenant de la 

source electrospray, le second est placé à la sortie du tube de mobilité et permet de refocaliser 

les ions qui diffusent dans le tube. Nous avons également conçu un piège ionique fonctionnant 

à haute pression pour pouvoir stocker et injecter des paquets d’ions sur des temps courts 

(environ 1ms). Pour dimensionner et appréhender le comportement des ions dans ces optiques 

ioniques nous avons dû réaliser des simulations. Dans un premier temps nous allons présenter 

le modèle de simulation qui a été utilisé, puis nous montrerons les résultats de simulations qui 

ont permit de valider le modèle utilisé enfin nous présenterons le dimensionnement du piège 

ionique.

1. Le modèle de simulation : 

a. Simion 3D 7.08 : 

Simion est un logiciel permettant de simuler la trajectoire d’ions ou de particules chargées 

dans un environnement électromagnétique. En pratique trois étapes sont nécessaires pour faire 

ces simulations. Tout d’abord la création d’un ensemble d’électrodes et la définition des 

potentiels imposés à ces électrodes. Ensuite le calcul du potentiel électrostatique dans tout 

l’espace soumis à l’influence des électrodes. Cette étape se fait par résolution numérique de 

l’équation de Laplace. Enfin le calcul et la visualisation des trajectoires des ions sous 

l’influence de ce champ électrostatique. Dans cette dernière étape il est possible 

d’implémenter un programme qui permet d’avoir une interactivité avec le logiciel, cette partie 

sera détaillée par la suite. 

Le logiciel Simion repose, comme la plupart des logiciels de simulation numérique, sur une 

discrétisation de l’espace à modéliser en un ensemble de points qui constituent le maillage. Le 

potentiel en chaque point à l’intérieur de l’assemblage électrostatique peut être obtenu en 

résolvant l’équation de Laplace; ceci en tenant compte des conditions limite imposées par les 

potentiels des électrodes. L’équation de Laplace (Eq. III-1) est résolue en prenant une densité 

volumique de charge nulle, c’est à dire sans tenir compte de la charge d’espace. Le potentiel 

en tout point de l’espace, est défini grâce aux propriétés du potentiel au voisinage. 

0=ΔV  eq. III-1 

Dans un espace discret bidimensionnel, l’équation de Laplace est satisfaite lorsque le potentiel 

de chaque point est estimé comme une moyenne des quatre potentiels des plus proches voisins 

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

4
4321 VVVVV +++=  eq. III-2 
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La précision de la résolution numérique de l’équation de Laplace en tout point dépend de la 

définition de l’échelle de maillage (qui est définie comme des mm par unité de grille). Cette 

résolution numérique est réalisée par une technique itérative de différence finie. Ces 

techniques nécessitent beaucoup de mémoire ce qui limite la taille des maillages utilisés. 

Ce logiciel est très utilisé dans le dimensionnement des optiques ioniques des appareils de 

spectrométrie de masse, microscopes électroniques, de multiplicateurs d’électrons et autres 

instruments scientifiques mettant en jeu des ions ou électrons dans des environnements 

électriques et/ou magnétiques. 

Simion utilise, pour simuler la trajectoire des ions dans les vides, un pas de temps (Δt) durant 

lequel les ions se déplacent dans l’édifice électrostatique d’une distance Δγ(x,y,z). 

L’incrément de temps est variable et est géré par Simion. Il dépend de la valeur de champ 

électrique et du gradient de champ électrique au point considéré (x,y,z). Dans notre modèle le 

pas de temps utilisé sera fixe.  

b. Description du modèle : 

Pour simuler notre expérience un programme additionnel rédigé en langage SL (Simion) a été 

implémenté dans Simion. Ce programme permet de définir les trajectoires d’ions à haute 

pression (5-25Torr). Ce modèle s’inspire de celui proposé par Jarrold et al.9 pour simuler des 

trajectoires dans des entonnoirs à ions, il est basé sur l’hypothèse que le nombre de collisions 

est important pendant une oscillation (1000 collisions) et la limite des champs faibles. Dans ce 

modèle, on définit un pas de temps (Δt) correspondant à l’inverse des fréquences de collisions 

(libre parcours moyen). Δt correspond donc au déplacement de l’ion entre deux collisions. Ce 

pas de temps est défini par la théorie cinétique des gaz (Eq. III-3), il dépend donc des 

conditions de pression, de la température, du gaz, etc...  

124
−

⎟⎠
⎞⎜⎝

⎛≈
ion

dvnt gasπΔ  eq. III-3 

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

le mouvement stochastique des ions. La diffusion est définie par la loi de Townsend-Einstein, 

)(zekTKD =  eq. III-4 

La diffusion est modélisée en bougeant un ion dans une direction aléatoire dans les trois 

dimensions de l’espace d’une distance donnée par l’équation III-5 : 

2
1

,,
1 )2( tDd zyx Δ−+=  eq. III-5 
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Simultanément la trajectoire de l’ion est modifiée par sa réponse au champ électrique DC 

et/ou RF : 

zyxrfdczyx EEtkTeDd ,,,,
2 )( +Δ=  eq. III-6 

Le mouvement d’un ion pendant Δt est donc donné par la somme des deux équations 

précédente. Dans ces équations D est la constante de diffusion, e est la charge ionique, k est la 

constante de Boltzmann,  Δt est le pas de temps,  T est la température du gaz, K est la mobilité 

ionique et Edc et Erf sont respectivement le champ électrique dc et rf. Ce modèle est valable 

pour un régime de mobilité. Le diagramme suivant présente un organigramme du programme 

utilisé. 

Definition of CIT 
electrode geometry

using SIMION

Calculation of  the 
static electric field

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

Computation of ion 
trajectory in CIT

using Eqs. 1 & 2 and 
low field approximation

Calculation of average
RF values using previous

trajectory

Increment
time
t=t+ΔΔΔΔT

Calculation of  the RF 
electric field

Computation of ion 
trajectory in CIT

using Eqs. 1 & 2 and 
nonlinear diffusion 

coefficients (Eqs. 8 & 9)

Stable trajectory in CIT ?

YES

NO

END

Increment
time
t=t+ΔΔΔΔT

Figure III-1 : Organigramme du programme de simulation utilisé. 
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2. Test de validité du modèle dans un champ électrique statique : 

Les premières simulations ont été réalisées sur le tube de mobilité ionique. Le tube de 

mobilité fait de 1m de long et comporte 101 électrodes séparées de 1 cm par un isolant 

(PEEK). Dans ce tube règne un champ électrique homogène de 10V/cm et une pression de 

l’ordre d’une dizaine de Torr. La figure suivante représente le tube de mobilité ionique : 

Figure III-2 : Le tube de mobilité ionique. 

Les simulations réalisées miment l’expérience et vont nous permettre de valider notre modèle 

de diffusion. L’ion modèle qui a été utilisé pour ces simulations est la bradykinine chargée 

deux fois. Ce système a été choisi car c’est un peptide modèle que nous utiliserons pour 

calibrer ultérieurement l’expérience. Le tableau suivant présente les paramètres 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 cm2/V.s

Rayon de l’ion 8.85 Ǻ

Température 293 K 

Pression 10 Torr 

Champ électrique 10V/cm 

3000 ions ont été injectés un par un dans le tube de mobilité ionique et leurs coordonnées 

d’arrivée ont été déterminées, la figure III-3 présente leurs trajectoires.  
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Figure III-3 : Trajectoires simulées dans le tube de mobilité ionique. Conditions initiales x=y=z=0 et 
Vx=Vy=Vz=0. 

Ainsi on peut tracer pour les trois dimensions de l’espace les profils d’arrivés en positions 

(Cf. fig. III-4).  

Figure III-4 : Comparaison des dispersions obtenues par simulation avec la loi de Fick 

Ces profils ont été comparés à la loi de Fick, qui permet de recalculer la diffusion d’un nuage 

de particules en fonction du temps. A t donné la probabilité de trouver une particule à  la 

distance x de sa position initiale  est donnée par l’équation suivante (Cf. chapitre1) : 

)
4

exp(
)4(

)(
2

Dt
x

Dt
dxdxxp −=
π

 eq. III-7 

On remarque que les profils sont tout à fait similaires ce qui permet de valider notre modèle.  



53

Le profil du temps d’arrivée des ions est présenté sur la figure III-5. 

Figure III-5 : Profil de temps comparé à la loi de Fick 

La comparaison de nos résultats avec la loi de Fick sont en accord. Cette dispersion en temps 

dans le tube de mobilité ionique a été expliquée dans le premier chapitre et explique le fait 

que l’on ait une résolution limite pour une température, une tension et un gaz donné. Nous 

reviendrons sur cette résolution dans les caractéristiques de l’expérience. 

3. Test de validité du modèle dans un champ radiofréquence : 

Les entonnoirs à ions ont été développés par R. D. Smith en 19972,10. La transmission des ions 

produits à pression atmosphérique vers les spectromètres de masse qui travaillent à pression 

réduite est un défi de taille. Ces entonnoirs à ions ont la particularité de pouvoir transmettre de 

manière significative les ions tout en les refocalisant. Ils sont composés d’un empilement 

d’électrodes avec un diamètre interne décroissant (cf. Fig. III-6). La combinaison de champ 

DC et RF ainsi que la géométrie en forme d’entonnoir font de ces édifices électrostatiques un 

guide d’ions parfaitement adapté à fonctionner à des pressions de 1 à 10Torr. Une tension RF 

est utilisée pour focaliser les ions et une tension DC pour les entrainer. Deux entonnoirs à 

ions, placés après la source electrospray et à la sortie du tube, ont été développés pour 

augmenter la sensibilité de l’expérience. 

La figure III-6 présente les trajectoires des ions au sein de ces entonnoirs à ions : 
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Figure III-6 : Trajectoires des ions dans les entonnoirs à ions 

Sur cette figure on observe bien l’alternance des trajectoires oscillantes entre chaque 

électrodes, ceci est dû au fait que deux électrodes successives sont en opposition de phase. Le 

premier entonnoir à ions est composé de 28 électrodes de 1mm d’épaisseur séparées d’1mm 

par du PEEK. Les 21 premières électrodes ont un diamètre interne qui suit un profil 

parabolique descendant et les 7 dernières ont un diamètre interne de 4 mm. Les simulations 

ont été réalisées en mesurant la transmission des ions en fonction de l’amplitude de la tension 

RF pour différentes pressions. Les résultats des simulations sont présentés sur la figure III-7 et 

sont comparés aux valeurs expérimentales obtenues par Smith et al.2,10.

Figure III-7 : Comparaison des profils de transmission du funnel d’injection en fonction de l’amplitude 
RF et de la pression 
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On remarque que l’allure des courbes est la même. A faible pression on un maximum de 

signal pour une RF de 100Vp-p et une diminution dû taux de transmission au-delà. Alors qu’à 

haute pression le taux de transmission augmente avec l’amplitude RF. L’amplitude RF fait 

osciller les ions, lorsque la pression de gaz est faible il faut que ses oscillations soient faibles 

sinon les ions vont s’écraser contre les électrodes. Par contre à haute pression les collisions 

avec le gaz vont permettre d’amortir ces oscillations. Pour travailler à 12 Torr il faut donc des 

amplitudes RF de 600Vp-p. Par contre on remarque un certain décalage entre la simulation et 

l’expérience ceci est principalement du à trois facteurs. (i) La charge d’espace n’est pas pris 

en compte dans la simulation, (ii) l’effet hydrodynamique n’est pas non plus pris en compte et 

(ii) les ions analysés dans l’expérience ne sont pas sélectionnés en masse, il se peut que 

certains soient solvatés. 

L’entonnoir à ions de sortie du tube de mobilité ionique a été aussi simulé, on observe des 

résultats similaires au premier. Il est composé de 19 électrodes cylindrique concentriques plus 

une vingtième électrode de forme conique avec une ouverture de 1mm, afin d’obtenir un vide 

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

4. Piège ionique cylindrique fonctionnant à haute pression : 

La grandeur mesurée en spectrométrie de mobilité ionique est le temps de diffusion des ions 

dans un gaz. Les ions proviennent d’une source electrospray, qui les produits en continuent. 

L’injection de paquets d’ions dans le tube de mobilité est donc une étape clef de l’expérience. 

En effet, elle régit d’une part la sensibilité de la mesure par le nombre d’ions injectés à chaque 

pulse et d’autre part la résolution, qui dépend en partie de la durée de l’injection. Afin 

d’optimiser ces deux paramètres, nous avons choisi d’utiliser un piège cylindrique 

quadripôlaire qui permet de stocker des ions et de les éjecter sur un temps très court. Le 

dimensionnement de pièges quadripôlaires classiques est assez aisé, puisque les trajectoires 

des ions in vacuo sont régies par les équations de Mathieu qui permettent de déterminer les 

conditions de piégeage11 : géométrie du piège, conditions de tensions DC et RF à appliquer en 

fonction du système étudié.  

Pour notre expérience, le piégeage doit se faire à une pression d’environ 10 Torr. Or à cette 

pression les équations de Mathieu ne sont plus valables, un terme collisionnel doit être ajouté 

pour décrire correctement le système. Nous avons développé l’algorithme de simulation décrit 

préalablement. 

L’objectif des simulations est de tracer les diagrammes de stabilité de ce type de piège en 

fonction de sa taille, de la pression et de la fréquence RF appliquées. Ceci dans le but de 
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connaître l’influence des différents paramètres et de dimensionner un piège pour notre 

expérience. Un diagramme a été réalisé pour le piégeage d’ions dans le vide et nous a permis 

d’observer l’effet du gaz. Pour obtenir un diagramme de stabilité on fait varier la tension Udc 

et Urf pour les différents paramètres à tester, et on considère qu’un ion est piégé s’il a une 

trajectoire stable durant 30 ms.  

Les propriétés des pièges ioniques cylindriques sont les mêmes que celles des pièges ioniques 

quadripolaires12. Les pièges ioniques cylindriques de géométrie r=z ont des propriétés 

intéressantes de confinements des ions. De plus la densité d’ion dans un piège ionique 

cylindrique est supérieure à celles calculées pour les pièges ioniques quadripolaires. Nous 

avons choisi une géométrie cylindrique pour ce piège pour cette raison mais aussi par sa 

simplicité pour la conception mécanique. De plus, le fait d’avoir une surface plane est 

particulièrement adaptée pour le couplage avec un entonnoir à ions. 

Ce piège ionique est composé de trois électrodes, une électrode cylindrique centrale de 

diamètre 2r et de part et d’autres deux électrodes chapeaux circulaires percées distantes de 2z 

sur lesquelles sont collées des grilles. La figure III-8 présente le piège en trois dimensions et 

une coupe du piège avec les lignes d’isopotentiel où l’on observe bien la dominance d’un 

potentiel quadripolaire. 

Figure III-8 : Piège ionique cylindrique. Vue avec les lignes d’isopotentiel (gauche), vue 3D (à droite). Les 
images proviennent du logiciel Simion. 
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Pour un rapport m/z donné, les caractéristiques de piégeage d’un piège quadripolaire idéal 

(avec une géométrie hyperbolique pour les deux électrodes « chapeaux ») sont définies avec 

les paramètres de Mathieu radial et axial (a, q) : 
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Avec q la charge portée par l’ion, VDC la tension continue appliquée, VRF la tension 

alternative appliquée, m la masse de l’ion, r0 le rayon, z0 la demi longueur, Ω=2πf (avec f la 

fréquence). 

Pour un piège ionique cylindrique, avec une géométrie de type r=z=z0, les paramètres 

pertinents sont α et χ qui sont reliés aux paramètres de Mathieu par les équations suivantes : 
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La figure III-9 présente les résultats des simulations pour un piège ionique cylindrique de 

géométrie r=z=3mm et pour une pression nulle. L’ion choisi est la bradykinine dichargée. La 

fréquence de la tension radiofréquence de 5MHz. Les axes sont en coordonnées réduites (α/2

et χ/2) pour pouvoir comparer ce diagramme avec celui obtenu pour un piège ionique 

quadripolaire.

Figure III-9 : Diagramme de stabilité in vacuo 
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Le diagramme obtenu est similaire à celui obtenu pour un piège ionique quadripolaire mis à 

part le fait qu’il soit plus étendu 13.

-Effet de la pression : 

Dans ces simulations nous avons fait varier différents paramètres pour voir leurs influences 

sur le diagramme de stabilité résultant de ces modifications. Nous présenterons tout d’abord 

l’effet de la fréquence et de la pression sur les diagrammes de stabilités. 

La pression est un paramètre clef puisque nous voulons expérimentalement travailler à haute 

pression (#10Torr). La figure III-10 présente les résultats des simulations pour un piège de 

taille r=z=3mm et des pressions de 5, 10 et 25Torr. Les simulations ont été faites avec la 

Bradykinine chargée deux fois et une fréquence de 5MHz.  

a)

b)
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Figure III-10 : Diagramme de stabilité en fonction de la pression, a) pleine échelle, b) zoom sur les pointes 
du diagramme. 



Les diagrammes obtenus à haute pression sont  complètement différents de ceux obtenus dans 

le vide (Fig. III-11). Les trajectoires des ions sont très différentes comme on peut le constater 

sur la figure suivante, dans le vide les ions ont des trajectoires en formes de 8 alors qu’elles 

ont une forme de losange pour une pression élevée. 

 
Figure Erreur ! Il n'y a pas de texte répondant à ce style dans ce document.-1 : Trajectoire d’un ion dans le 

piège ionique cylindrique.  A gauche pour une pression de 10 Torr et a droite dans le vide. 
 

Pour une pression de 5 Torr le diagramme est très réduit par rapport au vide, en particulier les 

trajectoires des ions sont stables pour des plages de valeurs de UDC plus petites. Quand la 

pression augmente, la trajectoire des ions est stabilisée pour des plages de valeurs URF plus 

grandes. Par contre les plages UDC ne sont pas modifiées. Ceci à pour conséquence que la 

pointe gauche du diagramme de stabilité devient de plus en plus fine lorsque la pression 

augmente. Par exemple, pour une tension URF=1000V, les ions ont une trajectoire stable à -

22V<UDC<10V et -5V< UDC <2V à 5 et 10 Torr respectivement. Ceci montre qu’à haute 

pression il faut appliquer des tensions URF plus importantes pour pouvoir piéger. Une dernière 

observation peut être faite, le point ( /2,  /2) = (URF, UDC) = (0, 0) ne correspond à aucune 

trajectoires stables, la diffusion intrinsèque des ions conduit à une expansion continue de leurs 

trajectoires et les fait s’écraser sur les électrodes. En effet, pour une tension UDC=0 V, un 

champ RF minimal doit être appliqué pour stabiliser la trajectoire des ions. Les premiers 

points stables (URF, UDC) sont (220, 0), (345, 0) et (450, 0) pour 5, 10 et 25 Torr 

respectivement. Le modèle utilisé est valide si le nombre de collisions reste important par 

rapport à la fréquence de la tension URF. 
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-Effet de la RF et de la taille : 

Nous avons aussi fait une simulation en faisant varier la fréquence URF et la dimension du 

piège. La figure III-12 présente les diagrammes obtenus pour trois fréquences (1,5 et10 MHz) 

pour un piège de r=z=3mm à une pression de 10 Torr. La figure III-13 présente les 

diagrammes obtenus pour trois tailles (1,3 et 6mm) à 5MHz et 10 Torr. 
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c) 10 MHz
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Figure III-12 : Diagramme de stabilité pour différentes fréquences 



61

a) z = 1 mm

b) z = 3 mm

c) z = 6 mm
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Figure III-13 : Diagramme de stabilité pour différentes taille de piège 
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L’évolution des diagrammes en fonction de la fréquence et de la taille est quasiment similaire. 

Quand la fréquence ou la taille du piège augmente, les trajectoires sont stabilisées pour une 

gamme plus grande de tension URF et UDC. Pour une pression et une fréquence donnée, 

l’extension (α, χ)z  du diagramme de stabilité est définie de manière quadratique en fonction 

de la taille du piège : 
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-Conclusion sur les simulations pour le piège à haute pression : 

Ces simulations ont été réalisées pour développer un piège cylindrique adaptable sur notre 

expérience MS+. Pour le piège ionique on ne peut pas réaliser les expériences pour les 

grandes valeurs de radiofréquence, mais ces simulations permettent d’avoir une vision sur 

l’évolution des diagrammes de stabilité en fonction des différents paramètres testés. De plus, 

pour ce dimensionnement, ce sont les pointes gauches des diagrammes qui ont été utilisées 

pour faire nos choix. Etant donnés les résultats des simulations et les obligations 

expérimentales (pression 12 Torr), nous avons dû choisir une taille de piège pour lesquels la 

tension URF à appliquer et la fréquence qui soient possible expérimentalement. Ces contraintes 

nous ont poussés à choisir un piège de dimension r=z=3mm avec une fréquence de 4.8MHz et 

une tension URF=600Vp-p.

Pour démontrer les performances de ce piège nous avons fait des expériences sur différents 

systèmes, Bradykinine, MRFA et Cytochrome C. La figure III-14 présente les spectres de 

masse obtenus avec et sans RF appliquée sur l’électrode centrale du piège.  
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Figure III-14 : Efficacité du piège : Comparaison de spectres de masse avec et sans tension RF sur 
l’électrode cylindrique de la trappe 

Ces résultats montrent le gain important de signal obtenu grâce à l’utilisation de ce piège. Ce 

gain de signal permet d’augmenter la sensibilité de l’expérience, et  nous permet aussi de 

gagner en résolution. En effet la résolution dépend du temps d’éjection des ions dans le tube 

de mobilité ionique. Avec une plus grande sensibilité ce temps peut être diminué. On 

remarque que le gain de signal est le plus important pour la bradykinine dichargée (facteur 6). 

Pour le lysozyme, étant donné les états de charges élevés, on a une limitation de la charge 

d’espace, le piège est moins efficace (facteur 2-3).  

Une quantité plus importante de signal aurait pu être gagnée, la principale limitation est due 

aux dimensions du piège, l’efficacité de piégeage est limitée par la charge d’espace (ceci est 

illustré par le piégeage du lysozyme). Pour avoir des systèmes de piégeages plus performant à 

pressions élevées en termes de charge d’espace, une des possibilités est l’utilisation de la 

technologie des funnels. Smith et al. ont développés un édifice électrostatique couplant un 

funnel et une zone de piégeage. Ce système a été présenté dans le premier chapitre. Les 

dimensions de la partie piège sont bien plus importantes que celles du piège ionique 
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cylindrique, ainsi on peut espérer accroitre de manière significative la sensibilité de 

l’expérience. 

IV. Fonctionnement de l’expérience : 
1. Principe : 

Le but de l’expérience MS+ est de mesurer des spectres de masse en fonction du temps de 

diffusion des ions. Pour ce faire il faut synchroniser l’injection des ions dans le tube de 

mobilité ionique avec le détecteur, en l’occurrence le spectromètre à temps de vol. Il existe un 

mode non pulsé où l’on acquiert seulement des spectres de masse, ce mode permet 

d’optimiser les réglages avant de lancer une acquisition. 

Nous allons maintenant présenter le fonctionnement des pulses du piège. Les ions qui entrent 

dans le piège proviennent de l’entonnoir à ion qui se trouve en amont. Lors de l’injection des 

ions les tensions V2 et V3 sont au même potentiel ce qui permet de les piéger (Cf. Fig IV-1). 

Figure IV-1 : Fonctionnement du piège ionique cylindrique 

Au moment de l’expulsion des ions l’électrode 3 et 4 sont portées, pendant un temps compris 

entre 500μs et 1ms, à une tension inférieure de 10 V, ainsi on injecte les ions dans le tube de 

mobilité ionique. Pour pouvoir réguler l’injection des ions dans le piège ionique cylindrique 

une tension pulsée est appliquée à l’entrée de l’entonnoir à ions (V1). Ainsi on peut régler le 

temps de remplissage du piège ainsi que le délai entre la fin du remplissage du piège et 
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l’injection dans le tube. Le pulse d’injection est directement synchroniser à l’acquisition en 

masse, sa fréquence est de l’ordre de 1 à 5Hz. Le spectromètre à temps de vol fonctionne à 

10kHz ce qui est très supérieur à la fréquence d’injection dans le tube de diffusion le 

diagramme suivant présente la synchronisation de toute l’expérience. 

Figure IV-2 : Diagramme de synchronisation de l’expérience. 

Ces différentes synchronisations permettent d’acquérir des spectres de masse en fonction du 

temps de diffusion. En effet chaque spectre de masse (10kHz) constitue un point dans le profil 

de diffusion. La carte acquiriss permet de sommer les spectres de masse en fonction du temps. 

2. Interfaces de contrôle : 

Pour piloter l’expérience MS+ on dispose de deux interfaces. La première, qui est l’interface 

commerciale du microQTOF Bruker, permet de contrôler et de piloter les paramètres de la 

source electrospray, des deux entonnoirs à ions, de l’hexapôle, du quadripôle, de la cellule de 

collisions, des différentes lentilles einzel ainsi que du TOF.  

La seconde, qui a été développée au  laboratoire, permet de contrôler et de piloter la partie 

tube de mobilité.

Le pilotage des différents paramètres de l’expérience : 
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-Tensions à appliquer sur l’entonnoir à ions d’entrée, sur le piège ionique cylindrique, sur le 

tube de mobilité ainsi que sur l’entonnoir à ions de sortie. 

-Flux d’hélium à injecter dans le tube. 

-Ouverture des vannes de pompages. 

Le contrôle des différents paramètres de l’expérience : 

-Tensions appliquées. 

-Pression. 

-Débit d’hélium. 

Nous disposons aussi d’une interface d’acquisition qui permet de régler les différentes 

synchronisations présentées précédemment. Cette interface permet de piloter la carte de 

contrôle acquiriss qui somme les spectres de masses en fonction du temps. Nous pouvons 

choisir la gamme de masse sur laquelle nous souhaitons travailler ainsi que le nombre de 

points que nous désirons dans le spectre de mobilité. 

Une représentation des différents paramètres de contrôle et d’acquisition est présentée sur la 

figure IV-3. 

Figure IV-3 : Schéma de fonctionnement du contrôle et des acquisitions sur l’expérience MS+. 
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3. Traitement des résultats : 

Lors d’une acquisition on enregistre des spectres de masse en fonction du temps. Ces 

différents spectres enregistrés permettent l’obtention du temps de diffusion (numéro du 

spectre de masse *1/fréquence du TOF). Ainsi on obtient une matrice qui peut se représenter 

en une carte en deux dimensions avec le rapport masse sur charge (m/z) en ordonnées et le 

profil des temps d’arrivée en abscisses comme montrée sur la figure IV-4. 

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

Si on projette les spots obtenus sur la carte selon l’axe des ordonnées on obtient le spectre de 

masse et si on fait cette opération sur l’axe des abscisses on obtient le profil d’arrivée de tous 

les ions. Pour avoir le temps d’arrivée d’un ion particulier on projette seulement sur le pic de 

rapport m/z donné. 
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Par exemple si on projette l’ion 15+ on obtient son profil en temps de diffusion Cf. fig. IV-5. 
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Figure IV-5 : Profil de diffusion pour l’ion lysozyme 15+ 

Ce temps ne permet pas de remonter directement à la section efficace de collision. En effet ce 

temps correspond au temps de dérive dans le tube plus le temps passé dans le funnel de sortie 

et dans le spectromètre de masse. Pour s’affranchir de ces temps morts nous devons procéder 

à une calibration. Nous faisons plusieurs expériences en changeant le champ électrique. Nous 

traçons ensuite les temps d’arrivées en fonction de l’inverse de la tension appliquée. Selon 

l’équation IV-2 la pente de la droite est proportionnelle à la mobilité réduite et l’ordonnée à 

l’origine donne le temps mort (to).

Dttt += 0exp  eq. IV-1 
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===  eq. IV-2 

 Avec P la pression de gaz tampon et V la différence de potentiel appliqué sur le tube. Cette 

mobilité réduite déterminée grâce à l’équation IV-3, permet de remonter à la section efficace 

de collision de l’ion avec le gaz tampon. 
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Avec N0 la densité de gaz dans les conditions standards.

Nous allons présenter une calibration effectuée sur la bradykinine, le même système qui a été 

utilisé pour effectuer les simulations. Ce peptide de masse 1060uma s’ionise majoritairement 
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deux fois. On observe donc sur le spectre de masse un pic majoritaire à 530 m/z (Cf. Fig. III-

14).

En faisant varier la tension, typiquement de 420 à 820V par pas de 50V on obtient une droite 

d’étalonnage qui permet d’extraire la mobilité réduite à partir de la pente de la droite. Cette 

dernière valeur permet d’obtenir la section efficace de collision. Dans notre cas on trouve une 

section efficace de 246 Ǻ2. Le temps mort est de 4.1ms ce qui représente 10% du temps de 

résidence dans le tube pour une tension de 7.7V/cm (tension utilisée en fonctionnement 

normal).

t=f(1/V)
y = 24.126x + 0.0041

R2 = 1
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Figure IV-6 : Droite de calibration pour la bradykinine deux fois chargées. 

Dès lors où nous disposons d’une section efficace de collision nous devons comparer cette 

valeur à des calculs théoriques (comme expliqué dans le premier chapitre). En effet pour 

pouvoir proposer une structure, nous devons tout d’abord faire des calculs de dynamique 

moléculaire couplés à un champ de force, et rechercher des structures stables du système. Puis 

nous devons déterminer la section efficace de collision de cette structure stable, ainsi en 

comparant les résultats expérimentaux et théoriques on peut proposer une ou plusieurs 

structures correspondant à la structure du système observé expérimentalement. Cette partie 

calcul et détermination de structure a été présentée dans le premier chapitre et sera complétée 

dans le chapitre suivant. 
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4. Optimisation des paramètres : 

La notion de résolution en mobilité ionique est importante, puisqu’elle va déterminer les plus 

petites différences que l’on pourra observer. Cette valeur est définie comme la largeur à mi 

hauteur d’un pic divisé par son temps de drift. Il existe une limitation à cette valeur 

intrinsèque à l’expérience. Cette limitation est donnée par la loi de Fick, en effet le régime de 

mobilité ionique est un régime de diffusion, ceci a été montré dans le premier chapitre.  

Un autre paramètre intervient sur cette résolution, c’est le temps d’injection des ions dans le 

tube à chaque pulse. En effet si on envoie les ions pendant des temps très long (supérieurs à 

5ms) le profil de mobilité obtenu sera large et de forme carrée. Par contre si on diminue ce 

temps d’injection le profil va s’affiner et tendre vers une gaussienne correspondant à la limite 

intrinsèque de résolution. La figure suivante présente des résolutions mesurées (t/Δt) pour la 

bradykinine en fonction du temps d’injection des ions. 

Résolution=f(ouverture de porte)

0
10
20
30
40

50
60
70
80

0 5 10 15
ouverture (ms)

t/Δ
t

Figure IV-7 : Résolution en fonction du temps d’injection des ions pour la bradykinine deux fois chargées. 

De manière générale une ouverture de porte de 1ms est bien adaptée puisqu’elle permet 

d’avoir une bonne résolution (58) tout en gardant une sensibilité raisonnable. Pour une étude 

sur un système où l’on dispose de moins d’échantillon on peut augmenter cette ouverture de 

porte pour gagner en sensibilité sachant que la résolution sera diminuée. Un point clef pour 

réaliser des mesures temporelles en couplant la mobilité ionique avec un spectromètre de 
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masse est de ne pas piéger les ions dans les optiques ioniques entre la sortie du tube et le 

spectromètre de masse, auquel cas on perd la temporalité de diffusion des ions. Ceci nous a 

posé des problèmes, puisque le spectromètre de masse Bruker est optimisé pour avoir une 

bonne sensibilité. Dans le mode de fonctionnement normal des paquets d’ions sont piégés 

dans la cellule de collision avant leur injection dans le temps de vol. Pour éviter ce piégeage 

nous avons dû optimiser les réglages de ces optiques, en utilisant une rampe de potentiel 

décroissante sur les différentes optiques. 

V. Conclusion : 

Dans cette partie nous avons présenté l’expérience MS+. Nous nous sommes attachés à 

présenter les différentes parties de cette expérience. Une pièce clef de ce couplage est le piège 

ionique cylindrique qui doit fonctionner à pression élevée (>5Torr). Un travail important de 

simulation à pression élevée à été effectué. Un modèle de diffusion dans des champs 

électriques DC et RF a été développé (intégré à Simion). Ceci nous a permis de dimensionner 

les différentes optiques, piège ionique à haute pression et entonnoirs à ions qui permettent de 

réaliser des expériences avec une bonne sensibilité et une bonne résolution. Nous avons aussi 

explicité les interfaces de pilotage, de contrôle et d’acquisition de l’expérience. Enfin nous 

avons présenté les mesures obtenues, les caractéristiques de l’expérience ainsi que le 

traitement des résultats. Dans la suite du manuscrit nous allons présenter des études que nous 

avons pu mener avec cette expérience.  
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I. Introduction : 

La compréhension de la relation entre la séquence peptidique et la structure est très 

importante pour le diagnostique de certaines maladies liées aux conformations de peptides ou 

de protéines (Alzheimer1, Creutzfeldt-Jakob2). Les paramètres qui stabilisent les structures 

secondaires sont liés aux propriétés des acides aminés composant la chaîne peptidique ainsi 

qu’aux paramètres extérieurs3 (solvant, force ionique, etc…). Dans notre étude nous nous 

limiterons aux paramètres intrinsèques du peptide puisque les mesures de mobilité ionique se 

font en phase gazeuse4,5. Les polyalanines ont la propriété de former des hélices en solution6,7

et en phase gazeuse. Une étude de M.J. Jarrold et al.8,9 a démontré l’importance de la 

solvatation de la charge pour la stabilisation d’hélice en phase gazeuse (i) en N-terminal la 

charge déstabilise l’hélice (ii) en C-terminal des hélices sont observées dans ce cas la charge 

est stabilisée par le dipôle induit par l’hélice (iii) si la charge est placée sur la chaîne latérale 

d’un acide aminé basique en C-terminal, des dimères stables d’hélices sont observés. Dans ce 

dernier cas la stabilisation est due à des structures « tête à queue » de deux hélices. Cette 

étude a mis en avant l’influence de la charge sur les structures observées en phase gazeuse. 

Une étude en phase gazeuse de peptides basée sur des polyalanines non chargées a été réalisée 

par Dugourd et al.10. Les structures observées ont permis de montrer que les structures étaient 

basées sur des feuillets béta. Ceci montre encore l’importance des charges en phase gazeuse. 

Enfin des études sur des polyalanines chargées plusieurs fois11 et de tailles plus importantes 

ont pu montrer encore une fois l’importance de la localisation de la charge sur la stabilisation 

des structures secondaires en phase gazeuse. Dans cette étude nous allons étudier deux séries 

de peptides composés de 11 acides aminés, ils ont une taille suffisante pour adopter une 

structure secondaire, et pas trop élevée pour que les calculs soient réalisables. Les systèmes 

choisis pour cette étude sont des systèmes modèles. La première série est composée de 

polyalanines de type RA4XA4K, l’arginine et la lysine, qui sont des résidus basiques, 

permettent de contrôler la localisation des charges en N-terminale et en C-terminale. La 

deuxième série est composée de polyglycines analogues aux polyalanines (RG4XG4K), elles 

sont peu structurées par rapport aux polyalanines. Le changement de l’acide aminé central va 

permettre d’étudier son influence sur la structure globale des peptides.  
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Dans cette étude nous allons utiliser la mobilité ionique pour déterminer les sections efficaces 

de diffusion² des peptides et nous utiliserons la dynamique moléculaire couplée à la méthode 

d’échange de réplique (REMD) pour assigner des structures. 

II. Méthodes utilisées : 

1. Synthèse des peptides : 

La synthèse des peptides a été réalisée en utilisant la méthode FMOC  

(Fluorenylmethyloxycarbonyle) en phase solide. Le principe est représenté sur la figure II-1. 

Figure II-1 : Mécanisme de la synthèse peptidiques par la méthode FMOC 

La synthèse se fait à partir de l’acide aminé se trouvant en position C-terminale en ajoutant les 

acides aminés un par un. Celui-ci est lié par sa fonction carboxylique à un site acide d’une 

résine. Sa fonction amine est clivée par un groupement protecteur FMOC pour éviter la 

polymérisation du premier acide aminé. Les fonctions réactives de la chaîne latérale de l’acide 

aminé sont elles aussi protégées. On déprotège la fonction amine en utilisant une base 

(souvent de la pipéridine) pour pouvoir additionner l’acide aminé suivant. Ce dernier est clivé 

par un groupement FMOC au niveau de sa fonction amine et sa fonction carbonyle est activée 

par un groupement réactif pour favoriser la jonction. On réitère ce processus jusqu'à 

l’obtention du peptide désiré. Pour décrocher le peptide du polymère il suffit d’utiliser un 
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acide (TFA par exemple) après avoir déprotégé la fonction amine de l’acide aminé en N-

terminale. Cette synthèse a été réalisée sur un synthétiseur de peptides Applied Biosystems 

433A à l’Ecole polytechnique fédérale de Lausanne au sein de l’équipe LSMB animée par Y. 

Tsybin. Une purification par chromatographie liquide préparative a également été nécessaire. 

Les peptides sont conditionnés dans des solutions aqueuses de concentration 1mM. 

2. Analyse par mobilité ionique couplée à la spectrométrie de 
masse : 

Les peptides sont analysés par IMMS, l’expérience a été présentée dans la partie précédente. 

Les solutions utilisées sont diluées dans  un mélange 50/50 eau/méthanol à une concentration 

de 100μM, on ajoute 0.1% d’acide acétique. Pour chaque peptide on réalise des mesures de 

mobilité ionique à différents champs électriques pour pouvoir déterminer leurs sections 

efficaces de diffusion (Cf. chapitre précédent calibration). Le temps d’injection des ions est de 

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

3. Simulations numériques : 

Le paysage conformationel de tous les peptides étudiés expérimentalement a été exploré par 

dynamique moléculaire couplée à la réplique d’échange (REMD), cette méthode a été 

présentée brièvement dans le chapitre 1 et est développée dans l’appendice A. Le protocole de 

la simulation est schématisé sur la figure II-2. Ces calculs ont été réalisés par F. Calvo 

(LASIM).  
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Figure II-2 : Diagramme du protocole de calcul 

La structure peptidique de départ est complètement dépliée. Une première simulation 

d’échange de réplique couplée à de la dynamique moléculaire (REMD) est réalisée, en 

utilisant le champ de force AMBER9912. Quarante répliques sont utilisées (80-1000K 

réparties par progression géométrique) et mille structures sont extraites périodiquement pour 

chaque réplique. La structure de plus basse énergie est extraite en optimisant l’ensemble des 

structures extraites par la méthode d’annealing. On réitère ce processus jusqu'à l’obtention de 

la structure la moins énergétique. Cette dernière est utilisée comme structure de départ pour 

une simulation REMD où les répliques sont resserrées autour de 300K, on extrait 1000 

structures à cette température. Les sections efficace de ces mille structures optimisées sont 

déterminées en utilisant la méthode des trajectoires de diffusion dans l’hélium13. On obtient 

ainsi une distribution de section efficace de diffusion. 

Les charges (protons) ont été placées sur l’arginine (N-terminale) et sur la lysine (C-

terminale), les seules ambiguïtés ont été lorsque l’acide aminé central comportait un résidu 

basique (X=Arg, His et Lys). Pour ces trois cas, plusieurs simulations ont été réalisées en 

faisant varier la position de la charge. L’arginine qui se trouve en N-terminale est toujours 

chargée, ce qui laisse deux sites de protonation possible (soit sur la lysine en C-terminale soit 

sur le résidu  basique central). Pour le peptide où le résidu basique est l’histidine un autres cas 
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a été simulé, il s’agit de l’histidine centrale neutre pour laquelle il existe deux formes 

tautomériques.

III. Résultats : 

1. Polyalanines :  

Les analyses par mobilité ionique couplée à la spectrométrie de masse permettent d’obtenir 

des cartes 2D avec en ordonnée le spectre de masse et en abscisse le profil en temps d’arrivée. 

Pour toute la série des peptides basés sur les polyalanines le pic de masse majoritaire est le 

2+, dans certains cas on observe le 3+ lorsque l’acide aminé central est basique comme 

représenté sur la figure suivante.  
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Figure III-1 : Spectres de masse de deux peptides basés sur des polyalanines de formules RA4XA4K.

La figure III-2 présente les sections efficaces de diffusion mesurées (en gris) pour les peptides 

de formules suivantes [RA4XA4K+2H]2+, où X est l’un des 20 acides aminés naturels. Les 

profils en sections efficaces de diffusion mesurés ont des valeurs moyennes comprises entre 

230 et 250 Å2. La largeur des distributions est généralement compatible à la diffusion 

naturelle (Cf. Chapitre1), ce qui laisse supposer qu’il n’y a qu’un seul conformère en 

présence. Cependant pour X=Lys, nous observons une distribution bimodale.  

Les profils calculés et mesurés sont en très bon accord pour la plupart des peptides étudiés. La 

valeur de la section efficace de diffusion moyenne est en bonne accord entre l’expérience et 

les calculs se qui peut laisser penser que les structures sont  réalistes. De plus si on s’intéresse 

à la largeur des distributions on remarque que la REMD à 300K est en adéquation avec les 

profils mesurés. Ceci montre que la largeur expérimentale n’est sans doute pas uniquement 

due à la diffusion mais également à la distribution de conformations à 300K. 
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Figure III-2 : Profils des sections efficaces de diffusion expérimentales (gris) et théoriques (noir) pour la 
série des polyalanines. Les profils en noir représentent les distributions calculées pour une protonation sur 

l’arginine 1 et la lysine 11. Les profils en pointillés correspondent à une protonation sur l’arginine en 
position 1 et sur le résidu X en position 6 (pour les résidus basiques, avec X=His, Lys et Arg). Pour X=His 

les distributions correspondant aux deux formes tautomères de l’histidine centrale neutre sont 
représentées en trait noir et en pointillés rouges.

Sur la figure III-3 sont représentées les structures les plus stables et les diagrammes de 

Ramachandran14 sur une sélection de peptides représentatifs de la série (avec X= Ala, Asp, 

Cys et Pro). En ce qui concerne les autres structures elles sont présentées dans l’annexe I. Les 

diagrammes de Ramachandran sont obtenus en traçant les couples d’angles dihédraux Φ et Ψ

pour les 1000 structures échantillonnées à 300K. 
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Figure III-3 : Structures les plus stables à 300K obtenues pour une sélection de peptides de la série des 
polyalanines ainsi que les diagrammes de Ramachandran correspondant. Les points noirs correspondent 

aux angles (Φ, Ψ) pour le résidu central X, la carte en 2D (jaune au rouge) représente les angles dihedraux 
pour la chaîne principale de tous les résidus. 

Les motifs structuraux communs obtenus sont basés sur des hélices alpha, hormis pour la 

proline et pour les peptides où la charge se trouve sur le milieu du peptide (résidus X 

basiques). Cette tendance est confirmée, sur les diagrammes de Ramachandran, par la 

prédominance de la zone (Φ,Ψ) = (-60°,-45°) correspondant aux hélices alpha. En plus de 

l’arrangement commun en hélice alpha, plusieurs caractères communs peuvent être identifiés, 
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(i) une interaction électrostatique entre la charge positive de l’arginine (N-terminale) et le 

groupement acide carboxylique (C-terminale), (ii) la solvatation de la charge positive de la 

lysine (C-terminale) par les fonctions carbonyles de la chaîne principale (coté C-terminale). 

Cette dernière caractéristique avait été observée auparavant pour des polyalanines 

monochargées9. L’interaction favorable entre la charge et le dipôle électrique de l’hélice 

stabilise la structure secondaire en hélice alpha. Au-delà de ces similitudes les différentes 

structures, peuvent être séparées en trois groupes distincts dépendant des propriétés de l’acide 

aminé central X.  

La présence d’un groupement carbonyle ou d’un oxygène sur la chaîne latérale de l’acide 

aminé central favorise une interaction électrostatique attractive avec la charge présente sur 

l’arginine. Ceci est observé pour le peptide où X=Asp (comme représenté sur la figure III-3) 

ou pour X=Glu. A cause du rapprochement des acides aminés  Arg et X, la structure en hélice 

alpha est partiellement dépliée au niveau des deux extrémités C et N-terminale. Ceci apparait 

sur les diagrammes de Ramachandran par la présence de deux tâches autour de (Φ,Ψ) = (-

75°,50°)  et (Φ,Ψ) = (-70°,170°). Un effet du même type, mais moins prononcé, est observé 

pour les peptides ayant pour résidu central X=Gln, Asn and Thr qui ont tous trois un atome 

d’oxygène dans leur chaîne. Pour les peptides de ce premier groupe, l’hélice obtenue est 

relativement courte, et s’étend du résidu 3-4 au résidu 7. 

Un second groupe est composé de peptides ayant comme résidu central X= Trp, Met, Phe, 

Tyr, Ile et Val. Les chaînes latérales de ces derniers n’ont pas d’interactions significatives 

avec la charge portée par l’arginine. Leurs structures de plus basse énergie sont basées sur des 

hélices alpha plus longues que pour le groupe précédent, allant du résidu 3 jusqu’ au résidu 

10. Ceci est illustré sur la figure III-3, dans le cas du tryptophane, le diagramme de 

Ramachandran présente une tâche importante dans la zone des hélices alpha et seuls les 

angles dihedraux pour l’extrémité N-terminale (Arg) s’éloignent de cette zone. 

Dans le troisième groupe (X=Ala, Cys, Gly), il n’y a pas de solvatation de la charge sur 

l’arginine par la chaîne latérale du résidu central. Par contre la solvatation de la lysine par le 

groupe carbonyle de la liaison peptidique est conservée. Ces peptides diffèrent de ceux du 

groupe précédent, par un dépliement plus prononcé de la partie N-terminale. Ainsi les hélices 

formées sont plus courtes (du résidu 5 jusqu’au 10). Les diagrammes de Ramachandran sont 

similaires à ceux du groupe précédent.  

Les différences entre le groupe de l’Asp et du Trp peuvent être expliquées par la 

compétition entre la solvatation optimale de la charge par la chaîne latérale du résidu central 

et la formation de liaisons hydrogènes qui stabilisent l’hélice. Cet argument ne peut cependant 
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pas être appliqué au groupe de l’alanine, car les chaînes latérales des acides aminés de ce 

groupe sont trop petites pour déstabiliser l’hélice. Même si une interaction est possible 

comme dans le cas de X=Ser, où il y a présence d’une fonction alcool sur la chaîne latérale, la 

faible longueur de cette chaîne fait que ce dernier ce comporte comme les peptides du groupe 

de l’alanine. Le comportement particulier du peptide le plus petit du groupe de l’Asp (X=Thr) 

permet d’illustrer cette compétition. Deux conformères sont obtenus par les calculs à 300K 

(Cf. Fig III-4). La structure la plus stable présente des caractéristiques communes au groupe 

de l’Asp alors que l’autre isomère est similaire au groupe de l’Ala.  

Figure III-4 : Diagramme de Ramachandran et structures des peptides où X=Thr. Le conformère (a) a 
une structure correspondant au groupe de Asp, le conformère (b) a une structure correspondant au 

groupe de Ala. 

Enfin, le peptide où X=Leu adopte une structure intermédiaire entre le groupe de l’Asp et du 

Trp avec un domaine en hélice du résidu 4 à 7, et il n’y a pas de solvatation de la charge par la 

chaîne latérale de la leucine. 

Nous allons maintenant développer le cas des peptides comportant un résidu central basique 

(X=Arg, Lys et His). Pour ces derniers il y a des ambiguïtés sur les sites de protonation 

comme nous l’avons dit précédemment. Les comparaisons entre les différentes simulations et 

les résultats expérimentaux ne permettent pas de déterminer les sites de protonation. Malgré le 

fait que les structures obtenues sont très différentes il n’y a pas de différence dans les 

distributions de section efficace de diffusion calculées. La figure III-5 illustre le cas du 

peptide ayant pour résidu central l’arginine. Lorsque le résidu X est neutre (ligne noire) une 

structure hélicoïdale intermédiaire entre les peptides avec X=Trp et X=Asp est observée. Par 

contre, lorsque l’arginine centrale est chargée et la lysine en C-terminale est neutre (pointillés 

noir) on obtient un conformère peu structuré. On remarque que la section efficace de diffusion 

de ces deux structures est semblable, ce qui ne nous permet pas d’identifier le site de 



83

protonation d’après les données expérimentales. L’effet de la position de la charge sur la 

structure est le même pour X=Lys et His, mais dans ces cas les différences entre les sections 

efficaces de diffusion sont plus marquées (Cf. Figure III-2).   

Figure III-5 : Comparaison des structures et des sections efficaces de diffusion pour le peptide 
[RA4RA4K+2H]2+ avec les charges en position 1 et 11 (ligne noir) et 1 et 6 (pointillés noir). 

Pour X=Lys, la distribution bimodale observée expérimentalement sur le profil de section 

efficace de diffusion ne se retrouve pas dans les calculs. Il est donc difficile, pour ces 

systèmes, de conclure sur la coexistence ou non de différents conformères ceci est dû au fait 

que les sections efficaces sont très proches. 

Finalement, la structure obtenue pour X=Pro est essentiellement globulaire. La faible valeur 

obtenue expérimentalement pour la section efficace est bien reproduite par le calcul (Cf. 

Figure III-2). La proline est un acide aminé particulier puisqu’il est cyclique, ce qui lui 

confère une certaine rigidité. Cette rigidité se traduit sur le diagramme de Ramachandran par 

une valeur de l’angle Φ aux alentours de -75°, alors que l’angle Ψ est plus flexible. Ainsi les 

géométries des alanines voisines du résidu central sont contraintes, ceci apparait par une tâche 

intense aux alentours de (Φ, Ψ)=(-70°,+140°). Hormis cette contrainte locale, les angles de 

torsions pour la plupart des autres alanines sont dans une zone compatible avec une structure 

secondaire en hélice alpha. D’autre part le motif de solvatation des charges est le même que 

celui observé pour les autres peptides. C'est-à-dire que les charges portées par les chaînes 

latérales de la lysine et de l’arginine sont solvatées respectivement par la fonction acide 

carboxylique et les groupes carbonyles de la chaîne peptidique. C’est simplement la 

perturbation locale causée par de la proline qui donne une structure non hélicoïdale. 
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2. Polyglycines : 

La figure III-6 représente les profils de section efficace de diffusion (en gris) mesurés pour la 

série des polyglycines, de formule [RG4XG4K+2H]2+. Le profil expérimental du peptide avec 

X=Cys  n’est pas représenté puisque l’échantillon ne donnait pas assez de signal.  

Figure III-6 : Profils des sections efficaces de diffusion expérimentales (gris) et théoriques (noir) pour la 
série des polyglycines. (en noir pour les charges localisées en position 1 et 11, en pointillés noir pour les 

charges en position 1 et 6 seulement pour les résidus centraux basiques, et en pointillés rouge pour X=His 
avec les charges en position 1 et 11 mais avec l’autre forme tautomère de l’histidine).  

Les peptides présentent une valeur moyenne de section efficace aux alentours de 200 à 230 

Å2, donc plus petite que pour la série des polyalanines, ce qui est dû au fait que la chaîne 

latérale de la glycine est plus petite que celle de l’alanine. Comme précédemment, la plupart 
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des profils ont une largeur compatible avec la diffusion naturelle ce qui peut suggérer la 

présence d’un seul conformère. Seul le peptide avec X=His présente une distribution plus 

large, ce qui peut laisser présager plusieurs conformères. 

Les profils de section efficaces de diffusion obtenus par les simulations de REMD sont 

également présentés sur la figure III-6.  Ils présentent tous un pic unique sauf pour X=Phe, qui 

a clairement une distribution bimodale. Les largeurs des profils mesurés sont généralement en 

adéquation avec ceux calculés, même pour le peptide X=His si on considère la lysine en C-

terminale neutre. Seul le peptide avec X=Ala a un profil calculé plus large que celui obtenu 

expérimentalement. Les positions des pics sont globalement bien en accord entre les calculs et 

l’expérience. On remarque cependant que pour les peptides comportant un résidu central de 

petite taille (X=Ala, Gly, Asp et Arg), les calculs sous-estiment la valeur de la section efficace 

de diffusion. Contrairement à la série des polyalanines, où tous les peptides présentaient  une 

structure secondaire de type hélice, les polyglycines ont des structures assez différentes et 

aucune structuration secondaire n’émerge. Malgré tout, il y a une tendance globale qui va être 

illustrée par les exemples suivants. Les diagrammes de Ramachandran correspondant aux 

1000 structures obtenues à 300K ont été tracés de la même manière que pour les polyalanines. 

Des exemples sont présentés sur la figure III-7 pour les peptides avec X=Gly, Thr, Ile et Phe 

avec leurs structures de plus basses énergies. Les autres structures sont présentées dans 

l’annexe II. Dans certains cas (X=Phe et Ile) plusieurs structures sont présentées. Ces 

dernières correspondent aux différents isomères stables émergeant des simulations à 300K. Si 

on compare les diagrammes de Ramachandran à ceux obtenus pour les polyalanines, on 

remarque que les angles dihédraux s’étendent sur des plages de valeurs beaucoup plus 

grandes, ce qui montre la plus grande flexibilité des glycines. De plus, les diagrammes 

changent de manière plus significative lorsque l’on modifie l’acide aminé central X. Ce qui 

veut dire que la structuration des glycines est beaucoup moins forte. La grande variété de 

conformations donnée par les diagrammes de Ramachandran peut être expliquée par l’absence 

d’une structuration secondaire dominante, mais peut aussi provenir de la coexistence de 

plusieurs isomères. Ceci peut être tranché en regardant la valeur des angles dihedraux (Φ, Ψ)

de l’acide aminé central (en noir sur la figure III-7). Dans de nombreux cas, X=Gly et Thr par 

exemple, qui sont représentés dans la figure suivante, ces angles sont dans des régions très 

étroites du diagramme. Des analyses supplémentaires de trajectoires confirment le fait que 

chacun de ces peptides adoptent en phase gazeuse une structure bien définie correspondant à 

la structure de plus basse énergie potentielle.  
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Figure III-7: Structures les plus stables à 300K obtenues pour une sélection de peptides de la série des 
polyglycines dichargées ainsi que les diagrammes de Ramachandran correspondant. 

En observant les structures obtenues, on remarque que le facteur le plus influant sur la 

structuration des peptides est la solvatation de la charge, notamment près du groupe carbonyle 

de la liaison peptidique centrale ainsi que de la chaîne latérale de l’acide aminé central. 

Dans l’autre moitié des peptides, on observe la signature de la coexistence de plusieurs 

isomères. Ceci est bien illustré sur la figure III-7 avec le peptide où X=Phe où l’on observe 
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bien une distribution bimodale, et aussi sur la figure III-6 où l’on observe un profil très large 

pour le peptide où X=His. Pour les autres peptides la coexistence est bien visible sur les 

diagrammes de Ramachandran. Par exemple, la distribution des angles (Φ,Ψ) pour X=Ile 

présente deux nuages de point distincts. Le nuage de point centré sur la valeur (-150°,0°), qui 

inclut la structure la plus stable, correspond à une structure où la chaîne latérale de l’arginine 

protonées est parallèle à l’acide carboxylique (C-terminale) et au dessus de lui. Ces deux 

groupes protonés peuvent se trouver dans le même plan ce qui  correspond au deuxième nuage 

de points à (Φ,Ψ )=(- 60°,20°). Les deux isomères sont représentés sur la figure III-6. On 

observe un comportement similaire pour X=Gln, Leu, Met, Asn et aussi pour X=Arg et His si 

on considère l’acide aminé central chargé. Dans tous les cas, les deux principaux conformères 

suggérés par les distributions bimodales des diagrammes de Ramachandran diffèrent dans 

l’arrangement local et la solvatation de la charge de l’Arg et de la Lys et de la chaîne latérale 

de X. Enfin, le peptide ayant comme résidu central l’alanine a trois nuages de points résolus 

sur son diagramme de Ramachandran, les mêmes observations ont été faites sur X=His (Cf. 

Fig III-8).  

Figure III-8 : Diagramme de Ramachandran et structures de plus basse énergie pour le peptide 
[RG4AG4K+2H]2+.

Les conformères correspondants ont le même schéma de solvatation entre le groupement 

carboxylique et la chaîne latérale de l’arginine, par contre la solvatation de la chaîne latérale 

de la lysine par le groupement carbonyle de l’acide aminé central diffère.  
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IV. Discussion : 

Les différentes conformations adoptées par les polyglycines et les polyalanines sont régies par 

la solvatation des charges de l’arginine et de la lysine, notamment par le groupe carboxylique 

et les carbonyles, et dans une moindre mesure par la chaîne latérale du résidu central. Ceci est 

particulièrement remarquable pour les polyglycines, où différentes manières de solvater les 

charges sont rendues possibles par la flexibilité des glycines. La variété de structures 

échantillonnées à 300K reflète bien ce phénomène.  

La série des polyalanines se distingue par sa haute propension à former des hélices alpha, 

hormis pour le cas où X=Pro. Les différences entre ces peptides proviennent de la solvatation 

des charges qui diffère en fonction de la chaîne latérale de l’acide aminé central. Ainsi, la 

longueur de l’hélice dépend de l’acide aminé central. Si on compare les hélices obtenues, en 

excluant le peptide avec X=Pro, avec la propension à faire des hélices15 pour les acides 

aminés centraux on remarque qu’il n’y a pas de corrélation. D’après les résultats, la longueur 

des hélices pour X=Trp est de 7 mais seulement de 5 pour X=Glu, alors que l’acide 

glutamique donne plus facilement des hélices que le tryptophane.  

Les structures similaires obtenues pour les polyalanines suggèrent que les différences de 

sections efficaces de diffusion dépendent de la taille du résidu central. Le volume (V) de la 

plupart des acides aminés (tous sauf Arg, His et Cys) a été déterminé par Couterman et al.16.

La figure IV-1 représente les sections efficaces mesurées pour chaque peptide en fonction de 

V. Pour le cas où X=Lys, nous observons une distribution bimodale avec le pic le plus intense 

qui est noté K et l’autre K*. Nous observons une distribution linéaire sauf pour K* et P, ces 

deux derniers sont exclus de la régression linéaire. Pour X=Arg, His et Cys, les volumes ne 

sont pas connus, la relation linéaire nous a permis d’estimer leurs volumes. Nous obtenons 

pour V(Arg)=130Å3, V(Cys)=90 Å3, V(His)=125 Å3, avec une incertitude de 30%. Pour les 

polyglycines (Cf. Figure IV-2), la corrélation est nettement moins bonne. Ceci provient du fait 

que les glycines sont très flexibles et que la chaîne latérale de l’acide aminé central peut 

modifier la structure global. On remarque que pour des résidus centraux dont les chaînes 

latérales sont assez similaires chimiquement, on obtient parfois des structures assez 

différentes. Ceci est bien illustré sur les mesures de sections efficaces pour les peptides basés 

sur X=Asp et Glu. Les distributions obtenues pour X=Tyr, Trp sont en revanche assez 

similaires expérimentalement. Pour X=Phe on voit une structure plus compacte présente sur le 

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

Figure IV-2 : Corrélation entre la section efficace mesurée et le volume des acides aminés pour les 
polyglycines, les lettres représentent les acides aminés centraux.  

Pour ce peptide, les calculs correspondent à l’expérience, pour le second pic sur le profil en 

section efficace  ce qui indique que l’on a la présence de conformères métastables. Pour les 

peptides où les simulations sont en bonne corrélation avec les résultats expérimentaux, les 

structures extraites à 300 K ont été analysées de manière plus précise en traçant leur énergie 

potentielle en fonction de leurs sections efficaces de diffusion. 

La figure IV-2 représente la corrélation entre la section efficace de diffusion et l’énergie 

potentielle instantanée pour 1000 structures représentatives des peptides suivants, 

[RA4IA4K+2H]2+ (a) et  [RG4IG4K+2H]2+ (b). Sur ce même graphique est aussi représentée la 

corrélation entre la section efficace de diffusion et l’énergie potentielle de ces 1000 structures 
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après optimisation. On remarque que pour le peptide (a) on filtre  768 structures après 

optimisation alors que  pour le peptide (b) on en filtre seulement 231. Ceci provient du fait 

que la chaîne latérale des glycines est composée seulement d’un hydrogène, ainsi une  seule 

orientation est possible. En revanche pour les polyalanines, la chaîne latérale composée du 

groupement CH3 a des orientations différentes possibles, ce qui augmente le nombre de 

conformation. Ceci se traduit par un potentiel comportant beaucoup de minimum locaux 

correspondant aux différents réarrangements possibles des chaînes latérales.  

En ce qui concerne la forme du potentiel des structures optimisées, pour le peptide (a) on a un 

puit de potentiel assez étroit correspondant à des structures correspondant à 239Å2. Par contre 

pour le peptide (b) on a un potentiel assez plat où les structures sont comprises entre 208 et 

218 Å2 avec une énergie potentielle assez proche. 

Figure IV-3 Energie potentielle en fonction des sections efficaces de diffusion  pour une série de 1000 
configurations (a) [RA4IA4K+2H]2+ et (b) [RG4IG4K+2H]2+, échantillonnée à 300 K. Les structures 

instantanées et optimisées sont respectivement en croix noir et en rond rouge. 

Ces résultats expliquent les observations faites sur la différence entre les polyalanines et les 

polyglycines. C'est-à-dire, la difficulté de reproduire l’expérience par les calculs à cause des 

différences relative d’énergie de structures de plus basse énergie. 
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V. Conclusion : 

La méthode de calcul utilisée est en très bon accord avec les expériences, ce qui valide cette 

approche. Le champ de force est bien adapté pour les polyalanines. Par contre, en ce qui 

concerne les polyglycines le choix de la structure de plus basse énergie est plus compliqué 

étant donné la coexistence de nombreux conformères ayant des énergies très proche.  

Cette étude nous a permis de déterminer le volume de certains acides aminés qui n’étaient pas 

dans la littérature (Arg, Cys et His). Ces résultats permettent aussi de mieux appréhender les 

facteurs qui stabilisent les structures en phase gazeuse comme la solvatation des charges. Ces 

systèmes, dont la structure en phase gazeuse a pu être déterminée, peuvent servir de systèmes 

modèles dans des études résolues en conformation. Notamment sur l’étude l’influence de la 

structure de ces  peptides sur leur abondance d’ion produit par dissociation induite par capture 

d’électron (ECD)17.
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Appendice A : Simulations numériques : 

Les simulations numériques se déroulent en deux parties distinctes, la première permet de 

générer des structures pertinentes et la seconde permet de déterminer les sections efficaces de 

diffusion de ces dernières. 

 1-Génération de structures pertinentes : 

Pour générer des structures, la méthode choisie a été la dynamique moléculaire couplée au 

champ de forces AMBER99. Cette méthode permet de faire une étude dynamique des 

systèmes étudiés. Pour pouvoir explorer la paysage conformationnel nous avons utilisé la 

méthode d’échanges de répliques. Dans cette méthode, différents calculs de dynamique 

moléculaire sont réalisés à différentes températures en parallèle. Aléatoirement des échanges 

entre les répliques sont effectués comme représentées sur la figure suivante. 

Figure 1 : Schéma des échanges de répliques. 

Nous allons maintenant expliciter la méthode d’échanges de répliques (Sugita et al1).

Soit un système composé de N atomes de masse mk(k=1,….,N) avec leurs vecteurs de 

positions et vecteurs de quantité de mouvement écrits de la manière suivante, { }Nqqq ,....,1≡

et { }Nppp ,....,1≡ . L’hamiltonien H(q,p) du système est donné par la somme de l’énergie 

cinétique K(p) et de l’énergie potentiel E(q) : 
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Dans l’ensemble canonique à la température T, chaque état ( )pqx ,≡  avec l’hamiltonien 

H(q,p) est pondéré par le facteur de Boltzmann : 
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Où β, la température inverse, est définie par TkB1=β  (avec kB la constante de Boltzmann). 

L’énergie cinétique moyenne à la température T est donnée par, 
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L’ensemble généralisé pour l’échange de répliques consiste en M copies (ou répliques) sans 

interactions du système original dans l’ensemble canonique à M températures différentes Tm

(m=1,….,M). Les répliques sont disposées de telle manière qu’il n’y a qu’une réplique pour 

une température donnée. Ainsi il n’y a qu’une seule correspondance entre les répliques et les 

températures ; si on prend l’indice i(i=1,....,M) pour les répliques et m(m=1,….,M) pour les 

températures, à un instant donné si l’on connait la température on peut connaître la réplique et 

vice versa : 
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Où f (m) est la fonction de permutation de m et f -1(i) est son inverse. 
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1 ,....,,...., ==  permettant de définir l’état du système dans 

l’ensemble généralisé. Dans [ ]i
mx  l’exposant et l’indice décrivent respectivement la réplique et 
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la température. L’état X est définit par M séries de coordonnées q[i] et de quantité de 

mouvement p[i] des N atomes de la réplique i à la température Tm :

[ ] [ ] [ ]( )m
iii

m pqx ,≡   Eq. 6 

Puisque les répliques sont indépendantes, le facteur de pondération pour l’état X dans 

l’ensemble généralisé est donné par le produit du facteur de Boltzmann pour chaque réplique 

(ou à chaque température) : 
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Où i(m) et m(i) est la fonction de permutation définie dans l’Eq.5.  

Nous allons maintenant considérer un échange d’une paire de réplique dans l’ensemble 

généralisé. L’échange va être réalisé entre une réplique i et j qui correspondent aux 

températures Tm et Tn,
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Ici i, j, m et n sont relatifs à la fonction de permutation décrite dans l’Eq. 5., l’échange de 

répliques introduit une nouvelle fonction de permutation f ’ : 
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L’échange de répliques peut être écrit de manière plus détaillé par, 
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  Eq. 10 

Le processus est équivalent si l’on échange les paires de températures Tm et Tn pour les 

répliques correspondantes i et j comme présenté dans l’équation suivante, 
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Pour tenir compte du changement de température lorsque l’on échange de répliques il faut 

réajuster les vitesses et donc l’énergie cinétique par le biais de la quantité de mouvement 

comme montré dans l’équation suivante, 
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Cette équation permet de satisfaire l’Eq. 4. 

Pour que le processus d’échange converge vers une distribution d’équilibre, il suffit d’imposer 

une condition de balance impliquée sur la probabilité de transition :)'( XXX →

)'()'()'()( XXwXWXXwXW REMREM →=→   Eq. 13 
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Où,

[ ] [ ] [ ]))()(( ji
mn qEqE −−≡Δ ββ   Eq. 15 
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Et i, j, m et n sont relatifs aux permutations avant l’échange (Eq. 5) 

)(),( nfjmfi ==   Eq. 16 

Cette dernière doit être respectée en utilisant, par exemple, le critère Metropolis, 
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Où [ ] [ ])( j
n

i
m xxw est l’échange de répliques (ou de températures) écrit de manière explicite. Nous 

supposons que β1< β2<…< βM. Une simulation d’échanges est réalisée en alternant les deux 

étapes suivantes : 

1-Chaque répliques dans l’ensemble canoniques à une température fixe est simulées de 

manière simultanées et indépendantes pour un certain pas de dynamique moléculaire. 

2-Une paire de répliques à des températures voisines, [ ]i
mx  et [ ]j

mx 1+ , sont échangées avec la 

probabilité [ ] [ ] )( 1
j

m
i

m xxw + dans l’Eq. 17. Des répliques voisines sont échangées car le taux 

d’acceptation de l’échange décroit exponentiellement avec la différence de deux βS (Cf. Eq.17 

et 19). Il faut également noter que si un échange de réplique est accepté dans l’étape 2, la 

fonction de permutation (Eq. 5) est actualisée. 

Le principal avantage de l’échange de répliques par rapport aux autres méthodes d’ensemble 

généralisé comme les algorithmes multicanoniques2 et les températures simulées3,4 vient du 

fait que le facteur de pondération est a priori connu (Eq. 7), alors que dans les méthodes citées 

précédemment la détermination des facteurs de pondération est très fastidieuse et couteuse en 

temps de calculs. Pour une performance optimale de l’échange de répliques on doit toujours 

choisir une distribution de températures appropriées. 

La valeur canonique attendue de la quantité physique A à la température Tm (m=1,….,M) peut 

être calculée en utilisant l’équation suivante, 
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Où Nsim est le nombre total de mesures effectuées pour chaque réplique, );(1 tif − est la 

fonction de permutation de l’Eq.5 à la mesure tth, et lk ,δ  est la fonction delta de Kronecker. 

Quand on s’intéresse à la température d’échange, l’équation précédente peut s’écrire de la 

manière suivante, 
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En ce qui concerne la valeur attendue pour une température intermédiaire, une méthode de 

repondération par histogramme multiple5,6 est utilisée. Nous supposons que nous avons fait R 

simulations indépendantes à R températures différentes. Soit Nm(E) et nm qui sont 

respectivement l’énergie de l’histogramme et le nombre total d’échantillons obtenue dans le 

calcul mth. (En échange de répliques nm=Nsim) La valeur attendue pour la quantité physique A 

à n’importe quelle température intermédiaire T=1/kBβ est donné par, 
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Et,

∑=−

E
m

f EPe m );( β    Eq. 22 

Ici, 
mmg τ21+=  et τm est le temps d’autocorrélation intégré à la température Tm.
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Le protocole détaillé de calcul utilisé est présenté ci-après. La structure de départ est une 

structure complètement dépliée. La première partie du calcul permet d’obtenir la structure de 

plus basse énergie. Ensuite une seconde étape permet de refaire de la REMD à des 

températures proches de 300K (température de travail). 1000 structures sont extraites à 300K. 

Figure 2 : Protocol du calcul. 

 2-Détermination des sections efficaces de diffusion : 

Dés lors ou l’on a généré des structures il faut déterminer leur section efficace de diffusion. 

Pour cela on utilise un calcul de trajectoire par dynamique moléculaire en utilisant un 

potentiel de type Lennard-Jones (Cf. Chapitre 1). Cette méthode permet d’extraire les sections 

efficaces de diffusion des différentes structures. On peut donc ensuite obtenir le profil en 

section efficace de diffusion à la température d’interêt (300K pour notre expérience). 
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I. Introduction : 
Nous allons dans ce chapitre étudier un peptide appartenant à la partie transmembranaire de la 

protéine M2 du virus de la grippe A1,2. In vivo la protéine M2 est impliquée dans un canal à 

protons3,4 situé dans la partie transmembranaire du virus. Ce canal ionique est composé d’un 

tétramère de la protéine M25. L’intérêt d’étudier cette protéine est double.  

C’est une protéine d’enveloppe qui joue donc un rôle important dans le processus de 

reconnaissance du virus par les anticorps de l’hôte (bien que cette dernière soit minoritaire en 

comparaison des autres protéines d’enveloppe tel que l’hémagglutinine et la neuraminidase). 

Le canal à protons est vital pour la réplication du virus (Cf. Fig I-1). En effet, une fois la 

particule virale dans le cytoplasme de la cellule hôte, l’ARN viral doit être libéré dans le 

milieu intracellulaire afin d’être traduit et transcrit grâce à la machinerie cellulaire de l’hôte. 

La protéine M2 va permettre le passage de protons à l’intérieur de la particule virale et ainsi 

diminuer son pH. Ceci a pour effet la fusion des membranes virales et de celle de l’endosome 

et permet la libération de l’ARN dans la cellule hôte.  

Figure I-1 : Schéma de réplication du virus : a) infection, b) attachement du virus à la membrane 

cellulaire de l’hôte, c) endocytose : entrée du virus dans la cellule hôte, d) transfert de proton via la 

protéine M2, fusion de la membrane virale, e) importation dans le noyau du génome viral, f) réplication, 

g) transcription, h) traduction. 

Différents médicaments ont été développés pour inhiber cette protéine, comme l’Amantadine 

et la Rimantadine qui agissent sur la porte6-8 du canal à protons (H16 et W20). Cette porte 
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activée (par un changement de conformation des hélices) permet de réguler le débit au sein du 

virus. En inhibant le canal ionique du virus9 les médicaments permettent d’éviter la 

réplication ce qui limite l’infection. Cependant des observations ont mis en évidence que des 

mutations au sein de la protéine M2 rendaient les traitements cités inefficaces10. Ce qui 

suggère que ces mutations peuvent affecter la stabilité de la structure de la protéine. 

Des études en RMN ont suggéré, pour le peptide auquel nous nous sommes intéressés, une 

structure hélicoïdale (PDB11:1NY) avec un pas d’hélice d’environ 3.6 acides aminés et un 

nombre de 5 boucles (Cf. Fig. I-2). 

Figure I-2 : Structure du monomère M2TMP déterminée par RMN liquide et solide (PDB11 : 1NY). 

Le second intérêt de cette étude est, comme nous le verrons dans les résultats de ce chapitre, 

que ce peptide constitue un excellent modèle de système bistable avec une compétition entre 

structure en hélice et structure en globule. Il peut donc être utilisé pour étudier la compétition 

entre ces deux structures ainsi que l’influence de la structure sur d’autres propriétés physico-

chimiques du peptide. Nous nous sommes intéressés à la stabilité de la structure en hélice du 

monomère par rapport à des mutations de séquence. Nous présenterons d’abord quelques 

résultats12 obtenus sur ces mutants par spectrométrie de masse couplée à la capture d’électron 

dissociative13,14 (ECD) au laboratoire de spectrométrie de masse biomoléculaire de l’EPFL 

(groupe de Yury Tsybin). Les résultats obtenus par mobilité ionique couplée à la 

spectrométrie de masse comparés à des calculs de dynamique moléculaire couplée à l’échange 

de réplique (REMD) seront présentés. 

Nous discuterons des structures obtenues par le calcul avec les résultats expérimentaux. Puis 

nous parlerons du fait que les structures observées peuvent s’être dépliées durant leur 

diffusion dans le tube de mobilité ionique. Enfin, nous essaierons de corréler les résultats 

obtenus par mobilité ionique avec les résultats de fragmentation obtenus par ECD. L’étude de 

l’influence de la structure secondaire d’un peptide sur sa fragmentation était l’une des 

motivations de ce travail, les résultats qui avaient été obtenus en ECD sont présentés au début 

de ce chapitre. 
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II. Systèmes étudiés : 
Les différents variants étudiés ainsi que le peptide naturel (wild type) sont présentés dans le 

tableau 1. Ils ont été obtenus par synthèse peptidique (FMOC). Un travail important de 

synthèse a été mis en œuvre dû à la grande taille du système (25 acides aminés). Dans la 

plupart des cas un seul acide aminé a été muté (sauf pour le dernier peptide où deux acides 

aminés ont été mutés). Ces mutations permettent de modifier (i) la position des sites basiques, 

(ii) la flexibilité de la chaîne et (ii) de substituer des sites acides par des sites basiques.  

R@D3 et G@H16S-S-R-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-G-L-I-L-W-I-L-D-R-L

N@D3S-S-N-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

N@S10S-S-D-P-L-V-V-A-A-N-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

A@V6S-S-D-P-L-A-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

R@D3S-S-R-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

G@H16S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-G-L-I-L-W-I-L-D-R-L

G@V7S-S-D-P-L-V-G-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

L@G13S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I-L-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

Wild typeS-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

R@D3 et G@H16S-S-R-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-G-L-I-L-W-I-L-D-R-L

N@D3S-S-N-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

N@S10S-S-D-P-L-V-V-A-A-N-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

A@V6S-S-D-P-L-A-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

R@D3S-S-R-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

G@H16S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-G-L-I-L-W-I-L-D-R-L

G@V7S-S-D-P-L-V-G-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

L@G13S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I-L-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

Wild typeS-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L

Tableau 1 : Séquences et noms des peptides étudiés.
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III. Résultats préliminaires obtenus par ECD :  

1. Dispositif expérimental : 

L’expérience est présentée figure III-1. Cette expérience12 se trouve au Laboratoire de 

Spectrométrie de Masse Biomoléculaire (LSMB) à l’Ecole Polytechnique Fédérale de 

Lausanne (EPFL). Elle est constituée d’une source electrospray, d’optiques de transfert, d’un 

piège quadripolaire linéaire (LTQ) et d’une cellule à résonnance cyclotronique (ICR). 

L’aimant supraconducteur utilisé permet d’atteindre un champ magnétique de 12T.  

Figure III-1 : Schéma de l’expérience LTQ-FTICR. 

2. Principe de l’ECD : 

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

expériences d’ECD. Le mécanisme de fragmentation est présenté sur la figure III-2. 

Figure III-2 : Schéma de fragmentation par ECD. 

12T
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Le bombardement avec des électrons lents (3eV) permet la capture d’électron par l’ion. L’ion 

formé après capture a un nombre impair d’électrons ce qui crée un ion radicalaire peu stable. 

Cet ion radicalaire va se fragmenter par recombinaison. Cette technique permet de fragmenter 

de manière spécifique les ions13,14 puisque le mécanisme mis en jeu est dit non-ergodique. 

C'est-à-dire que l'énergie apportée par la recombinaison n'est pas redistribuée sur l'ensemble 

de la molécule et conduit à une fragmentation non statistique. 

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

mécanisme de fragmentation agit sur la liaison N-Cα.

3. Résultats : 

Les mesures en ECD ont été faites sur l’état de charge +3. Les spectres de masse obtenus 

après fragmentation du peptide naturel sont présentés dans la figure III-3. 
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Figure III-3 : Spectre de masse obtenu par fragmentation ECD de l’ion précurseur [M+3H]3+ pour le 

peptide naturel (wild type). 

Comme nous l’avons dit précédemment, les ions produits par ECD sont de types c et z. Les 

résultats sont traités de la manière suivante : l’intensité relative des ions c et z pour chaque 

résidu est calculée par rapport à l’ion parent. Ces résultats sont tracés sous forme 

d’histogrammes. Des profils de fragmentations différents sont observés selon les mutations 

réalisées. Ceci peut être soit dû au fait que la mutation induit une différence de structure et 

donc un schéma de fragmentation différent, ou alors que la nature des acides aminés mutés 
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intervient directement sur les profils de fragmentations. La figure III-4 présente deux profils 

de  fragmentation correspondants au peptide naturel et au variant G@H16. Les autres profils 

de fragmentation sont présentés annexe III. 
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Figure III-4 : profils de fragmentation par ECD sur l’ion parent [M+3H]3+ pour le peptide naturel et le 

peptide G@H16. 
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On remarque bien deux profils de fragmentation différents. Dans cet exemple le variant 

G@H16 induit un changement de la localisation de la charge. En effet un acide aminé basique 

est substitué par un acide aminé non basique.  

IV. Résultats de mobilité ionique : 

1. Protocole expérimentaux et théorique : 

Les outils utilisés dans ce chapitre IM-MS et REMD sont les mêmes que dans le chapitre III. 

Après leurs synthèses les différents peptides ont été stockés dans des solutions à 1mM dans 

l’eau. Les solutions utilisées pour les analyses par IM-MS sont à 100μM dans 50/50 eau 

méthanol avec 0.1% d’acide acétique. 

Les calculs REMD permettent d’obtenir une distribution en section efficace de diffusion 

théorique. Il y a des différences avec l’étude sur les polyalanines et polyglycines sur la 

comparaison entre les sections efficaces de diffusion théorique et expérimentale. Dans le 

chapitre II nous avons vu les limites de notre méthode. En effet, le potentiel utilisé (AMBER 

99) reproduit mal les interactions telles que ion/dipôle, effets coopératifs, et effets longue 

distance. Ceci sera encore plus vrai pour des systèmes de grandes tailles triplement chargés. 

Cependant la taille des systèmes (25 acides aminés) ne rend pas envisageable l’utilisation 

champs de forces polarisables implémentés dans certains codes tels que Tinker (Amoeba) ou 

MDVRY (polarisation de Thole).  

2. Résultats expérimentaux: 

Le peptide naturel ainsi que les huit variants synthétisés ont été analysés par IM-MS. Des 

calibrations (comme décrites dans le chapitre I) ont été faites (de7.7V/cm à 3.7V/cm avec un 

pas de 0.5V/cm) pour chacune des espèces afin de remonter directement à la section efficace 

de diffusion. La Figure IV-1 présente quelques exemples de spectres de masse obtenus. 

Différents états de charge sont visibles, le 2+,3+ et 4+ qui constituent les pics majoritaires.  
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Figure IV-1 : Spectres de masse du peptide naturel et de deux variants. 

D’autres pics minoritaires dus aux produits de réactions secondaires de la synthèse peptidique 

sont également visibles. Le peptide naturel comporte trois fonctions basiques qui sont des 

sites de protonation possibles : la fonction amine du N-terminale ainsi que les résidus H16 et 

R24. Pour les autres variants les sites basiques sont les mêmes sauf pour R@D3 où il y a un 

site basique supplémentaire (R3). Pour G@H16 il y a un site basique (H16) en moins. La 

figure IV-2 présente une carte 2D-IM-MS de R@G3 avec les projections de temps de 

diffusion des ions 2+,3+ et 4+. Les expériences présentées ont été réalisées pour des 

conditions de tube de : 273K, 7.7V/cm, 12Torr d’Hélium. 
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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 vol), en abscisses le profil en temps de diffusion en 

seconde. 

Nous nous sommes intéressés dans cette étude à l’état de charge +3 : d’une part c’est celui qui 

a été utilisé dans les expériences d’ECD et d’autre part c’est celui qui correspond aux pics les 

plus intenses. De plus pour les calculs il y a moins d’ambiguïtés que sur l’état de charge +2 

pour placer les charges. Pour l’état de charge 4+ la répulsion contraint trop le peptide pour 

faire des observations sur les changements de structure induit par les mutations. Pour l’état de 

charge +2 le signal est trop faible. 

La figure IV-3 présente les profils en section efficace de diffusion pour le peptide naturel et 

les huit variants. 
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Figure IV-3 : Profils de section efficace de diffusion pour le peptide naturel et les variants. 

Les profils obtenus montrent que la mutation d’un acide aminé peut induire des changements 

importants dans les profils de section efficace. Deux séries de pics ressortent de cette figure. 

Aux alentours de 500Å2 on observe un profil asymétrique et particulièrement large (Cf. fin du 

chapitre). A environ 600 Å2 on observe un profil symétrique et assez fin.  

Les différents variants peuvent être rangés en trois familles en fonction des profils observés : 

-G@V7 et N@S10, seul le profil aux alentours de 500 Å2 est observé. 

-G@H16 et R@D3, seul le profil aux alentours de 600 Å2 est observé. 

-Les autres peptides présentent les deux pics plus ou moins 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 peptide naturel et les quatre premiers variants 

(L@G13, G@V7, G@H16, R@D3). Pour les deux premiers (L@G13 et G@V7) les charges 

ont été placées sur le N-terminale, l’arginine et l’histidine. Pour G@H16 les deux premières 

charges sont localisées aux mêmes endroits que précédemment et la troisième charge est 

portée par la proline. Enfin pour R@D3 deux cas ont été simulés : dans les deux cas les deux 

arginines sont protonées, dans le premier c’est le N-terminale qui est chargé, dans le second 

c’est l’histidine.  

La figure IV-4 montre les profils calculés pour les différents variants. On remarque qu’il y a 

quatre familles de sections efficaces différentes. Vers 615 Å2 pour le peptide naturel et R@D3 

(RHR), vers 560 Å2 pour L@G13 et G@V7, vers 540 pour R@D3 (N-terRR) et vers 500 pour 

G@H16. De manière générale, la correspondance entre calculs versus expériences pour un 

peptide donné n'est pas satisfaisante. Par contre les calculs fournissent des repères en section 

efficace qui permettent d’assigner un type de structure  aux deux familles déterminées 

expérimentalement. En effet on trouve des structures vers 500 Å2 et vers 600 Å2 comme 

observées expérimentalement (Cf. Fig. IV-3). 
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Figure IV-4 : Profils calculés par REMD pour le peptide naturel ainsi que quatre variants. 
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Les structures correspondantes aux profils calculés sont présentées sur la figure IV-5. Les 

sections efficaces les plus élevées sont obtenues lorsque le peptide est en hélice-α sur une 

large part de sa séquence. Les plus faibles correspondent à des structures globulaires. En ce 

qui concerne les structures intermédiaires, elles comportent des portions en hélice- α et 

repliées sur les extrémités. Plus la proportion d’hélice est élevée plus la section efficace est 

élevée. 

Wild type
Ω=612Å2

L@G13
Ω=565Å2

G@V7
Ω=566Å2

G@H16
Ω=503Å2

R@D3 (N-ter,R,R)
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Ω=614Å2
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G@H16
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R@D3 (N-ter,R,R)
Ω=539Å2

R@D3 (R,H,R)
Ω=614Å2

Figure IV-5 : Structures tridimensionnelles les plus stables à 300K pour le peptide naturel et pour les 

différents variants. 

Si on regarde en détails ces structures, nous pouvons observer les facteurs stabilisants la 

structure secondaire de chaque peptide dans ces calculs. 

Pour le peptide naturel, la section efficace calculée est de 612 Å2 alors qu’expérimentalement 

le profil est centré à 515 Å2. Pour ce dernier la structure calculée est de type hélice avec 

l’extrémité N-terminale plutôt globulaire et un repliement de l’hélice en C-terminale. La 

structure calculée est expliquée par la solvatation des trois charges. La charge portée par le N-
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terminale est solvatée par la fonction carboxylique de l’acide aspartique (D3), l’histidine est 

solvatée par la fonction carboxylique du C-terminale et l’arginine est solvatée par le carbonyle 

de l’histidine. 

Le peptide L@G13 a une section efficace calculée de 565 Å2 alors qu’expérimentalement on 

mesure une distribution bimodale de part et d’autre de cette valeur (540 et 600 Å2). La partie 

hélicoïdale calculée est plus courte que celle obtenue pour le peptide naturel. La solvatation 

de la charge portée par l’histidine est la même que précédemment. Par contre la charge portée 

par l’arginine est solvatée par la fonction acide carboxylique 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 une section efficace de 566 Å2,

expérimentalement le profil est centré sur une valeur de 500 Å2. La structure obtenue présente 

une faible portion d’hélice avec les cotés N et C terminaux qui sont repliés. La charge de 

l’histidine est solvatée par  la fonction carbonyle de R24, celle du N-terminale par la fonction 

carbonyle de G9 et la fonction acide carboxylique de D3 ; et celle portée par l’arginine est 

solvatée par la fonction carbonyle de L22. 

Pour le peptide G@H16, les calculs proposent une structure plutôt globulaire (503 Å2) alors 

qu’on mesure une section efficace de 610 Å2 correspondant à une hélice. Pour les calculs, la 

charge présente sur H16 a été placée sur la proline (P4). La localisation des charges est très 

importante puisque c’est un facteur déterminant sur la structure obtenue. Dans ce cas on a une 

solvatation de la charge portée par le N-terminale par la fonction carboxylique du C-

terminale. Cette solvatation rend la structure très globulaire. La charge portée par l’arginine 

est solvatée par le carbonyle de l’I21 et celle portée par la proline est solvatée par la fonction 

carboxylique de D3.  

Enfin pour R@D3 deux cas ont été simulés, il semblerait qu’un des deux soit plus en accord 

avec l’expérience, il s’agit de la protonation RHR. Cette structure correspond à une hélice 

légèrement déformée en C-terminale. Pour cette structure les charges sont solvatées par des 

résidus qui sont proches, ce qui déforment moins la structure du peptide. En effet R3 est 

solvaté par la fonction alcool de S2, R24 par la fonction carbonyle d’I21 et H16 par les 

fonctions carbonyles d’I12 et de G13. 

Ces résultats nous permettent d’observer qu’un des facteurs les plus influant sur la structure 

secondaire est la solvatation des charges. Le tableau qui suit présente les séquences avec les 

parties hélicoïdales calculées, la solvatation des charges ainsi que les sections efficaces 

mesurées et calculées. 
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610Å2539Å2R@D3
(N-terRR)

+S-S-R+-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R+-L

610Å2614Å2R@D3
(RHR)

S-S-R+-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H+-L-I-L-W-I-L-D-R+-L

610Å2503Å2G@H16+S-S-D-P+-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-G-L-I-L-W-I-L-D-R+-L

500Å2566Å2G@V7+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

520Å2 et 600Å2565Å2L@G13+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

515Å2612Å2Wild type+S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H+-L-I-L-W-I-L-D-R+-L

Ω
expérimentale

Ω
calculée

NomSéquence

610Å2539Å2R@D3
(N-terRR)

+S-S-R+-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R+-L

610Å2614Å2R@D3
(RHR)

S-S-R+-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H+-L-I-L-W-I-L-D-R+-L

610Å2503Å2G@H16+S-S-D-P+-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-G-L-I-L-W-I-L-D-R+-L

500Å2566Å2G@V7+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

520Å2 et 600Å2565Å2L@G13+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

515Å2612Å2Wild type+S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H+-L-I-L-W-I-L-D-R+-L

Ω
expérimentale

Ω
calculée

NomSéquence

Tableau 2 : Tableau récapitulatif du peptide naturel ainsi que des variants pour lesquels les calculs ont été 

réalisés. Les positions des charges pour le calcul sont indiquées en rouge. Les flèches noires sous les 

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

hélicoïdales des peptides. Les deux dernières colonnes présentent respectivement les sections efficaces 

calculées et mesurées. 

V. Discussion : 

1. Comparaison des calculs avec les expériences : 

Lorsque l’on veut simuler des systèmes de la taille de ces peptides (25 acides aminés) il 

commence à être difficile d’explorer toute la surface de potentiel correspondant au paysage 

conformationel. De plus le champ de force utilisé (AMBER99) ne prend pas en compte la 

polarisation, les effets à longues distances ni les effets coopératifs. Ceci limite la qualité des 

énergies calculées. Connaissant les limitations de cette méthode, il est toutefois possible 

d’utiliser les résultats des calculs pour attribuer le pic à environ 500Å2 à des structures 

globulaires et le pic à environ 600 Å2 à des hélices partiellement repliées.  

Ainsi : 

-Pour G@V7 et N@S10 en phase gazeuse, on observe des structures plutôt globulaires. 

-Pour G@H16 et R@D3, on observe des structures plutôt en hélices. 
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-Pour les autres pics, on observe une compétition entre hélices et globules. 

Suite aux résultats des calculs et au désaccord pour une séquence donnée entre expérience et 

théorie il est apparu intéressant de développer un algorithme qui permet de contraindre le 

système à explorer une zone qu’on lui impose et qui favorisera l’exploration des structures 

observées expérimentalement. Pour cela un potentiel « parapluie»15 (Umbrella) a été utilisé, 

ce dernier s’écrit sous la forme ( )22
0

221)( ggbiais RRkRV −= . Il agit sur le rayon de giration 

qui est lié à la section efficace de diffusion comme représenté sur la figure V-1. 
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Figure V-1 : Corrélation entre section efficace de diffusion et rayon de giration. Chaque nuage de point 

représente les milles configurations obtenues par les simulations guidées. 

En utilisant les résultats expérimentaux de la mobilité, on peut définir un rayon de giration 

« expérimentale » et l’imposer pour les simulations. Ceci peut permettre d’explorer des zones 

qui ne l’auraient peut être pas été avec un calcul non contraint. L’utilisation du rayon de 

giration pour contraindre la structure par rapport aux résultats expérimentaux a été choisie 

parce que le calcul de section efficace de diffusion est long à être réalisé, ce qui n’est pas 

compatible avec les simulations. Nous allons présenter quelques résultats préliminaires 

obtenus avec cette technique. Deux cas vont être présentés. 

Le premier concerne le peptide G@H16 qui a une section efficace mesurée de 610 Å2 et une 

section efficace calculée de 503 Å2. Dans ce cas ont force le système à explorer les sections 

efficaces plus grandes.  La figure V-2 présente le profil 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 contrainte à 590 Å2, structure la plus stable (en haut) et 

de part et d’autres deux structures correspondant à une section efficace faible (gauche) et élevée (droite). 

On remarque que sur ce système même si on force la simulation à explorer vers les hautes 

sections efficaces l’obtention d’une hélice qui correspondrait à la section efficace mesurée est 

difficile. Sur les différentes structures on remarque que le principal effet qui perturbe une 

structuration de type hélice est la solvatation de la charge en N –terminale. Il est possible que 

les choix de position de charges pour le calcul ne soit pas bon. On a remarqué  précédemment 

que dans les simulations non guidées la charge portée par la proline était solvatée par la 

fonction carboxylique de D3, or cette même fonction carboxylique solvatait la charge portée 

par le N-terminale sur le peptide naturel. Il est possible que la proline ne soit pas chargée en 
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réalité mais que ça soit le tryptophane. De nouvelles simulations en changeant la place des 

charges doivent être réalisées. 

Le second exemple choisi est pour le peptide naturel. C’est le cas inverse que précédemment, 

nous allons contraindre le rayon de giration afin d’explorer les faibles valeurs en sections 

efficaces. En effet la section efficace mesurée est de 515 Å2 alors que par le calcul on obtient 

612 Å2. La figure V-3 présente le profil de section efficace calculé ainsi que deux structures 

représentatives. 
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Figure V-3 : Profil de section efficace de diffusion calculé pour une contrainte à 400 Å2 et structures 

représentatives des simulations, 518 Å2 pour la structure de gauche et 540 Å2 pour la structure de droite. 

Dans ce cas on arrive à des valeurs proches de celles mesurées. Les structures présentent un 

autre schéma de solvatation des charges. Pour la structure de gauche (518 Å2) la charge portée 

par le N-terminale est solvatée par le carbonyle d’I14, H16 par la fonction carboxyle du C-

terminale et R24 par le carbonyle de H16. Seule la solvatation du N-terminale est modifiée 
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mais les changements structuraux sont importants. Pour la structure de droite (540 Å2) la 

solvatation des charges est quasiment la même que dans les simulations non guidées sauf pour 

H16 qui est solvatée dans ce cas par le carbonyle d’I12. La solvatation de la charge n’est donc 

pas le seul facteur influant sur la structure tridimensionnelle des peptides. Dans cet exemple 

on observe que les simulations guidées sont intéressantes et permettent d’obtenir des 

structures qui n’avaient pas été trouvées par les calculs standards. Pour les systèmes de grande 

taille, dont la surface de potentielle ne peut pas être explorée efficacement, une méthode 

généralement utilisée consiste à générer de nombreuses structures et choisir parmi celles de 

plus basse énergie, celle qui correspond à la section efficace de diffusion mesurée. Nous 

proposons, avec les simulations guidées, une méthode alternative. 

En résumé, les résultats des calculs ont permis d’identifier les deux familles observées 

expérimentalement : celle aux alentours de 500 Å2 qui correspond à une structure avec une 

faible proportion hélicoïdale et les deux extrémités N et C-terminales qui sont globulaires et 

celle à 600 Å2 qui correspond à une hélice légèrement déformée en C-terminale. Les 

simulations guidées ont permis d’améliorer l’accord entre expérience et théorie séquence par 

séquence. Pour certaine espèce comme le peptide G@H16 même en biaisant le calcul il est 

difficile d’obtenir une structure correspondant à l’expérience. Comme il a été dit 

précédemment, la localisation des charges est très importante en phase gazeuse, puisque leurs 

solvatations est un facteur important qui influe sur la structure globale. Dans ce cas une erreur 

sur la localisation des charges a peut être été commise. Par contre pour le peptide naturel, les 

simulations guidées ont permis d’obtenir des structures qui ont des sections efficaces proches 

de celles observées. 

Les structures observées expérimentalement tendent à montrer que la structure hélicoïdale est 

stabilisée lorsque l’on modifie les sites de protonation, (i) mutation d’un acide aminé basique 

pour G@H16 et (ii) ajout d’un acide aminé basique pour R@D3. Ces deux exemples 

confirment l’importance de la localisation des charges sur la stabilité d’une hélice en phase 

gazeuse. La répartition régulière des charges favorise les hélices 16, grâce à une solvatation 

régulière des charges par les acides aminés localisés à proximité et également grâce à la 

répulsion entre les charges qui favorise des structures étendues. Par exemple dans le cas de 

R@D3, la solvatation de R24 et de H16 se fait par des groupes carbonyles de résidus se 

trouvant à 3 ou 4 résidus d’écart (correspondant au pas de l’hélice). En ce qui concerne R3 il 

est solvaté par la fonction alcool de la S2. Par contre, lorsque les charges sont proches les 

unes des autres cela impose une solvatation de ces charges par des acides aminés éloignés. 

Ceci est observé dans l’exemple où G@H16, en effet le N-terminale et la proline sont 



112

proches, ainsi le N-terminale est solvaté par le C-terminale ce qui déstabilise complètement la 

structure. 

2. Forme des profils expérimentaux de section efficace : 

Les profils expérimentaux obtenus ont pour la majorité deux pics, sauf pour G@H16 et 

R@D3 qui ont clairement un profil correspondant à une structure hélicoïdale avec un seul pic. 

L@G13 présente une distribution bimodale équilibrée. Pour les autres variants les 

distributions sont moins claires mais ils ont toujours un léger pic aux alentours de 600 Å2

moins peuplé que le pic principal. Ces profils ressemblent à des profils caractéristiques d’un 

changement de conformation durant la diffusion dans le tube de mobilité ionique. Hudgins et 

al.17 ont déjà observés cela sur des nano-cristaux de chlorure de sodium. Pour simuler le 

profil, on suppose que A0 ions ont initialement la structure A, B0 la structure B, et qu’une 

partie de B se transforment en A au cours de la diffusion. Les ions se transforment avec une 

constante de temps k. 
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La fonction Φ(t) représente la distribution en temps de diffusion pour deux isomères A et B. 

Elle est composée de deux fonction ρ(t) et g(t, t’). ρ(t) est composée de trois termes, le 

premier décrit le pic de l’isomère A, le second celui de l’isomère B et le troisième le pic 

intermédiaire correspondant à l’échange de B en A durant la diffusion dans le tube de mobilité 

ionique. La fonction g(t,t’) représente l’élargissement des pics dû à la diffusion. L représente 

la longueur du tube, va et vb les vitesses de diffusions des deux isomères, A0 et B0 les 

intensités initiales des deux isomères, D la constante de diffusion et k la constante de vitesse 

d’isomérisation.

On peut estimer la constante de temps du repliement en simulant un profil et en le comparant 

avec le profil expérimental en utilisant l’équation 1. La figure V-4 présente la simulation et le 

profil expérimental sur le peptide naturel, L@G13 et G@V7. A l’état initial on suppose une 
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structure complètement hélicoïdale (A0=0 et B0=1) qui est la structure observée pour ce 

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

l’équation précédente (pointillés rouge). 

Les petits pics de gauche pourraient être dus à des structures plus globulaires que A et celle de 

droite à des structures avec des hélices moins déformées que B. Les constantes de temps 

déterminées sont 37s-1 pour le peptide naturel, 24s-1 pour L@G13 et 45s-1 pour G@V7. Pour 

le peptide L@G13 on remarque une structure intermédiaire, ceci peut être du a deux raisons. 

Soit le conformère existe en équilibre avec les autres formes, soit il y a une inter-conversion 

plus complexe où plusieurs intermédiaires entreraient en jeu. Pour pouvoir confirmer ces 

observations il faudrait faire des expériences en faisant varier la température. Le changement 

de température modifiera la valeur de k et donc la forme du profil. On espère notamment à 

basse température « piéger » les structures initiales et à haute température n’observer que la 

structure la plus stable. Ces expériences devraient être réalisées dans un futur proche puisque 

le développement de la thermalisation du tube est en cours. Ainsi cette hypothèse pourra être 
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vérifiée ou infirmée. De plus, si l’hypothèse est confirmée, l’obtention de k en fonction de la 

température permettra de déterminer les changements d’enthalpies et d’entropies associées à 

ces transformations structurelles17.

3. ECD vs mobilité ionique : 

De nombreuse études tentent de déterminer le mécanisme de l’ECD12,18-23. Ces études 

indiquent que la structure des peptides peut influencer les voies de fragmentations. Cette 

corrélation peut notamment s’expliquer par le fait que dans le cas de l’ECD (comme en 

UVPD24 (Ultraviolet photodissociation) et contrairement à la CID (collision induced 

dissociation)) la fragmentation peut avoir lieu avant le chauffage et le dépliement du peptide. 

A ce jour il n’existe pas de consensus sur les mécanismes mis en jeu.  

L’un des buts de cette étude était de trouver une corrélation entre les structures observées par 

mobilité ionique et les abondances des fragments induit par l’ECD. Typiquement deux types 

de structures sont observés en mobilité ionique, ainsi on pourrait s’attendre à observer des 

voies de fragmentation différentes suivant la structure du peptide. Sur la fig. III-3 on observe 

des motifs de fragmentation différents (peptide naturel et G@H16). Ces peptides diffèrent par 

leur géométrie mais également par la position des charges ; position qui joue un rôle majeur 

sur les motifs de fragmentations observés. En ce qui concerne les autres variants il est difficile 

d’observer une différence notable et directement reliée à la structure géométrique (l’ensemble 

des motifs de fragmentation est donné en Annexe II). En ECD il est difficile de décorréler 

l’effet de la charge de l’effet de la structure. Etant donné les hypothèses que nous avons 

émises dans la partie précédente (changement de conformation dans le tube) il est possible 

que les structures présentes en phase gazeuse dans l’expérience d’ECD ne soient pas les 

mêmes que celles observées par mobilité ionique. En effet les temps, les conditions de 

pression et de température ne sont pas les mêmes. Il est donc difficile de conclure de manière 

simple sur cette corrélation. Les études en fonction de la température en mobilité ionique 

permettront de déterminer s’il y a réellement un dépliement.  
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VI. Conclusion : 
Cette étude sur des systèmes amphipathiques de grandes tailles a permis d’observer les 

influences de mutations sur la stabilité d’une hélice trois fois chargées en phase gazeuse. Les 

mesures de mobilité ionique corrélées aux calculs REMD ont permis d’assigner des structures 

pour chacune des familles. Les structures obtenues par le calcul montrent l’influence 

importante de la solvatation des charges sur la géométrie calculée. La méthode de calcul 

biaisée a permis d’observer des structures qui n’avaient pu être observées avec un calcul 

standard. Les profils observés suggèrent des études approfondies en fonction de la 

température pour vérifier s’il y a ou non dépliement au sein du tube de mobilité ionique. La 

corrélation avec les expériences d’ECD n’est pas aisée. Du point de vue des perspectives, on 

dispose ici d’un système bistable intéressant pour étudier l’influence de différents paramètres 

sur la stabilité relative des globules et des hélices ou étudier l’influence de la structure sur 

d’autres propriétés physico-chimiques. 
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I. Introduction : 

La structure tridimensionnelle d’une protéine est directement reliée à sa fonction. Les 

protéines sont synthétisées in vivo de manière linéaire par le ribosome (par traduction de 

l’ARN, qui lui même provient de l’ADN par transcription). Leur repliement est donc une 

étape clef pour qu’elles deviennent fonctionnelles. Ce repliement fait intervenir différents 

mécanismes, tels que l’effondrement hydrophobiques, la formation rapide de structures 

secondaires puis l’organisation globale de la structure tridimensionnelle. Il peut y avoir au 

cours du repliement la formation d’intermédiaires précoces tel que le globule fondu1. Si ce 

processus ne se fait pas correctement il peut induire des maladies, comme les maladies à prion 

(Diabète, Creutzfeldt Jakob) ou amyloïde (Alzheimer) par exemple.  

La compréhension des mécanismes de repliement est une question très ancienne en biochimie. 

Les premières études sur le repliement des protéines datent de 1930, Anson2 et Wu3 ont étudié 

le processus de dénaturation et ont pu observer que ce processus était réversible pour la 

plupart des protéines à l’exception de celles comportant des ponts disulfures. Des études sur 

les interactions non covalentes au sein de la protéine et avec le solvant ont permis d’observer 

qu’elles se replient de telle sorte que les résidus hydrophobes se trouvent dans le cœur de la 

protéine, c'est-à-dire sans contact avec le solvant4. Cela a permis d’émettre le postulat 

suivant : l’enchaînement d’acides aminés régit le repliement des protéines5. En effet la 

protéine cherche à avoir une structure qui minimise son énergie. Ces observations ont été à 

l’origine d’interrogations sur ce mécanisme de repliement, en 1969 Levinthal6 introduit un 

paradoxe qui porte son nom : à la vue du grand nombre de degré de liberté d’une protéine, si 

elle cherche à obtenir sa forme repliée en échantillonnant de manière séquentielle toutes les 

conformations possibles cela prendrait un temps astronomique. Ce paradoxe opte plutôt pour 

un contrôle cinétique du processus et non pas thermodynamique. En réalité différent 

mécanismes existent ; en effet les petites protéines se replient généralement de manière 

spontanée, pour celles de plus grosses tailles, des protéines chaperonnes7 peuvent intervenir 

dans le repliement. Ces mécanismes sont donc plutôt sous contrôle mixte8,9.

Le développement de deux techniques majeures a permis une grande évolution dans la 

détermination des structures tridimensionnelles des protéines (i) la diffraction des rayons X 

(DRX) 10 en 1960  (ii) et la résonance magnétique nucléaire (RMN)11 en 1980. Ces techniques 

combinées aux tests d’activités biologiques ont permis de faire des observations sur les 

formes actives des protéines. Les techniques spectroscopiques (le dichroïsme circulaire (DC) 

et la fluorescence) ont permis de suivre les cinétiques de repliement de part leur rapidité 
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d’acquisition. En effet, pour donner quelques grandeurs cinétiques liées au repliement de 

protéines, une hélice met environ 10-7s à se former, une boucle de dix acides aminés met 

environ  10-6s, le repliement d’une grosse protéine met en moyenne entre 100ms à quelques 

minutes. Pour observer les différentes étapes du repliement il faut combiner différentes 

techniques. Nous pouvons citer quelques techniques qui émergent de celle citées 

précédemment, il s’agit de l’échange d’hydrogène deutérium pulsé en RMN12 et en 

spectrométrie de masse13 (SM) et  la RMN en temps réel14. Des expériences d’optiques de 

type fluorescence résolues en temps15 ou de type pompe-sonde (FRET16 : Förster Resonance 

Energy Transfer) ont permis de faire des observations fines sur le repliement de protéine. 

Les études en phase gazeuse posent un certain nombre de problème. Une des questions 

importantes est de savoir si les structures en phase gazeuse sont les mêmes qu’en phase 

liquide. Ceci dépend des conditions d’ionisation, des conditions de préparation de 

l’échantillon (solvant, pH, force ionique,…) et de l’état de charge du système étudié. La SM a 

permit d’observer des différences sur les spectres de masse en fonction des conditions de 

solution17. En règle générale un décalage vers les hauts états de charge est observé lorsque la 

solution est dite dénaturante (c'est-à-dire comportant du méthanol, de l’acide fortement 

concentré ou des agents chaotropiques). Les agents dénaturants de part leur interaction avec la 

protéine ont pour effet de déplier et rendent ainsi accessible des sites basiques qui se trouvent 

dans le cœur hydrophobe. Cette évolution de la distribution d’état de charge peut donner un 

indice sur la structure en phase gazeuse des protéines. Pour avoir une information plus fine 

sur la structure en phase gazeuse des techniques de fragmentation existent18-20 mais elles ne 

permettent pas d’avoir une information direct. A l’heure actuelle deux techniques existent, (i) 

la mobilité ionique couplée à la spectrométrie de masse21 (ii) et la spectroscopie infrarouge en 

piège ionique22,23.

Dans ce chapitre nous allons présenter des résultats sur la structure de protéine en phase 

gazeuse en fonction des conditions de solution, de charge et d’ionisation. Puis nous 

présenterons une analyse sur l’étude structurale du dépliement et du repliement oxydatif d’une 

protéine contenant des ponts disulfures : le lysozyme. 
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II. Structure des protéines en phase gazeuse : 

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

La structure des protéines en phase gazeuse peut être observée de manière directe par la 

mobilité ionique couplée à la spectrométrie de masse24,25. Cette structure en phase gazeuse est 

dépendante de différents paramètres, l’état de charge, la 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 sont représentés les profils en section efficace de 

collision du cytochrome C de cœur de cheval de l’état de charge +6 à +17.  
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Figure II-1 : Section efficace de collision du Cytochrome C en fonction de l’état de charge. Les barres 
verticales correspondent à la structure native et dépliée. 

On remarque que plus la protéine est chargée, plus elle a une structure dépliée. L’état de 

charge à donc une influence importante sur la structure adoptée par les molécules en phase 

gazeuse. Plus on charge une molécule plus elle va être contrainte par les répulsions 

coulombiennes et être dépliée. 

Les états de charge adoptés en phase gazeuse sont dépendants de la solution, il y a une 

« mémoire de la solution »26. Par exemple si on infuse une solution de cytochrome C de cœur 
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de bœuf en solution dans l’eau on observe un  spectre de masse comportant les états de charge 

de +7 à +10. En revanche si on travail avec une solution eau/méthanol (50/50) on observe les 

états de charges +7 à +13 (cf fig II-2).  
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Figure II-2 : Spectre de masse du Cytochrome C de cœur de bœuf en fonction du solvant. A) 100% eau. B)
50/50 eau/methanol. 

En solution dans l’eau la protéine est dite « native », elle adopte une conformation repliée 

ainsi les protons ont accès à peu de sites basiques. En solution avec 50% de méthanol la 

protéine est dénaturée, elle a une conformation dépliée, les protons ont accès à plus de sites 

basiques. Ce qui explique ce décalage vers les hauts états de charge. Le pH de la solution a 

également son importance. En effet plus le pH sera acide plus l’ état de charge sera élevé. 

Pour avoir une image de la structure native d’une protéine, il faut travailler avec des charges 

les plus basses possible (ceci dépend bien sur de la taille du système étudié). Pour diminuer 

l’état de charge en ionisation electrospray, une technique originale a été développée par 

Zenobi et al.27,28, l’ionisation par electrospray supersonique (ESSI). Nous avons voulu tester 

l’influence de cette source sur les distributions de mobilité ionique. 
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2. ESI vs ESSI : 

La figure II-3 présente la source ESSI développée par Zenobi et al. La source est composée 

d’un nébuliseur où le débit de gaz est très important (10-50bar), ce qui crée un jet 

supersonique. Le spray contient de fines gouttelettes d’ions moléculaires peu solvatés. En 

présence d’une vapeur de base il y a de la rétention de charge qui a pour conséquence une 

diminution de l’état de charge. 

Figure II-3 : Dispositif ESSI. 

Deux protéines ont été étudiées par IM-MS en utilisant cette technique, l’ubiquitine et le 

cytochrome C de cœur de cheval. L’objectif de l’étude est d’observer les conformations 

obtenues par mobilité ionique à l’issue du processus de rétention de charge. Ceci est réalisé en 

comparant pour le même état de charge, la structure avec et sans base  (ammoniaque). La 

figure II-4 présente les spectres de masse avec et sans base pour le cytochrome C. On 

remarque un décalage des états de charge vers la droite quand on ajoute la base, ceci vient du 

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

La figure II-5 compare pour le même état de charge les profils expérimentaux obtenus en 

temps de diffusion. En vert sont représentés les profils correspondant à l’ionisation avec 

vapeur d’ammoniaque et en noir sans base. On remarque que les profils avec base 

correspondent à des structures plus dépliées que celles obtenues sans base.

A

B
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Figure II-5 : Comparaison des profils de temps d’arrivé avec (vert) et sans base (noir) pour le cytochrome 
C.

Si on compare pour l’état de charge +13 avec base en section efficace de collision, on 

remarque que la conformation de ce dernier correspond à une conformation intermédiaire 

entre le +13 et le +14 sans base (Cf. Fig. II-6). Ceci est dû au fait que lorsqu’il y a la rétention 

de charge, par exemple le passage du +14 au +13 par capture d’un proton par la base, la 

protéine se replie mais elle n’a pas le temps d’atteindre la conformation correspondant à l’état 

de charge +13 dans cet exemple. 
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Figure II-6 : Comparaison en section efficace de collision entre l’état de charge +13 avec base et les états 
de charge +13, +14 et +15 sans base pour le CytochromeC. 

L’exemple suivant est basé sur la même expérience que précédemment en prenant comme 

système d’étude l’ubiquitine. Cette protéine est de plus petite taille puisqu’ elle a un poids 

moléculaire d’environ 8kDa. On observe un décalage du spectre de masse, comme montré sur 

la figure II-7, lorsque l’on ajoute la base.  
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Figure II-7 : Comparaison des spectres de masse obtenus pour l’ubiquitine sans base (B) et avec base (A). 
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Par contre, en ce qui concerne les profils en temps d’arrivés, ils sont les mêmes avec et sans 

base (Cf. Fig. II-8).  
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Figure II-8 : Comparaison des profils de temps de diffusion avec (vert) et sans base (noir) pour 
l’ubiquitine 

Ceci peut être expliqué par le fait que l’ubiquitine est de plus petite taille que le cytochrome 

C, ainsi elle a le temps de se replier entre la perte d’un proton (capté par la base) et son 

passage dans le tube de diffusion.  

III. Lysozyme, dépliement et repliement 

Le lysozyme est une protéine structurée comportant 129 acides aminés. Cette protéine a été 

découverte en 1922 par Alexander Fleming. In vivo, le lysozyme est une enzyme dont la 

fonction est de type hydrolase acide. Elle joue un rôle dans la défense de l’organisme contre 

les bactéries en détruisant leurs parois (antibiotique naturel). Son mode d’action est le suivant, 

elle hydrolyse les glycoaminoglycanes qui constituent la paroi bactérienne. Sa structure 

tridimensionnelle et sa séquence sont bien connues (elles sont représentées sur la figure III-1), 

sa structure cristallographique a été déterminée par diffraction des rayons X29,30, sa structure 

en solution a été déterminée par RMN31. Elle a la particularité de comporter 4 ponts disulfures 

qui contraignent sa structure tridimensionnelle. On remarque la présence d’un domaine en 

hélices-α (résidus 1-40 et 90-129), et d’un domaine en feuillets-β (résidus 41-89), ces deux 
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sous domaines sont reliés par un pont disulfure, le Cys76-94. Il y a deux ponts disulfures 

localisés dans le domaine-α (Cys 6-127 et Cys 30-115) et un pont disulfures dans le domaine-

β (Cys 64-80).  

Figure III-1 : Séquence et structure du lysozyme obtenue par DRX. 

C’est un système modèle dans l’étude du repliement des protéines contenant des ponts 

disulfures puisque de nombreux travaux ont été effectués32-36. De nombreuses études ont été 

faites sur le repliement du lysozyme dénaturé, c'est-à-dire en présence d’agents chaotropiques, 

mais en gardant les ponts disulfures intactes. Ces études ont permis d’observer la cinétique de 

renaturation qui est présentée sur la figure III-2.

Figure III-2 : Mécanisme de renaturation du Lysozyme Matagne et al.35.
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On remarque une première phase rapide qui correspond à l’hydrophobic collapse, ensuite des 

structures secondaires apparaissent : soit directement des feuillets et des hélices soit 

seulement des hélices. Deux cinétiques différentes ont lieu. La première est rapide, la seconde 

plus lente. 

On peut également citer les travaux de Van den Berg et al.37,38 qui ont étudié les 

intermédiaires de repliement du lysozyme, dénaturé et réduit, en combinant le dichroïsme 

circulaire et l’échange H/D pulsé et la RMN. Cette étude a permis de définir une cinétique en 

trois étapes comme représentée sur la figure III-3.

Figure III-3 : Mécanisme du repliement oxydatif du Lysozyme38.

On remarque une première étape où il y a les premiers ponts disulfures qui se forment, en 

moyenne deux ponts se forment rapidement. Ces intermédiaires se replient en formant des 

structures secondaires. Ces intermédiaires ont une structure quasiment native, ils leur 

manquent tous un pont disulfure mais l’intermédiaire accumulé majoritaire est le des-[76-94]. 

Ce pont disulfure relie deux domaines structurés de la protéine. Cet intermédiaire a une 

structure très proche de la structure native, mais c’est celui qui est le plus lent à former la 

structure native. 
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Dans notre étude nous allons nous attacher dans un premier temps à étudier la dénaturation et 

la réduction du lysozyme, puis sa renaturation et son oxydation. Puis nous nous intéresserons 

à la renaturation du lysozyme en clivant les fonctions thiols pour observer l’influence des 

ponts disulfures sur le repliement de la protéine. 

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

Dans cette partie nous avons développé un protocole qui permet de dénaturer et de réduire les 

4 ponts disulfures du lysozyme pour ensuite les réoxyder et renaturer la protéine. Ce 

processus est représenté sur la figure III-4.  

a. Protocole de réduction 

Le protocole de réduction utilisé est le suivant : la solution de départ est une solution de 

lysozyme à 150μM en solution dans l’eau cette solution s’appellera solution N (native). On 

additionne 3mM de guanidine et 6mM de dithiothréitol (DTT) ou 10mM de tris(2-

carboxyéthyle)phosphine (TCEP) on chauffe a 60°C pendant une heure, cette solution sera 

appelée R (réduite). Le DTT ou le TCEP sont des réducteurs spécifiques aux ponts disulfures. 

réduction

oxydation

réduction

oxydation

Figure III-4 : Réduction et oxydation du lysozyme. 
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Ces deux molécules qui sont représentées sur la figure III-5 sont de natures chimiques 

différentes. 

TCEP DTTTCEP DTT
Figure III-5 : Structures d’agents réducteurs spécifiques aux ponts disulfures. 

Le DTT réagit sur les ponts disulfures par une réaction d’oxydo-réduction. Sa forme oxydée 

présente un cycle à 6, comme représenté sur la figure III-6, ceci est la force motrice du 

processus de réduction. 

Figure III-6 : Réaction de réduction d’un pont disulfure par le DTT. 

La réduction des ponts disulfures de surfaces de la protéine est aisée, tandis que pour les ponts 

se trouvant à l’intérieur il faut utiliser des agents chaotropes, la guanidine dans notre cas, pour 

rendre ces ponts disulfures accessibles. La réaction se passe à pH neutre, elle est optimale 

pour un pH de 8.3 (pkA des thiols) mais le lysozyme est peu soluble à pH basique. 

En ce qui concerne le TCEP, le mécanisme est plus complexe. Cette réaction nécessite les 

mêmes conditions d’utilisation de guanidine. L’avantage de cet agent réducteur est qu’il ne 

comporte pas de fonction disulfure ce qui nous permettra par la suite à ne pas avoir de 

réactions secondaires, de plus il est plus efficace que le DTT. 

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

On remarque que le fait d’enlever les ponts disulfures donne plus de degré de liberté à la 

protéine. En effet pour un état de charge donné les structures correspondantes sont plus 

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

entre l’état natif (+8 à +11) et réduit (+8 à +18). Pour s’assurer que la réduction est bien totale 

il faut un gain de masse de +8uma, ce qui est observé sur la figure III-8. Ce gain de masse est 

dû au fait que lorsqu’un pont disulfure est réduit, la liaison covalente qui lie les deux souffres 

est rompue et un atome d’hydrogène substitut cette lacune. On remarque que lorsque la 

protéine est native, elle est beaucoup moins chargé que lorsqu’elle est réduite, ceci est dû au 

fait que les protons ne peuvent pas accéder aux sites basiques se trouvant dans le cœur 

hydrophobe de la protéine. 
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+8/z+8/z

Figure III-8 : Spectres de masse du Lysozyme natif (bleu) et réduit (rouge). 

b. Protocole d’oxydation : 

La solution R précédente est ensuite centrifugée en utilisant des filtres dont la limite en masse 

est de 3 kDa (ainsi on ne garde que la protéine réduite). On procède à 4 cycles de 

centrifugation de 20 min chacun à 6500g. On part de 2.5mL de solution au premier cycle, les 

20min de centrifugation permettent de récupérer 250μl de solution initiale que l’on rince par 

2.5mL d’eau, on répète cette opération à chaque cycle. La solution obtenue est ensuite remise 

en solution dans 2mL d’eau. On ajoute ensuite un mélange de glutathion réduit (GSH) et 

oxydé (GSSG) à 2 et 0.4mM respectivement. Le GSH est utilisé pour réduire les ponts 

disulfures, tandis que GSSG permet d’oxyder les ponts qui seraient mal formés. La solution 

est mise au frigo à 4°C pendant 12h. Cette solution sera appelée par la suite F (folded). 

La figure III-9 présente les spectres de masse ainsi que les profils de mobilité de l’ion 10+ 

(qui est le plus intense et celui qui est commun à toutes les espèces) du lysozyme N, R et F. 

Au niveau des spectres de masse on voit la réversibilité du processus de par les états de charge 

adoptés. Au niveau des profils en temps d’arrivée de l’ion 10+ on remarque pour N et F une 

structure avec peu de degré de liberté (étroitesse du pic), même si plusieurs conformations 
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sont présentes sous ce pic. Pour R par contre il existe un grand nombre de conformations 

possibles, majoritairement plus étendues même si on remarque quelques structures plus 

compactes. Ce résultat nous a permis de contrôler que notre protocole de réduction et de 

réoxydation étaient bien réversible et que l’on pouvait continuer l’étude du repliement du 

lysozyme. Il faut rester vigilent lorsque l’on parle de renaturation. En effet la résolution de 

l’expérience permet d’observer si globalement on retrouve une structure semblable par contre 

pour savoir si la protéine est active il faudrait utiliser un test d’activité biologique38. Les 

cinétiques de repliement sont assez rapides, il est donc difficile par des techniques comme 

l’IM-MS d’observer les intermédiaires réactionnelles. En effet il faut plusieurs dizaines de 

minutes pour enregistrer un spectre ce qui n’est pas compatible avec une cinétique de 

repliement (quelques secondes). Pour pouvoir suivre le processus de repliement il va falloir 

piéger les intermédiaires de manière chimique. 
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Figure III-9 : Lysozyme natif réduite et réoxydé,  spectres de masse et profils de temps d’arrivé pour l’ion 
10+. 

2. Cyanilation des groupements sulfhydriles après réduction 
totale : 

La cyaniliation des groupes sulfhydriles permet de protéger la fonction sulfhydryl résultant de 

la rupture d’un pont disulfure. Le réactif de cyanilation utilisé est le CDAP (1-Cyano-4-

dimethylaminopyridinium tetrafluoroborate). La réaction se fait en solution à pH acide 
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(pH=3), à température ambiante pendant 15 minutes. Le schéma de réaction est présenté 

figure III-10.  

oxydation

réduction

cyanilation

Figure III-10 : Réduction et cyanilation du lysozyme. 

Après avoir réduit les ponts disulfures en utilisant du TCEP (même protocole que 

précédemment), on effectue la réaction de cyanilation en additionnant environ 15mM de 

CDAP (si on a  une concentration de départ de 150μm de lysozyme). La réaction se fait à 

température ambiante en quinze minutes. Puis on centrifuge le mélange réactionnel en 

utilisant un filtre (masse limite 5kDa) pour récupérer la protéine cyanilée. On laisse cette 

dernière se replier en solution aqueuse avec du glutathion (réduit et oxydé comme 

précédemment), afin d’être dans les mêmes conditions et pouvoir comparer le repliement avec 

et sans pont disulfures. Les résultats expérimentaux obtenus par IM-MS sur l’état de charge 

10+ sont présentés sur la figure III-11. On remarque que le profil de la protéine cyanilée et 

remise en solution dans une solution « renaturante » ne revient pas à la position de la solution 

native de départ. Ceci implique que la reformation des ponts disulfures est une étape clefs 

dans la restructuration d’une protéine. Sans la reformation de ces derniers la protéine ne peut 

atteindre sa forme active.  
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Figure III-11 : Spectre de masse et profil de mobilité ionique de l’ion 10+ du lysozyme natif, réduit et 
cyanilé. 

3. Piégeages des intermédiaires de réduction : 

La partie précédente a permis de mettre en évidence la nécessité de reformer les ponts 

disulfures pour pouvoir obtenir la forme native du lysozyme. De plus le protocole de 

cyanilation a pu être optimisé et adapté au lysozyme. L’objectif maintenant est de piéger les 

intermédiaires de réduction, c'est-à-dire les espèces ayant un, deux et trois ponts disulfures 

réduits. Pour ce faire nous avons étudié la cinétique de réduction. Ceci dans le but d’observer 

à partir de quel moment il fallait stopper la réduction pour qu’elle ne soit pas totale et que l’on 

ait un mélange des différentes espèces réduites. La figure III-12 présente les spectres de masse 

mesurés à différents temps de réduction en utilisant le protocole précédemment détaillé. La 

mesure de masse a été réalisée sur un appareil commercial comportant un piège quadripolaire 

linéaire (LTQ) de chez Thermo. On remarque un décalage vers les hauts états de charge au 

cours du temps, ceci est dû au fait que la protéine se déplie et donc que les sites basiques du 

cœur deviennent accessibles. 
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Native
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Figure III-12 : Spectres de masse ne fonction du temps de réduction. 

On remarque une distribution bimodale pour t=20min. Ceci peut laisser penser qu’à ce temps 

nous avons bien un mélange des différents degrés de réduction. Une acquisition en zoomant 

sur le pic de l’état de charge 10+ a été fait en fonction du temps. Les spectres de masse 

correspondant sont représentés sur la figure III-13.  

Native

10 min

20 min

30 min

40 min

50 min

Native

10 min

20 min

30 min

40 min

50 min

Figure III-13 : Spectre de masse zoomé sur l’état de charge 10+ en fonction du temps de réduction. 
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On remarque bien un décalage global vers les hauts rapports m/z (dû au gain de masse de 

deux protons par ponts disulfures réduits). A t=20min on a un mélange des différentes 

espèces, on peut ainsi espérer qu’en faisant une cyanilation à ce moment les différents 

intermédiaires peuvent être extraits.  

4. Perspectives : 

Il s’agit maintenant de réaliser les mesures de mobilité ionique sur les intermédiaires piégés 

par cyanilation. On pourra ainsi étudier en détail l’influence d’un pont donné sur la 

conformation. De plus si le tube de mobilité est thermalisé, il serait possible d’étudier la 

thermodynamique des espèces partiellement réduites.  

Ces expériences sur le lysozyme sont une base de départ dans l’étude de dynamique et 

thermodynamique du repliement de protéines et de complexes protéiques. Pour pouvoir 

caractériser les intermédiaires piégés des expériences complémentaires peuvent être mise en 

œuvre. En effet, une des propriétés des groupements sulfhydriles cyanilés est qu’ils sont 

stables à pH acide, par contre si on augmente le pH aux alentours de 8, une réaction de 

cyclisation a lieu. Cette dernière a été utilisée part Watson et al.39. En augmentant le pH il y a 

une déprotonation de  la fonction amine de la liaison peptique qui va induire une réaction de 

cyclisation avec le groupement carbonyle. Le schéma de la réaction est présenté sur la figure 

III-14. Cette technique peut permettre d’étudier les positions des groupements sulfhydriles 

cyanilés et donc de connaître le mécanisme de réduction de manière plus précise. Ainsi on 

peut remonter aux processus de réduction et d’oxydation de manière précise en identifiant les 

fragments comportant encore des ponts disulfures et ceux qui n’en comportent pas. Pour ce 

faire il faut utiliser dans un premier temps la chromatographie liquide pour séparer les 

différentes espèces. Ensuite augmenter le pH pour que la réaction de fragmentation ait lieu. Et 

enfin analyser les fragments par spectrométrie de masse. 

Figure III-14 : Réaction de fragmentation des groupes sulfhydriles cyanilés à pH basique. 
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IV. Conclusion : 

Ce chapitre a permis d’aborder dans un premier temps la structure des protéines en phase 

gazeuse en fonction des conditions de solutions et d’ionisation mais aussi de l’état de charge. 

Puis nous avons présenté le début d’une étude sur le processus de réduction et de réoxydation 

d’une protéine contenant des ponts disulfures. Le système choisi est un système modèle qui 

nous permet de voir ce qui est observable avec cette expérience. Cependant la faible 

résolution temporelle de la méthode ne permet pas d’observer la cinétique en temps réel. C’est 

pourquoi le protocole chimique développé pour piéger les intermédiaires réactionnelles 

semble être un bon compromis.  

L’étude de structures en phase gazeuse permet d’avoir des données sur les facteurs 

intrinsèques qui stabilisent une structure tridimensionnelle au sein de ces macros objets 

moléculaires. La comparaison de ces résultats avec ceux obtenus en phase liquide, en RMN, 

par des méthodes spectroscopiques, permet de comprendre le rôle du solvant dans les 

processus de stabilisation de structure in vivo. La mobilité ionique ne permet pas de remonter 

à une structure de manière précise avec des molécules de cette taille, par contre il est possible 

d’observer de manière qualitative les changements de structures. Une des possibilités pour 

assigner une structure est de déterminer la section efficace de collision de la structure RMN 

ou DRX et de comparer avec ce que l’on observe en mobilité ionique. Une application de la 

mobilité ionique couplée à la spectrométrie de masse dans l’analyse structurale de protéine est 

le contrôle du repliement de ces dernières lorsqu’elles sont synthétisées de manière linéaire 

par voie chimique. En ce qui concerne les complexes protéiques impliquant un cofacteur ou 

un médicament, la mobilité ionique peut permettre d’observer les changements structuraux 

induits par la formation du complexe. 
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CONCLUSIONS ET 

PERSPECTIVES : 
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Ce mémoire de thèse a présenté le développement instrumental de l’expérience MS+ couplant 

spectrométrie de masse et mobilité ionique. Ce développement a nécessité des simulations 

numériques pour dimensionner les différentes optiques et un travail de mise au point 

important. Ce dispositif est le premier du genre en France et est opérationnel depuis mars 

2008.

Les études menées sur cette expérience ont porté sur la caractérisation structurale de peptides 

et de protéines en phase gazeuse. Nous avons montré dans ce manuscrit que l’expérience 

MS+ permet (i) d’extraire des familles de structures de peptides en phase gazeuse et (ii) de 

séparer différents isomères conformationnels. Trois sujets d’étude ont été développés. Les 

deux premiers s’intéressent à la structure secondaire de peptide en fonction de mutations de 

certains acides aminés. Ces études ont été menées en collaboration avec Yury Tsybin de 

l’EPFL. Les séries des polyalanines et de polyglycines ont permis d’observer l’influence, à 

courte et longue distance, de la substitution d’un acide aminé sur la structure. De plus le 

protocole de calcul développé par F. Calvo a pu être validé. La seconde étude, sur la partie 

transmembranaire de la protéine M2 et des différents variants synthétisés, a permis d’observer 

la stabilité d’une hélice en fonction de différentes mutations. Cette étude a permis d’émettre 

l’hypothèse d’un dépliement de l’hélice au cours de la diffusion dans le tube de mobilité 

ionique et ouvre des perspectives sur des études en fonction de la température sur ces 

systèmes bistables. Enfin la dernière étude porte sur les structures adoptées par le lysozyme en 

phase gazeuse. L’étude sur le repliement oxydatif du lysozyme ouvre des perspectives sur des 

études en fonction de la température pour avoir accès à des données thermodynamiques. 

Il apparait évident que la thermalisation du tube1 est une étape incontournable dans 

l’évolution de l’expérience. En effet, ceci ouvrirait la voie à des études thermodynamiques sur 

la stabilité de structures secondaires (M2TMP), mais aussi sur le repliement de protéines. 

D’autres études pourraient être développées sur l’étude de complexes protéiques afin 

d’extraire des constantes d’association. Ceci est aussi envisageable sur des complexes entre 

molécules organiques bioactives et capsules moléculaires (cyclodextrines2, calixarènes3,

éthers couronnes4), ces données peuvent avoir une importance considérable dans le domaine 

pharmaceutique. 

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

sur laquelle on pourrait tester différents médicaments (qui auraient été préalablement 
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sélectionnés pour leurs activités biologiques) et observer les changements conformationels

induits5.

Pour poursuivre les études sur des systèmes biologiques, une étape incontournable est 

l’augmentation de la sensibilité de l’expérience. Un des points clefs pour gagner en signal est 

le développement d’un piège ionique plus efficace que celui qui a été développé durant ce 

travail de thèse. En utilisant la technologie des entonnoirs à ions, nous avons commencé à 

développer un entonnoir à ions couplé avec une zone de piégeage comme celui développé par 

Smith et al.6 Le gain en sensibilité devrait permettre de travailler avec la résolution maximale 

de l’expérience. 

Afin de compléter les mesures de mobilité ionique, il apparait intéressant de coupler ces 

observations avec d’autres techniques expérimentales qui permettent d’obtenir des 

informations structurales en phase gazeuse. Les méthodes de fragmentation induite par laser 

en spectrométrie de masse sont des méthodes de choix, c’est  ce que nous avons commencé à 

faire avec le système oxytocine-Cuivre. On peut également citer les méthodes de 

fragmentation utilisant des électrons pour induire des fragmentations. Le tube de mobilité 

ionique placé en amont du spectromètre de masse permet de travailler sur des conformères 

résolus. Ainsi on peut étudier la réponse de ces derniers par différentes techniques. Un des 

aspects qui, peut être, est le plus prometteur, est l’utilisation de la mobilité ionique comme 

filtre conformationnel pour pouvoir faire de la spectroscopie d’action résolue en 

conformation. En effet dans le cas d’un système présentant plusieurs conformères, il est 

envisageable de coupler à l’expérience actuelle une optique ionique de stockage, à la sortie du 

tube de diffusion, où l’on pourrait accumuler un conformère et étudier sa réponse 

spectroscopique (IRMPD ou UVPD).  
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ANNEXE 1 : Structure et diagramme de Ramachandran de 
la série des polyalanines 
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ANNEXE 2 : Structure et diagramme de Ramachandran de 
la série des polyglycines 
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ANNEXE 3 : Diagrammes de fragmentation ECD pour la 
partie transmembranaire de la protéine M2 et de certains 

variants. 
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Titre  

Etude conformationnelle de peptides et protéines par mesure de mobilité ionique couplée à la spectrométrie de 
masse 

Résumé  

Ce travail de thèse porte sur l’analyse conformationelle de biomolécules en phase gazeuse. L’étude d’objets 
complexes en phase gazeuse permet de connaître les facteurs intrinsèques stabilisant leur structure.  
La première étape de mes travaux a été le couplage entre un appareil de mobilité ionique (IMS) et un appareil de 
spectrométrie de masse (MS). Nous avons simulé (SimIon) et développé différentes optiques ioniques 
fonctionnant à haute pression (entonnoirs à ions, piège ionique). Ces modifications expérimentales nous ont 
permis de commencer des études conformationnelles de biomolécules en phase gazeuse. 
Les premières expériences avaient pour objectif d’observer les facteurs stabilisants une structure secondaire sur 
des séries de peptides analogues. La première étude a été réalisée sur des séries de polyalalanines et de 
polyglycines de formules Arg(Ala)4XxxAla4Lys et Arg(Gly)4Xxx(Gly)4Lys, où Xxx est l’un des 20 acides 
aminés naturels. Nous nous sommes intéressés à l’influence de l’acide aminé central sur la conformation globale. 
Puis nous avons observés la stabilité de l’hélice de la partie transmembranaire  de la protéine M2 du virus de la 
grippe A et de différents mutants. Ces études ont permit de montrer l’importance de la solvatation des charges en 
phase gazeuse. 
Enfin nous avons initié une étude sur le repliement des protéines en utilisant une protéine modèle, le lysozyme. 
Nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux mécanismes de repliements en fonction du degré 
d’oxydation de cette dernière.  

Mots clés 

Mobilité ionique, spéctrométrie de masse, biomolécules, étude conformationnelle, développement instrumental, 
etude structurale, phase gazeuse, physico-chimie. 

Title 

 Conformational studies of peptides and proteins by ion mobility-mass spectrometry. 

Abstract 

This work deals with the conformational studies of biomolecules in gas phase. The gas phase allows observing 
the intrinsic factors that stabilize the structure.
The first step of this work consisted in coupling an ion mobility tube and a mass spectrometer (IM-MS). 
Especially, ion optics working at high pressure had to be developed (ion funnels, cylindrical ion trap). These 
experimental modifications allowed us to realising conformational studies in vacuo.
This work is build around two major axes. The first one deals with the understanding of the factors that stabilize 
the secondary structure in gas phase. We have studied series of peptides with similar sequences. We studied a 
series of polyalanines and polyglycines who have the following formula Arg(Ala)4XxxAla4Lys et 
Arg(Gly)4Xxx(Gly)4Lys, where Xxx is one of the 20 natural amino acids. We are looking the influence of central 
amino acid on the global structure of peptides. After that we have observed the stability of the helix of the 
transmembran domain of the M2 protein of virus Influenza A and some mutants. These studies allow showing 
the importance of the charge solvatation in the gas phase. 
Finally, we are initiated a study on the refolding of proteins and more particularly on a model protein: the 
Lysozyme. We are studied the refolding in function of oxide degrees. 

Discipline  Physico chimie moléculaire et spectrométrie de masse. 

Adresse laboratoire  

Laboratoire de Spectrométrie Ionique et moléculaire
Unité mixte de Recherche (UMR 5579) CNRS/UCBL 
Domaine scientifique de la Doua-Université Claude Bernard Lyon 1 
Bâtiment Alfred Kastler, 
43 Bd du n11 novembre 1918 
69622 Villeurbanne, FRANCE 
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