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Introduction



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 ¢lémentaires de ces polymeéres, leur

formule générale est la suivante,

HaN+—C——C

Figure 1 : Structure des acides aminés.

Chaque acide aminé a un groupement R différent qui Iui confére une propriété physico-
chimique particulieére (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 systémes ont la propriét¢ de se replier et d’adopter
différentes conformations qui conditionne en partie leurs fonctions. Il existe différents
niveaux de structuration, (i) primaire qui correspond a I’enchainement d’acides aminés, (ii)
secondaire qui correspond au repliement local de quelques acides aminés (hélices et feuillets
béta principalement), (iii) tertiaire qui correspond a la structure en trois dimensions des
différents sous domaines secondaires, (iv) et quaternaire qui correspond a 1’association de
plusieurs chaines polypeptidiques. Pour €lucider 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 nucléaire’ (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 réel*> et de H/D exchange pulsé.
Nous pouvons aussi citer les méthodes spectroscopiques telles que le dichroisme 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 I'un des enjeux actuels de la biologie
structurale. La stabilit¢ d’une structure résulte d’un équilibre entre les interactions
intrinseques et extrinseques. En phase liquide, le solvant, I’interaction avec des ions du milieu
ou d’autres biomolécules, jouent un rdle crucial sur la stabilisation des structures. On assiste

¢galement a un développement des études en phase gazeuse, domaine dans lequel s’inscrit



mon travail de thése. Ces études en phase gazeuse permettent d’observer les facteurs
intrinseques qui stabilisent ces structures. Une des méthodes utilisées en phase gazeuse est
I’échange H/D*°. Bien que I’échange soit réalisé en phase liquide et résulte d’une structure en
solution, I’analyse est réalisée en spectrométrie de masse haute résolution en phase gazeuse.
Le principe consiste a 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 infrarouge®™ est une méthode qui permet de faire des études trés
précises sur la structure de peptide. En effet la signature optique permet de déterminer les
liaisons hydrogéne présentes dans la structure observée. Cette spectroscopie est dite d’action,
puisqu’en pratique on ne peut pas mesurer 1’absorption en phase gazeuse a cause de la faible
densité d’ions piégés. Une des techniques utilisées est I’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 1’ion étudié. Ainsi on peut obtenir des spectres IR qui peuvent étre comparés
a des structures candidates obtenues par des calculs de dynamique moléculaire ou de chimie
quantique. Une autre technique émergeante est 1’étude de la fluorescence en phase gazeuse'’.
Les mesures de fluorescence'' en solution permettent de caractériser I’environnement des
chromophores de la chaine peptidique (tryptophane, tyrosine et phénylalanine) et sont
notamment utilisées pour caractériser les changements de structure''. La méthode FRET'"
(Forster Resonance Energy Transfer) qui est basée sur de la fluorescence, permet de connaitre
la distance entre deux points marqués par des chromophores dans la protéine. Cette technique
commence & étre implémentée en phase gazeuse'”. Une derniére technique qui fait I’objet de
mes travaux de these est la mobilité ionique couplée a la spectrométrie de masse (IM-MS). La
mobilité ionique a été développée dans les années 1960 par Revercomb et Mason'*". Le
développement des sources d’ionisation douces'® en spectrométric de masse a permis
d’étendre son utilisation aux biomolécules. Les travaux pionniers ont €t¢ menés par les
équipes de M.J. Jarrold'™'® et de M.T. Bowers"” qui ont étudi¢ la conformation de
biomolécules grace a I’'IM-MS. Il existe deux types d’approches en IM-MS.

La premicere est une étude de la conformation de systémes 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. Jarrold®® et M. Kappes®'** lors

23,24

de I’étude d’agrégats atomiques™". Le groupe de M.T. Bowers a fait de nombreuses études

sur la structure des biomolécules® 2.



La seconde approche consiste a utiliser la mobilité ionique comme méthode séparative dans
I’étude d’échantillons complexes. Nous pouvons citer les travaux du groupe de H. Hill***°, de
R.D. Smith*'*** de D.H. Russel™** et de D. Clemmer®*~°.

La plupart des appareils utilisés dans les études citées précédemment utilisent des dispositifs
et montages expérimentaux congus et développés par les laboratoires. La société Waters
Corporation a cependant mis sur le marché depuis 2006 un spectrometre de masse, le Synapt,
permettant de séparer des conforméres en amont de [’analyse en masse. La technologie
utilisée est un peu différente des tubes de mobilité classique, puisque les champs utilisés ne
sont ni constants ni homogeénes. 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 1’étude de produits biologiques. Cet instrument a permis 1’étude de
différents systemes tels que les protéines amyloides qui sont associées a la maladie
d’Alzheimer’” mais aussi sur des complexes protéiques™. L’essor récent de cette technique
ouvre la voie au développement de nouveaux instruments toujours plus résolutifs et
sensibles®”*.

Lors de mon arrivée au LASIM en septembre 2007, I’expérience de mobilité ionique venait
d’étre assemblée mais aucun spectre de mobilité n’avait encore été enregistré, le signal d’ions
¢tant trop faible. Pour palier ce probléme nous avons réalisé des simulations avec le logiciel
Simion afin de concevoir un pieége ionique cylindrique accolé a un entonnoir a ions. Ce
dispositif nous alors permis de réaliser les premiéres mesures apres un an de développement.
Apres avoir calibré I’expérience sur des systémes modeles, nous avons pu commencer 1’étude
de peptides et de protéines.

Une premiére étude a porté sur le complexe ocytocine-cuivre®', couplée a des observations
spectroscopiques nous avons ¢tudié 1’action du cation sur la structure de cette hormone
peptidique.

Plusieurs ¢tudes conformationelles ont également concerné des séries de peptides et ont été
réalisées en collaboration avec 1I’équipe de Y. Tsybin de I’Ecole Polytechnique Fédérale de
Lausanne (EPFL). La premiére concerne une série de polyalanines et de polyglycines de type
RA4XA4K et RG4XG4K (ou X est I'un des vingt acides aminés). Le but dans cette étude était
d’observer I’influence de 1’acide aminé centrale sur la structure secondaire observée. La
seconde portait sur I’étude de la stabilit¢ d’une hélice du domaine transmembranaire de la

protéine M2 du virus de la grippe A et de certains variants.



Enfin nous avons initi¢ une étude sur le repliement des protéines en utilisant le modele du
Lysozyme. Nous nous sommes plus particuliecrement intéressés aux mécanismes de
repliement sous I’influence de 1’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 a 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
premilre partie est consacrée a l’appareillage, puis une seconde partie aux simulations
réalisées. Enfin la derniére partie explique le principe de fonctionnement de 1’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 1’équipe de Y.Tsybin. Le chapitre 4 porte
quant a lui sur I’étude de la stabilit¢ de I’hélice du domaine transmembranaire de la protéine
M2 et de ses mutants. Enfin, le dernier chapitre présente les résultats concernant 1’étude
conformationelle des protéines en phase gazeuse et plus particulierement 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 deuxiéme 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 I’influence d’un
champ électrique homogene. L’ion est entrainé par le champ ¢lectrique et ralenti par les

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

pu1se of mass-selected ions Arrival Time Distribution

separated by shape \\ A
= extended
—  drift cell B - slow
: E g
; Frriction @ Fel g =
P % ;
buffer gas ) ek y

position

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

Une mesure de mobilité ionique consiste a déterminer le temps nécessaire a un ion pour
parcourir la distance du tube. Les ions se déplacent a 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-a-dire plus sa section efficace de collision est ¢levée,
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

1,2
~ est

et de remonter ainsi a sa géométrie. Cette technique, couplée a la spectrométrie de masse
. . , . . N . 4 r
un outil puissant notamment dans la résolution d’isoméres conformationelles™, dans 1’étude

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

1. Mouvement des ions en régime de diffusion

En premiére approximation, le régime de mobilit¢ est un régime de diffusion, les collisions
sont des collisions élastiques. Dans ces conditions le temps de dérive (drift time : tg) d’un ion
a travers le tube de mobilité ionique ne dépend que du nombre de collision avec le gaz
tampon, du champ ¢lectrique, de la température et de la pression. La vitesse moyenne d’un
ion dans un gaz est appelée la vitesse de diffusion (vq), elle est proportionnelle a ’intensité du

champ électrique (E):

v, =KE eq. 1I-1
Le coefficient de proportionnalité K est appelé mobilité ionique. Le temps de dérive est ainsi
inversement proportionnel a K. Cette grandeur est dépendante de la température, de la nature
du gaz tampon et de la pression.
On atteint tres vite le régime a 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’apres le théoréme fondamental de la dynamique,
ﬂ — 0 — z FEX[
dt m

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

a= eq. 1I-2

friction (Cf. Figure I-1),

gE = w, eq. 1I-3
Avec q la charge de I’ion, E le champ ¢électrique, v le coefficient de friction et vq4 la vitesse de
diffusion. En projetant les vecteurs selon 1’axe x (qui est I’axe de déplacement des ions et du

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

1_g eq. 11-4
y

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

dv qFE

av_49k _» eq. II-5

dt m m

En utilisant I’équation 1I-4 et en I’injectant dans II-5 on obtient,

11



%:%—Kimv eq. 11-6

Ainsi Km/g=t, avec 1 le temps caractéristique de la variation de la vitesse par rapport au
temps. En prenant 10t on a un ordre de grandeur sur le temps a partir duquel la vitesse devient
constante. Pour ’application numérique on utilise les grandeurs physiques relatives a 1’ion
bradykinine deux fois chargées (m=1060uma et K=3.7.10> V"'.m’.s™ pour une pression de
10Torr et une température de 298 K). On obtient 2us en faisant I’application numérique, ce

qui par rapport au temps de diffusion de notre expérience (48ms pour I’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 Ko,

K,=K eq. 1I-7

TP,

Avec Ty et Py la température et pression dans les conditions standards.

Le coefficient de mobilité K peut étre relié¢ a la valeur du coefficient de diffusion D de I’ion
dans le gaz qui décrit le mouvement brownien d’un ion dans un gaz. On considére qu’il n’y a
pas de gradient de température et la densité¢ des ions est telle que 1’on néglige la répulsion

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

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

proportionnel a I’intensité du gradient de concentration, en accord avec la loi de Fick :

J=-DV, eq. 1I-8

Ou J est le nombre d’ions qui diffuse a 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),

J=vn eq. II-9

En combinant les deux dernieres équations on obtient,

vn=-DV, eq. 1I-10

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

défini par dn/dx. En se plagant en régime stationnaire on obtient,
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vn = —D@ = KEn eq. 1I-11
dx

Le champ électrique dérive du potentiel V' ainsi F=-dV/dx. Les particules, a 1’équilibre

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

Vv

n(x) =n, e s eq. 1I-12

Avec k la constante de Boltzmann. En introduisant ceci dans 1’équation II-12 on obtient,

vne ' =———n e eq. 1I-13

Par réarrangement on obtient la relation de Nernst-Einstein,

V= bE eq. 1I-14
kT
Avec v=KE et F=qE on obtient la relation de Nernst-Townsend-Einstein,
_ab eq. 1I-15
kT

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 a la

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

n(x,t)= L pbwtor/an eq. 1I-16

2T
Ou xd=vgt est la position du maximum, [ est le nombre total d’ions injectés par unité de
surface. La largeur a mi-hauteur de la gaussienne pour une constante de diffusion D et un
temps d’injection infiniment court est donnée par,
0,,(t)=4,/DtIn(2) eq. 11-17
Soit At la largeur a mi-hauteur du profil en temps d’arrivé d’un ion donné, ce qui correspond

a une largeur spatiale,

Oy, =v,At eq. 1I-18

En utilisant la relation de Nernst-Townsend-Einstein (Eq. II-15) et I’équation précédente on a,
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At eq. II-19

_oplt,) _ 4(kT ln(2)jl/2 t,

v, Ve z"?
Ou V=EL est la différence de potentiel appliquée sur le tube de mobilité. On obtient pour la

résolution,

1/2
Lo o (Kj eq. 1I-20
At T

Pour accroitre la résolution il faut augmenter la tension ou diminuer la température. Cette
résolution est la résolution intrinseéque a I’expérience, il faut la considérer comme une limite
théorique. Un autre parameétre 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 I’avons dit précédemment, il faut injecter des paquets d’ions a un temps donné pour
calculer leur temps de dérive. Ce temps d’injection a une influence sur le profil obtenu. En
prenant I’équation II-16, et en posant xq=vg4tq pour le déplacement des ions sur une longueur L

on peut définir le profil temporel des ions définis par,

J(z):loe_(t_f’tdj eq. 121

1 . e o
avec 0 =2,/Dt, et I, =—— . Si on définit une porte d’injection de largeur 26 on a le flux
oNTx

d’ions injectés a t=ty et arrivés a tq qui s’écrit,

t—ty—t,
J(t’to): Ioe[ 7 ) Si—-o<t,<+0 eq. 11-22

0 Sinon

Pour I’intensité totale on intégre entre — et+06 ce qui donne,

+0 +5 7( I=ty=ty jz
S(t)= jdtOJ(t,tO)z I, Idtoe d eq. 11-23
— -5
: . . . t—t,—t, ., . t,
En faisant le changement de variable suivant, soit § = —— d’ou d6 =—— on a,
o o
t+0—t
t,=—0 6, = d
Si g eq. 11-24
t—90—t
ty=40 0,= d
o

On peut réécrire I’intégrale de la maniére suivante,
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0, 6 6,
S(t)=-1,0 [dbe™” = 0'10[ [a6e™ — [doe J eq. T1-25
0 0

0,
A : . 2 % e e e
En définissant la fonction erf comme suit, erf(x) = T Ie dx, on peut réécrire I’équation II-
T

25,

S()=of, g[erf(ﬁl Vo erf (6,) eq. 1126

Ainsi on remarque, comme montré sur la figure suivante, que lorsque la durée de la porte
d’injection est inférieure a la largeur de la distribution limite (typiquement de 1’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 a la durée de la porte d’injection. Le temps d’injection est

donc un parametre clef sur la résolution du profil obtenu.

1 —

Injecthon durant un lemps indshrement court

Temps dinjecion de Tms

Temps dinjection de Sms

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

3. Limite du régime de diffusion
Pour étre en régime de diffusion et donc que les équations ci-dessus soient valables, il faut

que 1’énergie emmagasinée par ’ion due au champ électrique entre deux collisions soit

négligeable devant son énergie thermique.
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eEA << kT eq. 11-27
Avec A le libre parcours moyen entre deux collisions. Ainsi, eEA est I’énergie gagnée par un
ion de charge e se déplacant sous I’influence d’un champ électrique E entre deux collisions et
kT est I’énergie thermique. Si nous prenons comme hypothése que le gaz se comporte comme
un gaz parfait, le libre parcours moyen est ¢gal a I’inverse du produit entre la densité du gaz
(N) et la section efficace de collision (L), I’équation II-27 peut se réécrire de la fagon

suivante,

eE << kTNQ eq. II-28

Par réarrangement de 1’équation précédente on obtient,

E/N << kTQ/e eq. 11-29
Cette équation peut étre réécrite de la manicere suivante selon la formule donnée par

Revercomb et al.6,

d2
E/N << ~ eq. 11-30
Ou d est la somme des rayons de 1’ion et de la molécule en Angstroms et z le nombre de
charge ¢lémentaire sur 1’ion. Le rapport E/N est en Townsend (Td), qui est une unité utilisée
en mobilité ionique correspondant a 107 V.cm®. En régle générale les expériences de
mobilité ionique a champ homogene se situent a une valeur de 2Td.
Pour des valeurs de rapport E/N supérieures les équations qui régissent le mouvement des

ions ne sont plus les mémes. En effet I’équation II-1 s’écrit sous la forme,
v, =K(E)XE eq. 1I-31
En utilisant le Ko(E) relatif au K(E) on obtient une série infinie de termes pairs’,
K,(E)=K, ()1 + AE/NY + BEIN) + UE/N) + e(E/NY +...] eq. 1132

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

au champ ¢lectrique.

4. Relation entre mobilité ionique et section efficace de collision

Les collisions entre les particules sont contrdolées 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 a plus de deux corps et les collisions ion/ion. Les ions se déplacent a une

vitesse constante, ainsi le transfert moyen net de quantit¢ de mouvement (AP) par le champ

16



¢lectrique et par les collisions est nul. La perte moyenne de AP dans le gaz due aux collisions

est donc égale au gain moyen du au champ entre deux collisions, ainsi,
M(V' V)= qEd eq. 11-33
Avec 0t la durée entre deux collisions, V et V’ vitesses avant et apres collision. Or en
moyenne avant collision V=0 ainsi V’-V=V".
M<I7'> = gEt eq. 11-34
On considere les collisions isotropes, c'est a dire qu’aprés une collision la vitesse relative
entre 1’ion et la molécule de gaz est en moyenne nulle.

¥, = (-1 =0 eq. 11-35

<I7'> = <17'> eq. II-36
Ou v’ est la vitesse de I’ion apres collision. En considérant la conservation de la quantité de

mouvement moyen on a :
m(F)+M (V)= m(¥")+ M (V") eq. 11-37

Or<\7> =v,, <I7> =0, et <I7'> = <\7'> , ainsi I’équation précédente s’écrit,

m

F)=v, = (1 + M]<17'> eq. 11-38
En utilisant 1’équation précédente et 1’équation 11-34 on a,

_gEa  gqEa

eq. II-39
M m q

Va

Le premier terme est 1’énergie moyenne perdue par collision et le second est 1’énergie
moyenne gagnée entre deux collisions dues au champ électrique.
En utilisant la théorie cinétique des gaz® nous pouvons définir la durée entre deux collisions

de la maniére suivante,

& = m €q. 11-40
r D

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

substituant cette équation dans 1’équation I1-39 on a,
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Va Seil i"‘L L eq. 1I-41
N\m M <vr>QD

La vitesse moyenne peut étre approximée de manicre raisonnable par sa racine carrée, ainsi

(v,) =(v,)= <V - V\2> = (V) +(?)=2(57) = (v )+ (V) eq. 1142

Ou <\7I7> =0 parce que la vitesse V est égale dans toutes les dimensions de ’espace

(distribution isotropique des vitesses moléculaires). La valeur de <V2> provenant de I’énergie

thermique des molécules est définie tel que,

%M<V2> = %kT eq. 11-43

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

1 3

2\ _ 2 -
§m<v )= g eq. 11-44
On a donc,
<v, >2 = 3K + 3K eq. 11-45
m M

Ainsi I’équation I1-41 devient,

1/2 1/2
b oL eE(L VL)1 0q. 146
32 N\M m) \kT) Q,

e La(n 0
32 N\M m) \kT) Q,

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

Avec K=v4/E on a

eq. 11-47

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 1’équation II-48 donnée par Revercomb et Mason®, la seule différence

intervient sur le facteur numérique,
)5 )5
l6 N\m M kT ) Q,
La section efficace de collision est une grandeur relative a la géométrie de I’ion étudié. Cette

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

I’ion étudi¢ 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 effectu¢ par Langevin portant sur
I’ionisation des gaz et sur la théorie cinétique”'®. Langevin a défini 1’aspect collision de la
mobilité ainsi que le role des forces attractives sur la section efficace de collision, il a aussi
développé une premicre description des interactions ion-molécule et 1’influence de ces
dernieres sur la mobilité.

La seconde a ¢été 1’étude rationnelle de I’influence du champ ¢électrique et de la pression sur la
mobilité ionique. Des travaux sur la diffusion de cations dans 1’azote ont ét¢ développés par
Mitchell et Ridler''. L’étude de la mobilité en fonction du rapport E/N a permis de définir les
différents types de régimes (faible champ ou K est une constante et a haut champ ou 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 I’injection de paquets d’ions en
utilisant des portes a ions (ions shutters) qui sont du méme type que celles utilisées a 1’heure
actuelle pour injecter les ions dans les tubes de mobilité ionique. Ces premicres portes a ions
ont été¢ décrites en 1929 par Cravath'? et van de Graaff" . Bmdburry14 a développé cette

méthode par la suite avec un champ lin€aire entre deux plaques.

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

Le développement des instruments de mobilité ionique est principalement dus a Mason et
McDaniel qui ont théorisé le processus de diffusion des ions en phase gazeuse sous

15,16

I’influence d’un champ ¢électrique ™ °. IIs ont développé des expériences de mobilité ionique

qui sont a la base des instruments actuels. A partir de ces travaux les premiers appareils
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commerciaux ont pu voir le jour. L’intérét pour cette technique prend de 1I’ampleur a partir du
début des années 70. Karasek et al''® démarrent des études sur différents composés
organiques qui contribueront a I’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 étre utilisés sur le terrain.

Cet intérét 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, I’injection des ions, 1’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 a
analyser et le type d’ions que 1’on veut obtenir (ions atomiques, moléculaires, complexes
moléculaires, etc...). Le développement des sources d’ionisation appliquées a la spectrométrie
de mobilité¢ ionique a été le méme que pour la spectrométrie de masse. Nous allons nous
focaliser sur 1’ionisation des biomolécules, puisque nous nous intéresserons a ce type de
systeme dans cette étude. Les premicres sources développées permettaient d’obtenir des ions
atomiques ou des ions moléculaires sur des systémes de petites tailles (hydrocarbures, petites
molécules organiques ou sels inorganiques) nous pouvons citer la source radioactive au *Ni.
Cette source a permis de réaliser les premieres mesures de mobilité ionique. L’échantillon
doit étre préalablement vaporis¢, 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 20°™ siécle pour que de nouvelles sources permettant d’obtenir des
ions moléculaires de biomolécules apparaissent.

La premiére a étre développée est I’APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionisation) en

119

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

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

Le principe est le suivant, 1’échantillon est nébulisé et ionisé en utilisant une décharge corona
comme montré sur la figure suivante (au départ 1’ionisation était réalisée en utilisant une
source au ®Ni). 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.”’. Cette
technique est basée sur le bombardement d’atomes rapides de type Xe, Ar. Il n’est plus
nécessaire de vaporiser I’échantillon. L’échantillon est dilu¢ 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 confére une bonne sensibilité.
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Figure III-2 : Source FAB
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En 1984, John Fenn®' 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 1’émergence de la spectrométrie de
masse dans 1’analyse de biomolécules. Elle permet de faire passer en phase gazeuse des ions
moléculaires. Ce processus d’ionisation des molécules se déroule a 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 I’analyte a un débit d’une centaine de microlitre par heure
dans un capillaire, de 100um de diametre, qui est lui-méme dans un deuxieme capillaire, d’un
diametre 200pum, dans lequel circule de 1’azote. Ce systéme 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 a la pointe du nébuliseur. A I’interface liquide pointe du nébuliseur,
une réaction d’oxydation se produit, favorisant 1’échange de charges et la formation d’ions.
Sous I’effet du champ et de la forte densité¢ de charge, le ménisque se déforme et optimise sa

surface en prenant la forme du cone de Taylor™ .

] ;t'-l_ |-.
.t‘_f‘q.
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Figure III-3 : Principe de formation du cone de Taylor

Puis la pointe de ce cone se déforme jusqu'a rupture de 1’équilibre entre les tensions de
surface du fluide et les forces dues aux répulsions de charges. De cette maniére, de fines

gouttelettes chargées de quelques pum de diameétre 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 1’entrée et la sortie de ce capillaire permet de guider ces
gouttelettes a travers ce capillaire. Pendant ce déplacement, les charges présentes dans les
gouttelettes vont se repartir a la surface (répulsion électrostatique). Les gouttelettes de
quelques micromeétres de diameétre diminuent progressivement de taille par la perte de
molécule de solvant sous I’effet du chauffage. Lorsque la tension superficielle, qui maintient
la gouttelette en état, devient plus petite que la répulsion électrostatique (due a la présence des
charges), la limite de Rayleigh est atteinte : il y a fission asymétrique de la gouttelette, c’est
I’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 répéte plusieurs fois, il y a ainsi une réduction massive et rapide de la taille des

gouttelettes.

-Formation d’ions en phase gazeuse :

La derniére étape du processus est la plus polémique. Deux mécanismes tentent d’expliquer a

ce jour la formation d’ions.
IEM
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Sl o - lon evaporation
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Figure III-4 : Mécanismes de production d’ions en phase gazeuse
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Dans le modéle de I’évaporation ionique (IEM) développé par Iribarne et Thomson®, les ions
en phase gazeuse sont directement extraits, a partir de la surface de la gouttelette, lorsque le
diameétre de celle-ci est suffisamment petit (<10nm). Dans le modéle de la charge résiduelle
(CRM) développé par Dole et al.**, le schéma évaporation-fission de la gouttelette se poursuit
jusqu’a obtention d’une gouttelette fille d’environ 1nm ne contenant plus qu’un seul ion. La
validit¢ du modele dépend de la nature de I’ion (ion atomique inorganique, molécules
multiprotonées, etc...). Il a été suggéré que le mécanisme CRM serait prédominant pour
I’ionisation des biomolécules® alors que le mécanisme IEM serait quant a lui prédominant
pour les analytes de petites tailles®.

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

gouttelettes avant ionisation. La figure suivante présente 1’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
phénoméne se reproduit sur une gouttelette (jet J2) en donnant un nouveau groupe de
gouttelettes plus petites. Ce mécanisme se répete jusqu'a formation d’ions désolvatés en phase

gazeuse.
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En 1988 Karas et Hillenkamp®** développent une technique d’ionisation par désorption laser
(dans le domaine UV) sur une matrice absorbant 1’énergie laser et permettant de désorber et
de ioniser les analytes. Cette technique permet d’ioniser des especes ayant une masse
moléculaire supérieure a 10000Da. Au méme moment Tanaka et al.’® développent une
technique de désorption laser avec un laser N,. Cette technique est le MALDI (matrix-assisted

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

laser
analyte/matrix spot ~ Peam

To mass
spectrometer

cation /

sample plate extraction  focussing
gl'ld lens

Figure I1I-6 : Source MALDI

Ces deux dernieres techniques I’ESI et le MALDI sont a 1’origine du développement de la
spectrométrie de mobilité ionique couplée a la spectrométrie de masse pour 1’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 I’avons vu précédemment les différentes sources d’ionisation sont
principalement continues, il faut donc injecter les ions a 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 premiére technique utilisée a été la porte a ions de Bradbury-Nielson et Tyndall. Le
fonctionnement de cette porte a ions est le suivant. A la sortie de la source deux plaques
percées avec des grilles paralleles sont placées, la seconde €lectrode est placée a un potentiel

supérieur a la premiére pour pouvoir empécher les ions d’entrer dans le tube. Lorsque ’on

25



veut injecter un paquet d’ions on abaisse le potentiel de la seconde électrode a une valeur
correspondant au gradient de tension standard de I’expérience pendant un temps trés court.
Cette technique permet d’avoir des pulses contrélés 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 a 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 1’utilisation d’entonnoirs a ions. Son fonctionnement sera détaillé dans le
chapitre suivant. Brievement 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 a chaque plaque de la manicre suivante,
sur la premicre plaque +180° sur la deuxieme -180° sur la troisieme +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 systéme couplant entonnoir a ions et un piege a ions a été développé par Smith et
al’? la figure suivante montre le systéme qui est composé d’une partie entonnoir a ions, une

partie piégeage et une derniere partie entonnoir a ions.
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Figure III-7 : Entonnoir a ions avec systéme 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 I’¢jection 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 pieges peuvent étre utilisés, un pieége cylindrique sera détaillé dans le

chapitre suivant.

c. L’analyseur:

Plusieurs technologies existent. Les tubes de mobilité ionique avec un champ électrique
homogene (IMS), les tubes de mobilité ionique a haut champ asymétrique aussi appelés
spectrométrie de mobilité différentielle (DMS, FAIMS) et spectrométrie de mobilité ionique a
champ oscillant (TWIMS ou TWIG).

Les premiers développements expérimentaux ont été réalisés sur des tubes de mobilité a
champ constant, ce sont les mieux compris' . 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 a un
champ ¢électrique homogene. Au sein du tube régne une pression de gaz tampon connue et
controlée par I’injection et le pompage de ce dernier. Les ions sont injectés par la porte a ions,
ils ont une vitesse constante durant leur diffusion, connaissant leur temps de dérive et la
longueur du tube on a facilement acces a la constante de mobilité et donc a 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.*. En mobilit¢ différentielle on applique de forts champs
électriques oscillants ainsi la relation I-3 n’est plus valable, le coefficient Ky dépend du champ
électrique (Cf. Eq. 1I-32). Le dispositif expérimental est constitué par exemple de deux
plaques paralléles, ou est appliqué un champ oscillant asymétrique sur I’une des deux plaques

alors que la seconde est a la masse, comme montré sur la figure I11-8.
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Figure I1I-8 : Principe de la technique FAIMS

Les ions se déplacent entre ces deux plaques avec des trajectoires oscillantes. Le champ
¢lectrique E(t) appliqué entre les deux plaques est perpendiculaire au déplacement des ions et

satisfait les deux relations suivantes :

1
- [ E@ur=(E@)=0 eq. 111
(™ (e)) =0 eq. I1I-2
Ou T est la période d’oscillation (T=t1+t2), n un entier supérieur a 1.

E"{”u

E max b — — —= = = = = —— e

Lt

Emin

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 t; et t, dépend de Enin, Emax,

et a(E/N). Une tension continue compensatoire (Eg) peut étre ajoutée au champ asymétrique
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comme montré sur la figure I1I-8. Pendant les deux demi périodes t; et t, la vitesse des ions

est régie par,

V= K(EmaX—EO)'(Emax _EO) eq IM1-3
Var = K(Emin —Eo)'(Emin —-E))
En utilisant 1’¢q. 1I-32 et en se limitant au terme de deuxieme ordre on peut réécrire les

équations précédentes comme suit,

-
N Emax B E
le :KWO 1+Q[T0j '(Emax_EO)
. eq. 11I-4
N, E. —-FE
v, = KV" 1+a(T°j (E.. —E,)
Pendant une période le déplacement des ions suivant I’axe y est égal a,
Ay = Ivdt =Vt —Vot, eq. HI-5

0
En développant 1’équation précédente, en utilisant I’équation II1-4 et en prenant Ej<<Emax et

Emin on a,

2 2
E E
Ay = g —x | _ g —n eq. III-6
Y (N) (N) 1

2
L’ion traverse le dispositif sans heurter les électrodes si Ay=0, il faut donc que 0{%) soit

2
¢égale aa(% . En faisant varier la tension compensatrice les ions peuvent ou ne peuvent

pas passer a travers le dispositif de maniere séquentielle. Différents types de champs ont été
utilisés®® pour modifier les paramétres de séparations. Cet appareil peut étre utilisé en amont
d’un spectrometre de masse pour sélectionner certains ions. Il ne permet pas de remonter
directement a la section efficace de collision comme avec la méthode précédente.

La mobilité ionique a champ oscillant est proche de la mobilit¢ a champ constant. Cette
technique a été développée par Giles et al.”. L’analyseur est composé d’une série
d’¢lectrodes cylindriques, sur lesquelles est appliqué une tension sinusoidale, qui se propage
selon 1’axe du dispositif par utilisation d’une tension continue pulsée comme montré sur la

figure suivante.
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Figure III-10 : Tension sinusoidale pulsée utilisée en mobilité ionique a2 champ oscillant

Les ions vont se déplacer selon cet axe par 1’action de I’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 I’1ion 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 sensibilit¢ (meilleure transmission des ions) et a permis 1’émergence de

I"utilisation de la mobilité ionique a visées biologiques®™~®.

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

allons nous attacher a développer ce couplage.

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

Nous avons vu dans la partie précédente qu’il existait trois types d’analyseur en spectrométrie
de mobilit¢ ionique. Pour la spectrométric de masse il existe une variété importante
d’analyseur, nous citerons seulement ceux qui sont couplés a I’heure actuelle avec la
spectrométrie de mobilité 1onique. Les principaux sont le temps de vol et le quadripdle. 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 I’étude de biomolécules.
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Une étude sur la conformation de polymeres et d’un nona-peptide (la bradykinine) ont permis
de montrer la puissance du couplage IMMS>® pour la résolution de structures en phase
gazeuse de molécules biologiques.

Un des premiers montages qui a permis 1’observation de conformeéres protéiques par IMMS
est Pexpérience de M.J Jarrold”. Clemmer et al.** ont pu observer les différents conforméres
du Cytochrome C. Cette expérience est composée d’une source electrospray (ou MALDI),
d’une zone de désolvatation, d’un quadripole d’injection qui permet de s€lectionner les ions
que I’on souhaite analyser dans le tube de mobilité, un tube de mobilité et d’un analyseur
quadripdlaire. La spécificité de cette expérience est que la cellule de mobilité est thermalisée
et permet de travailler sur des gammes de température de -40 a 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 1’étude de systemes
métastables®!

En mobilité a champ homogene 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 a 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 quadripdle, un
tube de mobilit¢ TWIMS et un analyseur en masse a temps de vol (comme montré sur la

figure suivante).
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Figure III-11 : Schéma du dispositif Synapt
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Cet appareil a I’avantage d’étre trés sensible. Par contre la résolution de 1’analyseur TWIMS
est trés inférieure par rapport aux appareils de mobilité a champ homogene. De plus cette
technique ne permet pas de remonter a 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’isomeres conformationels. Elle peut étre
utilisée en complément d’analyse faite sur une expérience de mobilité a champ homogene.
Derni¢rement des études menées sur 1’agrégation des protéines, en utilisant ces deux
techniques ont permis de comprendre la formation de plaquettes impliquées dans la maladie
d’ Alzheimer™.

Clemmer et al*® ont développé une expérience o 1’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).
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Figure III-12 : Schéma du dispositif de mobilité cyclotronique

Cette expérience est composée d’une source electrospray, d’un entonnoir a ions (de type
funnel plus piege, Cf. Fig III-7) puis d’une série de cellule de mobilité¢ séparée par des

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

Lorsque I’on fait une mesure de mobilité ionique on détermine la section efficace de collision
de I’ion étudié. Pour pouvoir remonter a 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 a utiliser se fait selon la taille du systéme étudié (nombre d’atomes) et le
niveau de détail recherché (effets quantiques, effets de polarisation,...). Plus le systeéme est
complexe (biomolécules) plus il est difficile de déterminer une structure fiable. Pour les
systemes de petite taille, les calculs ab initio sont généralement utilisés. Pour les systemes
biologiques (généralement n>100atomes) des champs de forces couplés a 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 99* (Assisted Model
Building and Energy Refinement). Différentes méthodes d’optimisation permettent d’obtenir
un échantillon de structures, nous pouvons citer la méthode du recuit simulé®” (simulated
annealing) qui donne 1’ensemble des structures de basses énergies et la méthode d’échange de
réplique*® (replica-exchange) qui donne un ensemble de structure a une température donnée

(Cf. Fig. IV-1).

A) sample conformational space B) sample conformational space

|1 f\ )
RAVIILAR Ay

energy
energy

lacal
minimum minimum T4
global global
minimum minimum
Schematic potential energy surface Schematic potential energy surface

Figure IV-1 : A) Exploration des puits de potentiel par 1a 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
¢levée pour parcourir largement 1’espace des phases, on refroidit lentement le systéme pour
trouver les configurations les plus stables. Périodiquement, on chauffe pour permettre au
systeme de quitter les minimas locaux dans lesquels il serait piégé.

La méthode de réplique d’échange est tres utilisée dans 1’étude de biomolécules. Elle consiste
a faire M copies indépendantes (répliques) du systtme a M températures fixées. A une
température T,,, donnée, une nouvelle configuration est crée a partir de I’ancienne. Ainsi en
réitérant cette opération un grand nombre de fois on peut explorer le paysage conformationnel
et trouver un ensemble de structures a une température donnée. Cette méthode sera détaillée

dans le chapitre 3.

2. Géométries versus section efficace de collision

Dés lors que I'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 dernicres. On
dispose de plusieurs méthodes : projection de sphéres dures'’, calcul des trajectoires de
diffusion exactes avec un modéle de sphéres dures™ et le calcul des trajectoires de diffusion
en utilisant un potentiel intermoléculaire réaliste’’. Nous allons maintenant préciser chacune

des méthodes.

e Projection de spheres dures :
On considere le systeme étudi¢ comme un ensemble de sphéres rigides ou chaque atome est
considéré comme une sphére de rayon dépendant du type d’atome. Une rotation aléatoire dans
toutes les dimensions de I’espace est appliquée au systéme et on moyenne la surface projetée.
Cette méthode n’est pas trés réaliste puisqu’elle ne prend en compte aucune interaction a
longue distance entre 1’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 systeémes de 10 a100 atomes. Pour les grands systémes elle n’est pas fiable puisqu’elle
ne sonde pas en détail la surface. Si le gaz tampon utilisé est polarisable (CO,, NHj3,...) cette

méthode donne des résultats particulierement faussés.
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Figure IV-2 : Projection de sphéres dures

e Calcul des trajectoires de diffusion exactes avec un modele de sphéres dures :
Le systeme est encore considéré comme un ensemble de sphéres rigides. Mais dans cette
méthode de calcul on va utiliser les trajectoires de diffusion, c’est-a-dire que 1’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 a longue distance, mais on
tient compte de la forme de la surface de la molécule étudiée. Elle est utilisée pour des

systémes de grande taille supérieure a 1000 atomes.

Figure IV-3 : Calcul des trajectoires de diffusion exactes avec un modéle de sphéres dures

e C(Calcul des trajectoires de diffusion en utilisant un potentiel intermoléculaire réaliste :
Cette derniére méthode est la plus réaliste puisqu’elle utilise un potentiel intermoléculaire qui
permet de prendre en compte les interactions a 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-dip6le induit qui sont centrés a la position de chaque atome. Pour
chaque trajectoire le transfert d’impulsion de [’atome de gaz tampon a I’ion étudié¢ est
déterminé (Cf. Fig. IV-4). 1l va falloir calculer ces trajectoires pour I’ensemble des
orientations possibles de 1’ion et I’ensemble des parametres d’espace. Ce calcul est plus
couteux mais beaucoup plus précis. En particulier il prend en compte I’existence de

trajectoires attractives a 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 spectrometre de masse (MS) commercial (MicroQTOF Bruker)
a un tube de mobilit¢ ionique (IMS) développé au laboratoire (construction SMGOP

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

High-pressure l |

RF ion trap E

“ Micro-Qtof TOF
Drift cell (Bruker)

Collison
h |
\jIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||||||||\ exapole cell | —— ==
M ~10T ~N ~N | | | ||
T Pue orr // ”~ | | [=— '\
Electrospray | lon o i T S quadrupole detectors
source funnel o
Im

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 a ions du
spectrometre 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 piege ionique. L’enregistrement des spectres de masse en
fonction du temps, a intervalle régulier, permet de construire des spectres de mobilité et de
remonter aux temps de diffusion résolus en rapport m/z. Nous allons présenter 1’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 I’expérience.

II. MicroQTOF :

Le MicroQTOF Bruker est un spectrometre de masse qui comporte une source electrospray,
deux entonnoirs a ions, un hexapole, un quadripdle, une cellule de collision ainsi qu’un
spectrometre de masse a temps de vol avec réflectron. Le schéma de 1’appareil commercial est

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

Cet appareil est principalement utilisé pour faire des analyses en mode MS/MS. C'est-a-dire
qu’un ion parent est sélectionné par le quadripdle, il est fragmenté dans la cellule de collision
et les fragments fils obtenus sont analysés par le spectrométre a temps de vol. La technique de
MS/MS est tres 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 diametre
intérieur de 100um dans lequel circule la solution comportant I’analyte. L’échantillon est
infusé avec un débit d’une centaine de uL par heure. Ce premier capillaire se trouve a
I’intérieur d’un second, qui a un diameétre intérieur de 200pum, 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 a 250°C.
Cette source permet une ionisation dans des conditions douces qui sont bien adaptées a

I’analyse de systemes biologiques. L’électronébulisation s’opére a pression atmosphérique
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alors que I’analyse par le spectrometre de masse a temps de vol est réalisée dans un vide de
5.107 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 a palette, le
vide secondaire est quant a lui obtenu a 1’aide de pompes turbomoléculaires.

Pour transmettre les ions dans les zones ou la pression est relativement élevée (3mbar) les
entonnoirs a ions sont bien adaptés. Ils ont été développés par Smith et al.”. Comme
représentés sur la figure II-2, ils sont composés d’électrodes dont le diamétre interne diminue
réguliecrement. Un gradient de potentiel est appliqué pour transmettre les ions a travers
I’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.

- Vn,r CE@(OJT)

ik
T

W RF I:I:IS(OJt)

El.1

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

Il y a deux entonnoirs a ions a la suite sur le MicroQTOF, ainsi les ions peuvent étre transmis
en migrant dans des zones ou 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 Smm par rapport a I’axe du funnel, ceci dans le but d’¢liminer les espéces non
ionisées présentes a la sortie du capillaire. Apres les deux entonnoirs a ions il y a un hexapdle,
qui a comme role de guider les ions jusqu’au quadripdle. Son efficacité dépend de la pression,
dans I’expérience il se trouve dans une zone ou la pression est de 3.10% mbar. Son
fonctionnement repose sur le guidage d’ions dans des champs RF multipolaires’. La partie

entonnoirs a ions et hexapdle constitue la zone de transfert des ions (Cf. Fig. 11-3).
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Figure I1-3 : Transfert des ions.

Le quadripdle peut étre utilisé comme guide a ions ou comme filtre de masse. L’analyseur
quadripolaire est un ensemble de deux paires d’électrodes métalliques paralleles et

équidistantes de 1’axe central, comme représenté sur la figure 11-4.
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Figure II-4 : Quadrip6le Vue en 3D et tensions DC et RF appliquées sur les électrodes
Chaque paire d’¢lectrodes diamétralement opposées est portée a un méme potentiel et de

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

d’une composante sinusoidale : +/-(U+Vcos(wt)), impose aux ions une trajectoire oscillante
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(cf. fig. 1I-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 1’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 a U et V pour un ion de

rapport m/z donné.

Mo transmission
L
Optimum

Poor resolution

y unstable

X unstable

1'.-"_

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

A la suite du quadripdle il y a une cellule de collision qui est un quadripdle 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 quadripdle. Cette technique est la dissociation
induite par collision (CID)*. Le quadripdle et la cellule de collision sont dans une zone ot la
pression est de 5.10” mbar.

Un spectrométre de masse de type temps de vol® est composé de deux parties, une premiére
zone d’accélération perpendiculaire et une zone de vol libre sous un vide poussé 5.10 ' mbar.
La mesure du temps de vol d’un ion permet de remonter a sa vitesse. Cette vitesse étant

directement proportionnelle au rapport (m/z)"

. L’utilisation d’une premiere zone d’extraction
puis de zone d’accélération permet de compenser la dispersion spatiale initiale des ions®.

L’utilisation d’un réflectron’ (Cf. Fig I1.6), permet d’augmenter la résolution en masse en
compensant 1’élargissement des pics du a la dispersion initiale d’énergie cinétique. La
résolution maximale est de 15000. Le TOF peut fonctionner a une fréquence de 10kHz pour

une gamme de rapport m/z de 50 a 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).

lll. 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 a ions servant a 1’injection
des ions dans le spectrométre de masse.

Il y a trois principales contraintes sur cette expérience. La premiére est de garder une bonne
sensibilit¢ malgré 1’ajout d’un tube de mobilit¢ de Im de long. La seconde est de ne pas
perturber la mesure de diffusion dans la partie MicroQTOF, c'est-a-dire sans perdre la
temporalité. La troisiéme 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 a ces

contraintes nous avons développé des entonnoirs a ions pour augmenter la transmission des
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ions, donc la sensibilité. Le premier sert a transmettre et a refocaliser les ions provenant de la
source electrospray, le second est placé a la sortie du tube de mobilité et permet de refocaliser
les ions qui diffusent dans le tube. Nous avons également congu un piege ionique fonctionnant
a haute pression pour pouvoir stocker et injecter des paquets d’ions sur des temps courts
(environ Ims). Pour dimensionner et appréhender le comportement des ions dans ces optiques
ioniques nous avons di réaliser des simulations. Dans un premier temps nous allons présenter
le modele de simulation qui a été utilis€, puis nous montrerons les résultats de simulations qui
ont permit de valider le mode¢le utilisé¢ enfin nous présenterons le dimensionnement du piege

ionique.

1. Le modéle de simulation :

a. Simion 3D 7.0° :

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 a ces électrodes. Ensuite le calcul du potentiel électrostatique dans tout
I’espace soumis a I’influence des é€lectrodes. Cette étape se fait par résolution numérique de
I’équation de Laplace. Enfin le calcul et la visualisation des trajectoires des ions sous
I’influence de ce champ électrostatique. Dans cette derniére 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 1’espace a modéliser en un ensemble de points qui constituent le maillage. Le
potentiel en chaque point a I’intérieur de 1’assemblage électrostatique peut étre obtenu en
résolvant 1’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 a dire sans tenir compte de la charge d’espace. Le potentiel

en tout point de 1’espace, est défini grace aux propriétés du potentiel au voisinage.

AV =0 eq. 1111
Dans un espace discret bidimensionnel, I’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. 11I-2) :

NtV VitV
4

V eq. I1I-2
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La précision de la résolution numérique de I’équation de Laplace en tout point dépend de la
définition de 1’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 trés utilisé dans le dimensionnement des optiques ioniques des appareils de
spectrométrie de masse, microscopes ¢lectroniques, de multiplicateurs d’¢lectrons et autres
instruments scientifiques mettant en jeu des ions ou électrons dans des environnements
¢lectriques et/ou magnétiques.

Simion utilise, pour simuler la trajectoire des ions dans les vides, un pas de temps (At) durant
lequel les ions se déplacent dans 1’édifice ¢lectrostatique d’une distance Ay(X.,y,z).
L’incrément de temps est variable et est géré par Simion. Il dépend de la valeur de champ
¢lectrique et du gradient de champ électrique au point considéré (X,y,z). Dans notre modéle le

pas de temps utilisé sera fixe.

b. Description du modéle :

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 a haute
pression (5-25Torr). Ce modéle s’inspire de celui proposé par Jarrold et al.” pour simuler des
trajectoires dans des entonnoirs a ions, il est basé sur ’hypothése que le nombre de collisions
est important pendant une oscillation (1000 collisions) et la limite des champs faibles. Dans ce
modele, on définit un pas de temps (At) correspondant a I’inverse des fréquences de collisions
(libre parcours moyen). At correspond donc au déplacement de 1’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...

-1
At = 4(71 VoasTd? j eq. I1I-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,

D = kTK/(ze) eq. 111-4
La diffusion est modélisée en bougeant un ion dans une direction aléatoire dans les trois

dimensions de I’espace d’une distance donnée par 1’équation I1I-5 :

d',. = +/—(2AD) eq. T11-5
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Simultanément la trajectoire de 1’ion est modifiée par sa réponse au champ électrique DC

et/ou RF :

d’y: =eD[KTANE, +E,), . eq. 111-6
Le mouvement d’un ion pendant At 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, At est le pas de temps, T est la température du gaz, K est la mobilité
ionique et Eq4. et E;r sont respectivement le champ électrique dc et rf. Ce mod¢le est valable
pour un régime de mobilité. Le diagramme suivant présente un organigramme du programme

utilisé.

Definition of CIT
electrode geometry

using SIMION

9

Calculation of the time step AT
(inverse of )

Calculation of the
static electric field

\ 4

~
Calculation of the RF
electric field
Increment
time
t=t+AT . —~

Computation of ion
trajectory in CIT
using Egs. 1 & 2 and
I n

ow field approximatiol

. 4

Calculation of average
RF values using previous

trajectory

4

Computation of ion
trajectory in CIT
Increment using Egs. 1 & 2 and
c

nonlinear diffusion

time
t=t+AT oefficients (Egs. 8 & 9

YES

Stable trajectory in CIT ? ]

1NO

END

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

Les premieres 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 régne un champ électrique homogene de 10V/cm et une pression de

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

GUURRREL I R R

Figure III-2 : Le tube de mobilité ionique.

Les simulations réalisées miment 1’expérience et vont nous permettre de valider notre modéle
de diffusion. L’ion modele qui a été utilisé pour ces simulations est la bradykinine chargée
deux fois. Ce systeme a été choisi car c’est un peptide modéle que nous utiliserons pour
calibrer ultérieurement 1’expérience. Le tableau suivant présente les parameétres 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 cm®/V s
Rayon de I’ion 8.85 A
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 I1I-3 présente leurs trajectoires.
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DC Electric field

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 1’espace les profils d’arrivés en positions

(Cf. fig. 11I-4).

- ----sgapected protflk
= xpratk
1.04 S =y ptle
. J RS = zprfk
5 0.8 s
S ] ot
Z 06 S
@ i ,
= ' -7 %
w044 = e
2 | ; B
024 =y .
I:II:I T ‘u"l’l'l{!!-: T 11‘:!?!.='ll.l-u.|u_
-20 0 20
position mm

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

Ces profils ont été¢ comparés a 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 a la

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

2
X

_dx 3
p(x)dx = meXP( D t)

eq. [1-7

On remarque que les profils sont tout a fait similaires ce qui permet de valider notre modele.
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Le profil du temps d’arrivée des ions est présenté sur la figure I11-5.

D=38.10"m* 5"
0.3

0.6

0.4

Intensity Al
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T T T T T T T
0.0310 00315 0.0320 0.0325 0.0330 0.0335 0.0340
td (=)

Figure III-5 : Profil de temps comparé a 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 I’on ait une résolution limite pour une température, une tension et un gaz donné. Nous

reviendrons sur cette résolution dans les caractéristiques de 1’expérience.

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

210 T a transmission des ions

Les entonnoirs a ions ont été développés par R. D. Smith en 1997
produits a pression atmosphérique vers les spectromeétres de masse qui travaillent a pression
réduite est un défi de taille. Ces entonnoirs a ions ont la particularité de pouvoir transmettre de
manicre significative les ions tout en les refocalisant. Ils sont composés d’un empilement
d’¢électrodes avec un diameétre 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 a fonctionner a des pressions de 1 a 10Torr. Une tension RF
est utilisée pour focaliser les ions et une tension DC pour les entrainer. Deux entonnoirs a

ions, placés apreés la source electrospray et a la sortie du tube, ont été développés pour

augmenter la sensibilité de I’expérience.

La figure I11-6 présente les trajectoires des ions au sein de ces entonnoirs a ions :
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Figure III-6 : Trajectoires des ions dans les entonnoirs a ions

Sur cette figure on observe bien l’alternance des trajectoires oscillantes entre chaque
¢lectrodes, ceci est di au fait que deux ¢lectrodes successives sont en opposition de phase. Le
premier entonnoir a ions est composé de 28 ¢lectrodes de 1mm d’épaisseur séparées d’Imm
par du PEEK. Les 21 premicres électrodes ont un diametre interne qui suit un profil
parabolique descendant et les 7 dernic¢res ont un diamétre interne de 4 mm. Les simulations
ont été réalisées en mesurant la transmission des ions en fonction de I’amplitude de la tension
RF pour différentes pressions. Les résultats des simulations sont présentés sur la figure I11-7 et

. (o . 2,10
sont comparés aux valeurs expérimentales obtenues par Smith et al.” .
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Figure III-7 : Comparaison des profils de transmission du funnel d’injection en fonction de ’amplitude
RF et de la pression
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On remarque que I’allure des courbes est la méme. A faible pression on un maximum de
signal pour une RF de 100Vp-p et une diminution di taux de transmission au-dela. Alors qu’a
haute pression le taux de transmission augmente avec I’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 a haute pression les collisions
avec le gaz vont permettre d’amortir ces oscillations. Pour travailler a 12 Torr il faut donc des
amplitudes RF de 600Vp-p. Par contre on remarque un certain décalage entre la simulation et
I’expérience ceci est principalement du a trois facteurs. (i) La charge d’espace n’est pas pris
en compte dans la simulation, (ii) I’effet hydrodynamique n’est pas non plus pris en compte et
(i1) les ions analysés dans 1’expérience ne sont pas sélectionnés en masse, il se peut que
certains soient solvatés.

L’entonnoir a 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 vingtieéme ¢lectrode de forme conique avec une ouverture de Imm, afin d’obtenir un vide

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

4. Piéege ionique cylindrique fonctionnant a 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 I’expérience.
En effet, elle régit d’une part la sensibilité de la mesure par le nombre d’ions injectés a chaque
pulse et d’autre part la résolution, qui dépend en partie de la durée de l’injection. Afin
d’optimiser ces deux paramétres, nous avons choisi d’utiliser un piége cylindrique
quadripolaire qui permet de stocker des ions et de les €jecter sur un temps trés court. Le
dimensionnement de pi¢ges quadripdlaires 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 piégeage'' : géométrie du piége, conditions de tensions DC et RF & appliquer en
fonction du systéme étudié.

Pour notre expérience, le piégeage doit se faire a une pression d’environ 10 Torr. Or a cette
pression les équations de Mathieu ne sont plus valables, un terme collisionnel doit étre ajouté
pour décrire correctement le systéme. Nous avons développé 1’algorithme de simulation décrit
préalablement.

L’objectif des simulations est de tracer les diagrammes de stabilit¢ de ce type de pieége en

fonction de sa taille, de la pression et de la fréquence RF appliquées. Ceci dans le but de
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connaitre I’influence des différents parametres et de dimensionner un pieége pour notre
expérience. Un diagramme a été réalisé pour le piégeage d’ions dans le vide et nous a permis
d’observer I’effet du gaz. Pour obtenir un diagramme de stabilité on fait varier la tension Udc
et Urf pour les différents parametres a tester, et on considére qu’un ion est piégé s’il a une
trajectoire stable durant 30 ms.

Les propriétés des pieges ioniques cylindriques sont les mémes que celles des pieges ioniques
quadripolaires'>. Les piéges ioniques cylindriques de géométrie r=z ont des propriétés
intéressantes de confinements des ions. De plus la densité d’ion dans un piege ionique
cylindrique est supérieure a celles calculées pour les pieges ioniques quadripolaires. Nous
avons choisi une géométrie cylindrique pour ce piége pour cette raison mais aussi par sa
simplicité pour la conception mécanique. De plus, le fait d’avoir une surface plane est
particulierement adaptée pour le couplage avec un entonnoir a ions.

Ce picge ionique est composé de trois électrodes, une électrode cylindrique centrale de
diamétre 2r et de part et d’autres deux électrodes chapeaux circulaires percées distantes de 2z
sur lesquelles sont collées des grilles. La figure I1I-8 présente le piege en trois dimensions et
une coupe du piege avec les lignes d’isopotentiel ou 1’on observe bien la dominance d’un

potentiel quadripolaire.

Figure III-8 : Pi¢ége ionique cylindrique. Vue avec les lignes d’isopotentiel (gauche), vue 3D (a droite). Les
images proviennent du logiciel Simion.
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Pour un rapport m/z donné, les caractéristiques de piégeage d’un piege quadripolaire idéal
(avec une géométrie hyperbolique pour les deux électrodes « chapeaux ») sont définies avec

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

14
a. =-2a =-4% SR eq. I11-8
m\r,” +2z,
V
q.=-2q =—2% B eq. I11-9
m\r,” +2z,

Avec q la charge portée par I'ion, Vpc la tension continue appliquée, Vrr la tension
alternative appliquée, m la masse de 1’ion, 1y le rayon, z, la demi longueur, Q=2=nf (avec f la
fréquence).

Pour un pi¢ge ionique cylindrique, avec une géométrie de type r=z=z,, les parametres

pertinents sont a et y qui sont reliés aux parametres de Mathieu par les équations suivantes :

e Voe

oa=2a_=-8 eq. [II-10
: m Zonz a
e V
=2q. = —4— R eq. II-11
d m 20292

La figure III-9 présente les résultats des simulations pour un piege 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 SMHz. Les axes sont en coordonnées réduites (o/2
et y/2) pour pouvoir comparer ce diagramme avec celui obtenu pour un piege ionique

quadripolaire.

al 2

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

part le fait qu’il soit plus étendu .

-Effet de la pression :
Dans ces simulations nous avons fait varier différents parameétres pour voir leurs influences
sur le diagramme de stabilité résultant de ces modifications. Nous présenterons tout d’abord
I’effet de la fréquence et de la pression sur les diagrammes de stabilités.
La pression est un parameétre clef puisque nous voulons expérimentalement travailler a haute
pression (#10Torr). La figure 1II-10 présente les résultats des simulations pour un piege 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 SMHz.

600

5Torr
1 10 Torr
-600- = 25 Torr

404 = 5Torr
= 10 Torr b)

25 Torr

20

Figure III-10 : Diagramme de stabilité en fonction de la pression, a) pleine échelle, b) zoom sur les pointes
du diagramme.
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Les diagrammes obtenus a haute pression sont complétement différents de ceux obtenus dans
le vide (Fig. ITI-11). Les trajectoires des ions sont trés 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.

1l U
.

+

H N

Figure Erreur ! Il n'y a pas de texte répondant a ce style dans ce document.-1 : Trajectoire d’un ion dans le
piege 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 trés réduit par rapport au vide, en particulier les
trajectoires des ions sont stables pour des plages de valeurs de Upc plus petites. Quand la
pression augmente, la trajectoire des ions est stabilisée pour des plages de valeurs Ugp plus
grandes. Par contre les plages Upc ne sont pas modifiées. Ceci a pour conséquence que la
pointe gauche du diagramme de stabilit¢ devient de plus en plus fine lorsque la pression
augmente. Par exemple, pour une tension Ugp=1000V, les ions ont une trajectoire stable a -
22V<Upc<10V et -5V< Upc <2V a 5 et 10 Torr respectivement. Ceci montre qu’a haute
pression il faut appliquer des tensions Ugr plus importantes pour pouvoir piéger. Une dernicre
observation peut étre faite, le point (a/2, %/2) = (Urr, Upc) = (0, 0) ne correspond a aucune
trajectoires stables, la diffusion intrinséque des ions conduit a une expansion continue de leurs
trajectoires et les fait s’écraser sur les électrodes. En effet, pour une tension Upc=0 V, un
champ RF minimal doit étre appliqué pour stabiliser la trajectoire des ions. Les premiers
points stables (Ugrr, Upc) sont (220, 0), (345, 0) et (450, 0) pour 5, 10 et 25 Torr
respectivement. Le modele utilisé est valide si le nombre de collisions reste important par

rapport a la fréquence de la tension Ugg.



-Effet de 1a RF et de la taille :
Nous avons aussi fait une simulation en faisant varier la fréquence Ugr et la dimension du
piege. La figure III-12 présente les diagrammes obtenus pour trois fréquences (1,5 et10 MHz)
pour un piege de r=z=3mm a une pression de 10 Torr. La figure III-13 présente les

diagrammes obtenus pour trois tailles (1,3 et 6mm) a SMHz et 10 Torr.

.| a) 1 MHz

Figure III-12 : Diagramme de stabilité pour différentes fréquences
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Figure I1I-13 : Diagramme de stabilité pour différentes taille de piége
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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 piége augmente, les trajectoires sont stabilisées pour une
gamme plus grande de tension Ugp et Upc. Pour une pression et une fréquence donnée,
I’extension (a, %), du diagramme de stabilité¢ est définie de maniere quadratique en fonction

de la taille du piege :

2
(7)., = cste{i} (@ 7). eq. 1112

Zy

-Conclusion sur les simulations pour le pi¢ge a haute pression :

Ces simulations ont été réalisées pour développer un piége cylindrique adaptable sur notre
expérience MS+. Pour le piége ionique on ne peut pas réaliser les expériences pour les
grandes valeurs de radiofréquence, mais ces simulations permettent d’avoir une vision sur
I’évolution des diagrammes de stabilité en fonction des différents parameétres 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 da choisir une taille de piege pour lesquels la
tension Ugr a appliquer et la fréquence qui soient possible expérimentalement. Ces contraintes
nous ont poussés a choisir un piege de dimension r=z=3mm avec une fréquence de 4.8MHz et
une tension Urp=600V .

Pour démontrer les performances de ce piége nous avons fait des expériences sur différents
systemes, Bradykinine, MRFA et Cytochrome C. La figure III-14 présente les spectres de

masse obtenus avec et sans RF appliquée sur I’¢électrode centrale du pi¢ge.
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Figure II1-14 : Efficacité du piége : Comparaison de spectres de masse avec et sans tension RF sur
I’électrode cylindrique de la trappe

Ces résultats montrent le gain important de signal obtenu grace a 1’utilisation de ce pieége. Ce
gain de signal permet d’augmenter la sensibilité de 1’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 étre 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 piege est moins efficace (facteur 2-3).

Une quantité plus importante de signal aurait pu étre gagnée, la principale limitation est due
aux dimensions du piege, I’efficacité de pi¢geage est limitée par la charge d’espace (ceci est
illustré par le piégeage du lysozyme). Pour avoir des systemes de piégeages plus performant a
pressions ¢levées en termes de charge d’espace, une des possibilités est 1’utilisation de la
technologie des funnels. Smith et al. ont développés un édifice électrostatique couplant un
funnel et une zone de piégeage. Ce systeme a été présenté dans le premier chapitre. Les

dimensions de la partie piege sont bien plus importantes que celles du piége ionique
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cylindrique, ainsi on peut espérer accroitre de maniere significative la sensibilit¢ de

I’expérience.

IV. Fonctionnement de I’expérience :

1. Principe :

Le but de I'expérience MS+ est de mesurer des spectres de masse en fonction du temps de
diffusion des ions. Pour ce faire il faut synchroniser I’injection des ions dans le tube de
mobilité ionique avec le détecteur, en 1’occurrence le spectrometre a temps de vol. Il existe un
mode non puls¢ ou Ion 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 piége. Les ions qui entrent
dans le piege proviennent de I’entonnoir a ion qui se trouve en amont. Lors de 1’injection des

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

V4
V1
\\‘, \
| 0 u
ES| /ﬁﬁ/ lon trap
Drift tube
va 1 Expulsion des ions du piege et
i injection dans le tube.
[
U ;
La porte d entrée du piége est
V2 ;
[ toujours ouverte.
V1 C'est I'entrée du funnel qui
t régule le remplissage du piége.

Figure IV-1 : Fonctionnement du piége ionique cylindrique

Au moment de I’expulsion des ions 1’électrode 3 et 4 sont portées, pendant un temps compris
entre 500us et 1ms, a une tension inférieure de 10 V, ainsi on injecte les ions dans le tube de
mobilité ionique. Pour pouvoir réguler ’injection des ions dans le piege ionique cylindrique
une tension pulsée est appliquée a I’entrée de 1’entonnoir a ions (V1). Ainsi on peut régler le

temps de remplissage du piege ainsi que le délai entre la fin du remplissage du piege et
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I’injection dans le tube. Le pulse d’injection est directement synchroniser a 1’acquisition en
masse, sa fréquence est de ’ordre de 1 a SHz. Le spectrométre a temps de vol fonctionne a
10kHz ce qui est trés supérieur a la fréquence d’injection dans le tube de diffusion le
diagramme suivant présente la synchronisation de toute 1’expérience.

F 3 L.
Acquiris

/\ < 3-6Hz > Figge ettube In

1g

¥

Figge ettube In

[T
I

Figure IV-2 : Diagramme de synchronisation de I’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 controle :

Pour piloter I’expérience MS+ on dispose de deux interfaces. La premiere, qui est 1’interface
commerciale du microQTOF Bruker, permet de controler et de piloter les paramétres de la
source electrospray, des deux entonnoirs a ions, de I’hexapoéle, du quadripdle, de la cellule de
collisions, des différentes lentilles einzel ainsi que du TOF.

La seconde, qui a été¢ développée au laboratoire, permet de controler et de piloter la partie
tube de mobilité.

Le pilotage des différents parametres de I’expérience :
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-Tensions a appliquer sur I’entonnoir a ions d’entrée, sur le picge ionique cylindrique, sur le

tube de mobilité ainsi que sur I’entonnoir a ions de sortie.

-Flux d’hélium a injecter dans le tube.

-Ouverture des vannes de pompages.

Le controle des différents parameétres de 1’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

controle 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 parameétres de controle et d’acquisition est présentée sur la

figure IV-3.
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Figure IV-3 : Schéma de fonctionnement du controle et des acquisitions sur I’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 I’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 [V-4.

m/z

12+
13+
14+

| —
—_—
o
—

40 60 80 100 120 140 160

drift time (ms)

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

Si on projette les spots obtenus sur la carte selon 1’axe des ordonnées on obtient le spectre de
masse et si on fait cette opération sur I’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 ’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 I’ion lysozyme 15+

Ce temps ne permet pas de remonter directement a 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 spectromeétre de masse. Pour s’affranchir de ces temps morts nous devons procéder
a une calibration. Nous faisons plusieurs expériences en changeant le champ ¢électrique. Nous
tracons ensuite les temps d’arrivées en fonction de 1’inverse de la tension appliquée. Selon
I’équation IV-2 la pente de la droite est proportionnelle a la mobilité réduite et I’ordonnée a

I’origine donne le temps mort (t,).

to, =1, t1p eq. IV-1

exp

L’T,
th _L_L_ P eq. IV-2
v, KE K,PTV

Avec P la pression de gaz tampon et V la différence de potentiel appliqué sur le tube. Cette
mobilité réduite déterminée grace a 1’équation IV-3, permet de remonter a la section efficace

de collision de I’1on avec le gaz tampon.

K, 3¢ —” i eq. IV-3
16N ukT ) Q

i

T
K,=K 70 eq. IV-4

0
Avec Ny la densité de gaz dans les conditions standards.
Nous allons présenter une calibration effectuée sur la bradykinine, le méme systéme 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 a 530 m/z (Cf. Fig. III-
14).

En faisant varier la tension, typiquement de 420 a 820V par pas de 50V on obtient une droite
d’étalonnage qui permet d’extraire la mobilité réduite a partir de la pente de la droite. Cette
derniére valeur permet d’obtenir la section efficace de collision. Dans notre cas on trouve une
section efficace de 246 A 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
(V) y = 24.126x + 0.0041

R? =1

0.1
0.09 - /
0.08

0.07
" 006 /

0.05 /

0.04 - /

0-03 T T T T T
0.001 0.0015 0.002 0.0025  0.003 0.0035 0.004

1V

Figure IV-6 : Droite de calibration pour la bradykinine deux fois chargées.

Dés lors ou nous disposons d’une section efficace de collision nous devons comparer cette
valeur a 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 a un champ de force, et rechercher des structures stables du systéme. 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 a la structure du systéme 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 paramétres :

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

Un autre paramétre intervient sur cette résolution, c’est le temps d’injection des ions dans le
tube a chaque pulse. En effet si on envoie les ions pendant des temps tres long (supérieurs a
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 a la limite
intrinséque de résolution. La figure suivante présente des résolutions mesurées (t/At) pour la

bradykinine en fonction du temps d’injection des ions.

Résolution=f(ouverture de porte)

80
70
60 .
50 7Y

t/At
I
o
L

20
10 .

0 5 10 15
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Figure IV-7 : Résolution en fonction du temps d’injection des ions pour la bradykinine deux fois chargées.

De manicre générale une ouverture de porte de Ims est bien adaptée puisqu’elle permet
d’avoir une bonne résolution (58) tout en gardant une sensibilité raisonnable. Pour une étude
sur un systeme ou I’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 spectromeétre de
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masse est de ne pas piéger les ions dans les optiques ioniques entre la sortie du tube et le
spectrometre de masse, auquel cas on perd la temporalité de diffusion des ions. Ceci nous a
posé des problémes, puisque le spectrométre 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 di 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 1’expérience MS+. Nous nous sommes attachés a
présenter les différentes parties de cette expérience. Une picce clef de ce couplage est le picge
ionique cylindrique qui doit fonctionner a pression élevée (>5Torr). Un travail important de
simulation a pression ¢levée a été effectué. Un modele de diffusion dans des champs
¢lectriques DC et RF a été développé (intégré a Simion). Ceci nous a permis de dimensionner
les différentes optiques, piege ionique a haute pression et entonnoirs a ions qui permettent de
réaliser des expériences avec une bonne sensibilité et une bonne résolution. Nous avons aussi
explicité les interfaces de pilotage, de controle et d’acquisition de 1’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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l. Introduction:

La compréhension de la relation entre la séquence peptidique et la structure est tres
importante pour le diagnostique de certaines maladies liées aux conformations de peptides ou
de protéines (Alzheimer', Creutzfeldt-Jakob?). Les paramétres qui stabilisent les structures
secondaires sont liés aux propriétés des acides aminés composant la chaine peptidique ainsi
qu’aux paramétres extérieurs® (solvant, force ionique, etc...). Dans notre étude nous nous
limiterons aux paramétres intrinséques du peptide puisque les mesures de mobilité ionique se
font en phase gazeuse™’. Les polyalanines ont la propriété de former des hélices en solution®’

et en phase gazeuse. Une étude de M.J. Jarrold et al.®’

a démontré I’'importance de la
solvatation de la charge pour la stabilisation d’hélice en phase gazeuse (i) en N-terminal la
charge déstabilise 1’hélice (ii) en C-terminal des hélices sont observées dans ce cas la charge
est stabilisée par le dipole induit par 1’hélice (iii) si la charge est placée sur la chaine latérale
d’un acide aminé basique en C-terminal, des dimeres stables d’hélices sont observés. Dans ce
dernier cas la stabilisation est due a des structures « téte a queue » de deux hélices. Cette
¢tude a mis en avant I’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.'’. Les structures observées ont permis de montrer que les structures étaient
basées sur des feuillets béta. Ceci montre encore 1I’importance des charges en phase gazeuse.
Enfin des études sur des polyalanines chargées plusieurs fois'' et de tailles plus importantes
ont pu montrer encore une fois I’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 €levée pour que les calculs soient réalisables. Les systemes
choisis pour cette étude sont des systémes modéles. La premiere série est composée de
polyalanines de type RA4XA4K, I’arginine et la lysine, qui sont des résidus basiques,
permettent de contrdler la localisation des charges en N-terminale et en C-terminale. La
deuxieme série est composée de polyglycines analogues aux polyalanines (RG4XG4K), elles
sont peu structurées par rapport aux polyalanines. Le changement de I’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 diffusion? des peptides et nous utiliserons la dynamique moléculaire couplée a la méthode

d’échange de réplique (REMD) pour assigner des structures.

Il. Méthodes utilisées :

1. Synthése des peptides :

La synthése des peptides a ¢été réalisée en utilisant la méthode FMOC

(Fluorenylmethyloxycarbonyle) en phase solide. Le principe est représenté sur la figure I1-1.
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Figure II-1 : Mécanisme de la synthése peptidiques par la méthode FMOC

La synthése se fait a partir de I’acide aminé se trouvant en position C-terminale en ajoutant les
acides aminés un par un. Celui-ci est lié par sa fonction carboxylique a 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 chaine latérale de I’acide
aminé sont elles aussi protégées. On déprotege la fonction amine en utilisant une base
(souvent de la pipéridine) pour pouvoir additionner I’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 réitére ce processus jusqu'a

I’obtention du peptide désiré. Pour décrocher le peptide du polymere il suffit d’utiliser un
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acide (TFA par exemple) apres avoir déprotégé la fonction amine de 1’acide aminé en N-
terminale. Cette synthése a été réalisée sur un synthétiseur de peptides Applied Biosystems
433A a I’Ecole polytechnique fédérale de Lausanne au sein de I’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 a la spectrométrie de
masse :

Les peptides sont analysés par IMMS, I’expérience a été présentée dans la partie précédente.
Les solutions utilisées sont diluées dans un mélange 50/50 eau/méthanol a une concentration
de 100uM, on ajoute 0.1% d’acide acétique. Pour chaque peptide on réalise des mesures de
mobilité¢ ionique a différents champs électriques pour pouvoir déterminer leurs sections
efficaces de diffusion (Cf. chapitre précédent calibration). Le temps d’injection des ions est de

Ims, les spectres présentés ont été obtenus a 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 a la réplique d’échange (REMD), cette méthode a été
présentée brievement dans le chapitre 1 et est développée dans 1’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 completement dépliée. Une premicre simulation
d’échange de réplique couplée a de la dynamique moléculaire (REMD) est réalisée, en
utilisant le champ de force AMBER99'%. 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 I’ensemble des
structures extraites par la méthode d’annealing. On réitére ce processus jusqu'a I’obtention de
la structure la moins énergétique. Cette dernicre est utilisée comme structure de départ pour
une simulation REMD ou les répliques sont resserrées autour de 300K, on extrait 1000
structures a cette température. Les sections efficace de ces mille structures optimisées sont
déterminées en utilisant la méthode des trajectoires de diffusion dans I’hélium". On obtient
ainsi une distribution de section efficace de diffusion.

Les charges (protons) ont été placées sur ’arginine (N-terminale) et sur la lysine (C-
terminale), les seules ambiguités ont été lorsque ’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 ou le résidu basique est I’histidine un autres cas
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a ét¢ simulé, il s’agit de I’histidine centrale neutre pour laquelle il existe deux formes

tautomériques.

lll. Résultats :
1. Polyalanines :

Les analyses par mobilité¢ ionique couplée a 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 1’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 RA /XA /K.

La figure III-2 présente les sections efficaces de diffusion mesurées (en gris) pour les peptides
de formules suivantes [RAsXA4K+2H]*", ot X est I'un des 20 acides aminés naturels. Les
profils en sections efficaces de diffusion mesurés ont des valeurs moyennes comprises entre
230 et 250 A% La largeur des distributions est généralement compatible a la diffusion
naturelle (Cf. Chapitrel), ce qui laisse supposer qu’il n’y a qu’un seul conformere en
présence. Cependant pour X=Lys, nous observons une distribution bimodale.

Les profils calculés et mesurés sont en trés bon accord pour la plupart des peptides étudiés. La
valeur de la section efficace de diffusion moyenne est en bonne accord entre I’expérience et
les calculs se qui peut laisser penser que les structures sont réalistes. De plus si on s’intéresse
a la largeur des distributions on remarque que la REMD a 300K est en adéquation avec les
profils mesurés. Ceci montre que la largeur expérimentale n’est sans doute pas uniquement

due a la diffusion mais également a la distribution de conformations a 300K.
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Figure I1I-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
I’arginine 1 et la lysine 11. Les profils en pointillés correspondent a une protonation sur I’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 tautomeéres de ’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
Ramachandran'® 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 I’annexe 1. Les
diagrammes de Ramachandran sont obtenus en tracant les couples d’angles dihédraux © et ¥

pour les 1000 structures échantillonnées a 300K.
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Figure III-3 : Structures les plus stables 2 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 (@, V) pour le résidu central X, la carte en 2D (jaune au rouge) représente les angles dihedraux
pour la chaine principale de tous les résidus.

Les motifs structuraux communs obtenus sont basés sur des hélices alpha, hormis pour la
proline et pour les peptides ou 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 (®,¥) = (-60°,-45°) correspondant aux hélices alpha. En plus de

I’arrangement commun en hélice alpha, plusieurs caractéres communs peuvent étre identifi€s,
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(1) une interaction électrostatique entre la charge positive de 1’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 chaine principale (coté C-terminale).
Cette derniére caractéristique avait été observée auparavant pour des polyalanines
monochargées’. L’interaction favorable entre la charge et le dipole électrique de 1’hélice
stabilise la structure secondaire en hélice alpha. Au-dela de ces similitudes les différentes
structures, peuvent étre séparées en trois groupes distincts dépendant des propriétés de I’acide
aminé central X.
La présence d’un groupement carbonyle ou d’un oxygene sur la chaine latérale de 1’acide
aminé central favorise une interaction électrostatique attractive avec la charge présente sur
I’arginine. Ceci est observé pour le peptide ou X=Asp (comme représenté sur la figure I11-3)
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 taches autour de (®,¥) = (-
75°,50°) et (®,¥) = (-70°,170°). Un effet du méme type, mais moins prononcé, est observé
pour les peptides ayant pour résidu central X=GIn, Asn and Thr qui ont tous trois un atome
d’oxygene dans leur chaine. Pour les peptides de ce premier groupe, 1’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 chalnes latérales de ces derniers n’ont pas d’interactions significatives
avec la charge portée par I’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 tidche importante dans la zone des hélices alpha et seuls les
angles dihedraux pour I’extrémité N-terminale (Arg) s’¢éloignent de cette zone.
Dans le troisiéme groupe (X=Ala, Cys, Gly), il n’y a pas de solvatation de la charge sur
I’arginine par la chaine latérale du résidu central. Par contre la solvatation de la lysine par le
groupe carbonyle de la liaison peptidique est conservée. Ces peptides différent 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 a ceux du groupe précédent.

Les différences entre le groupe de I’Asp et du Trp peuvent étre expliquées par la
compétition entre la solvatation optimale de la charge par la chaine latérale du résidu central

et la formation de liaisons hydrogenes qui stabilisent 1’hélice. Cet argument ne peut cependant
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pas étre appliqué au groupe de 1’alanine, car les chaines latérales des acides aminés de ce
groupe sont trop petites pour déstabiliser I’hélice. Méme si une interaction est possible
comme dans le cas de X=Ser, ou il y a présence d’une fonction alcool sur la chaine latérale, la
faible longueur de cette chaine fait que ce dernier ce comporte comme les peptides du groupe
de I’alanine. Le comportement particulier du peptide le plus petit du groupe de 1’Asp (X=Thr)
permet d’illustrer cette compétition. Deux conformeres sont obtenus par les calculs a 300K
(Cf. Fig IlI-4). La structure la plus stable présente des caractéristiques communes au groupe

de I’Asp alors que ’autre isomere est similaire au groupe de 1I’Ala.

180

90

-180 . ‘
-180 90 O

b

Figure II1-4 : Diagramme de Ramachandran et structures des peptides ou X=Thr. Le conformeére (a) a
une structure correspondant au groupe de Asp, le conformére (b) a une structure correspondant au
groupe de Ala.

Enfin, le peptide ou X=Leu adopte une structure intermédiaire entre le groupe de 1’Asp et du
Trp avec un domaine en hélice du résidu 4 a 7, et il n’y a pas de solvatation de la charge par la
chaine 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 ambiguités sur les sites de protonation
comme nous 1’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 trés 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 1’arginine. Lorsque le résidu X est neutre (ligne noire) une
structure hélicoidale intermédiaire entre les peptides avec X=Trp et X=Asp est observée. Par
contre, lorsque 1’arginine centrale est chargée et la lysine en C-terminale est neutre (pointillés
noir) on obtient un conformere 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
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protonation d’aprés les données expérimentales. L’effet de la position de la charge sur la
structure est le méme pour X=Lys et His, mais dans ces cas les différences entre les sections

efficaces de diffusion sont plus marquées (Cf. Figure I11-2).

signal (arb.)

0.0+

230 240 250 260
Cross section (A?)

Figure I1I-5 : Comparaison des structures et des sections efficaces de diffusion pour le peptide
[RA,RAK+2H]* 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
systémes, de conclure sur la coexistence ou non de différents conformeres ceci est di au fait
que les sections efficaces sont trés 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
confére une certaine rigidité. Cette rigidité se traduit sur le diagramme de Ramachandran par
une valeur de I’angle ® aux alentours de -75°, alors que 1’angle ¥ est plus flexible. Ainsi les
géomeétries des alanines voisines du résidu central sont contraintes, ceci apparait par une tache
intense aux alentours de (@, ¥)=(-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 méme que
celui observé pour les autres peptides. C'est-a-dire que les charges portées par les chaines
latérales de la lysine et de 1’arginine sont solvatées respectivement par la fonction acide
carboxylique et les groupes carbonyles de la chalne peptidique. C’est simplement la

perturbation locale causée par de la proline qui donne une structure non hélicoidale.
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2. Polyglycines :

La figure I1I-6 représente les profils de section efficace de diffusion (en gris) mesurés pour la
série des polyglycines, de formule [RG4XG4K+2H]*". Le profil expérimental du peptide avec

X=Cys n’est pas représenté puisque 1’échantillon ne donnait pas assez de signal.
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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 ’autre forme tautomére de I’histidine).

Les peptides présentent une valeur moyenne de section efficace aux alentours de 200 a 230
A%, donc plus petite que pour la série des polyalanines, ce qui est dii au fait que la chaine

latérale de la glycine est plus petite que celle de 1’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 conformere. Seul le peptide avec X=His présente une distribution plus
large, ce qui peut laisser présager plusieurs conformeres.

Les profils de section efficaces de diffusion obtenus par les simulations de REMD sont
¢galement présentés sur la figure I11-6. 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, méme pour le peptide X=His si on considére 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
I’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 a la série des polyalanines, ou 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 étre
illustrée par les exemples suivants. Les diagrammes de Ramachandran correspondant aux
1000 structures obtenues a 300K ont été tracés de la méme manicre que pour les polyalanines.
Des exemples sont présentés sur la figure I11-7 pour les peptides avec X=Gly, Thr, Ile et Phe
avec leurs structures de plus basses énergies. Les autres structures sont présentées dans
I’annexe II. Dans certains cas (X=Phe et Ile) plusieurs structures sont présentées. Ces
derniéres correspondent aux différents isomeres stables émergeant des simulations a 300K. Si
on compare les diagrammes de Ramachandran a 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 flexibilit¢ des glycines. De plus, les diagrammes
changent de maniére plus significative lorsque 1’on modifie I’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 étre expliquée par I’absence
d’une structuration secondaire dominante, mais peut aussi provenir de la coexistence de
plusieurs isomeres. Ceci peut étre tranché en regardant la valeur des angles dihedraux (®, V)
de I’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 trés
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 a

la structure de plus basse énergie potentielle.
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Figure III-7: Structures les plus stables 2 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 prés du groupe carbonyle
de la liaison peptidique centrale ainsi que de la chaine latérale de 1’acide aminé central.

Dans 1’autre moiti¢ des peptides, on observe la signature de la coexistence de plusieurs

isomeres. Ceci est bien illustré sur la figure I1I-7 avec le peptide ou X=Phe ou ’on observe
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bien une distribution bimodale, et aussi sur la figure III-6 ou 1’on observe un profil trés large
pour le peptide ou X=His. Pour les autres peptides la coexistence est bien visible sur les
diagrammes de Ramachandran. Par exemple, la distribution des angles (®,¥) 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 a une structure ou la chaine latérale de I’arginine
protonées est paralleéle a 1’acide carboxylique (C-terminale) et au dessus de lui. Ces deux
groupes protonés peuvent se trouver dans le méme plan ce qui correspond au deuxiéme nuage
de points a (O,¥ )=(- 60°,20°). Les deux isomeres 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 considere I’acide aminé central chargé. Dans tous les cas, les deux principaux conformeres
suggérés par les distributions bimodales des diagrammes de Ramachandran différent dans
I’arrangement local et la solvatation de la charge de I’Arg et de la Lys et de la chaine latérale
de X. Enfin, le peptide ayant comme résidu central 1’alanine a trois nuages de points résolus
sur son diagramme de Ramachandran, les mémes observations ont été faites sur X=His (Cf.

Fig 111-8).
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Figure III-8 : Diagramme de Ramachandran et structures de plus basse énergie pour le peptide
[RG,AGK+2H]*.

Les conformeres correspondants ont le méme schéma de solvatation entre le groupement
carboxylique et la chalne latérale de 1’arginine, par contre la solvatation de la chaine latérale

de la lysine par le groupement carbonyle de I’acide aminé central différe.
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IV. Discussion :

Les différentes conformations adoptées par les polyglycines et les polyalanines sont régies par
la solvatation des charges de 1’arginine et de la lysine, notamment par le groupe carboxylique
et les carbonyles, et dans une moindre mesure par la chaine latérale du résidu central. Ceci est
particulieérement remarquable pour les polyglycines, ou différentes manicres de solvater les
charges sont rendues possibles par la flexibilit¢ des glycines. La variété de structures
échantillonnées a 300K reflete bien ce phénomene.

La série des polyalanines se distingue par sa haute propension a former des hélices alpha,
hormis pour le cas ou X=Pro. Les différences entre ces peptides proviennent de la solvatation
des charges qui différe en fonction de la chaine latérale de I’acide aminé central. Ainsi, la
longueur de 1’hélice dépend de ’acide aminé central. Si on compare les hélices obtenues, en
excluant le peptide avec X=Pro, avec la propension a faire des hélices'> pour les acides
aminés centraux on remarque qu’il n’y a pas de corrélation. D’aprées les résultats, la longueur
des hélices pour X=Trp est de 7 mais seulement de 5 pour X=Glu, alors que 1’acide
glutamique donne plus facilement des hélices que le tryptophane.

Les structures similaires obtenues pour les polyalanines suggerent 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.'.
La figure IV-1 représente les sections efficaces mesurées pour chaque peptide en fonction de
V. Pour le cas ou X=Lys, nous observons une distribution bimodale avec le pic le plus intense
qui est noté K et I’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)=130A°, V(Cys)=90 A*, V(His)=125 A®, 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 tres flexibles et que la chaine latérale de 1’acide aminé central peut
modifier la structure global. On remarque que pour des résidus centraux dont les chaines
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.
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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 a 1’expérience, pour le second pic sur le profil en
section efficace ce qui indique que 1’on a la présence de conformeres métastables. Pour les
peptides ou les simulations sont en bonne corrélation avec les résultats expérimentaux, les
structures extraites a 300 K ont été analysées de maniere plus précise en tracant 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 1’énergie
potentielle instantanée pour 1000 structures représentatives des peptides suivants,
[RAJALK+2H]™ (a) et [RG4IG4K+2H]* (b). Sur ce méme graphique est aussi représentée la

corrélation entre la section efficace de diffusion et 1’énergie potentielle de ces 1000 structures
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aprés optimisation. On remarque que pour le peptide (a) on filtre 768 structures apres
optimisation alors que pour le peptide (b) on en filtre seulement 231. Ceci provient du fait
que la chaine latérale des glycines est composée seulement d’un hydrogene, ainsi une seule
orientation est possible. En revanche pour les polyalanines, la chaine latérale composée du
groupement CH; 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 chaines 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 & des structures correspondant & 239A%. Par contre
pour le peptide (b) on a un potentiel assez plat ou les structures sont comprises entre 208 et

218 A% avec une énergie potentielle assez proche.
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Figure IV-3 Energie potentielle en fonction des sections efficaces de diffusion pour une série de 1000
configurations (a) [RALIAK+2H]* et (b) [RG,IG,K+2H]*, échantillonnée a 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-a-dire, la difficulté de reproduire I’expérience par les calculs a 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 tres 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 conformeres ayant des énergies trés 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
systémes, dont la structure en phase gazeuse a pu étre déterminée, peuvent servir de systémes
modeles dans des études résolues en conformation. Notamment sur 1’é¢tude I’influence de la
structure de ces peptides sur leur abondance d’ion produit par dissociation induite par capture

d’électron (ECD)"".
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Appendice A : Simulations numériques :

Les simulations numériques se déroulent en deux parties distinctes, la premiére permet de
générer des structures pertinentes et la seconde permet de déterminer les sections efficaces de

diffusion de ces derniéres.

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
systemes ¢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 a différentes températures en parallele. Aléatoirement des échanges

entre les répliques sont effectués comme représentées sur la figure suivante.

1000 K
N\

80K *"'( S5 @

! e f

Figure 1 : Schéma des échanges de répliques.

Nous allons maintenant expliciter la méthode d’échanges de répliques (Sugita et al').

Soit un systtme composé¢ de N atomes de masse mg(k=I1,....,N) avec leurs vecteurs de

positions et vecteurs de quantité de mouvement écrits de la maniére suivante, g = {q1 yerees N}
et p={p,..... p }. L’hamiltonien H(q,p) du systéme est donné par la somme de 1’énergie

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



Avec

N 2
K(p)=3 2 Eq. 2
it 21,

Dans I’ensemble canonique a la température T, chaque état x =(g, p) avec I’hamiltonien

H(q,p) est pondéré par le facteur de Boltzmann :
W, ((T) = e #en) Eq. 3

Ou B, la température inverse, est définie par f=1/k, T (avec kg la constante de Boltzmann).

L’énergie cinétique moyenne a la température T est donnée par,

/5 pi )3
(K(p)), = 2o —ENkBT Eq. 4
= k

L’ensemble généralisé pour 1’échange de répliques consiste en M copies (ou répliques) sans
interactions du systéme original dans I’ensemble canonique a M températures différentes Ty,
(m=1,....,M). Les répliques sont disposées de telle mani¢re 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 I’indice i(i=1,....,M) pour les répliques et m(m=1,....,M) pour les
températures, a un instant donné si I’on connait la température on peut connaitre la réplique et

vice versa :

{ i=i(m)= f(m), Eq. 5

m=m(i) = [ (0),

Ou 1 (m) est la fonction de permutation de m et /(i) est son inverse.

Soit X :(xl[i(l)],....,x][,jM)])z(x,[,ﬂl),....,xﬂfﬁ]“) permettant de définir I’état du systéme dans

[i]

m

I’ensemble généralisé. Dans x,' I’exposant et I’indice décrivent respectivement la réplique et



la température. L’6tat X est définit par M séries de coordonnées q' et de quantité de

mouvement p[i] des N atomes de la réplique 1 a la température Ty, :

= (g, pt), Eq. 6
Puisque les répliques sont indépendantes, le facteur de pondération pour 1’état X dans
I’ensemble généralis¢ est donné par le produit du facteur de Boltzmann pour chaque réplique

(ou a chaque température) :
N Wl N o] fion)]
W;m4c¥)=exp{—§5ﬁamfng',p'>}=exp{—§§¢afngl“>[p““)} Eq.7
i=1 i=1

Ou i(m) et m(i) est la fonction de permutation définie dans I’Eq.5.
Nous allons maintenant considérer un échange d’une paire de réplique dans I’ensemble
généralisé. L’échange va étre réalis€é entre une réplique 1 et j qui correspondent aux

températures Ty, et Ty,
X =( Xl ,ij],...) — X'= (...,x,[j]',...,x,[f]',...) Eq. 8
Ici i, j, m et n sont relatifs a la fonction de permutation décrite dans 1’Eq. 5., I’échange de
répliques introduit une nouvelle fonction de permutation [ :
¥=fm0%j=fﬁm, .
: S q.9
J=f(n)—i=['(n),

L’échange de répliques peut étre écrit de maniére plus détaillé par,

[ — (] L] Ul — U1 LT
= % =
{xm (q 2 p )m xm (q 9 p )m ) Eq 10

fo] = (q[J],p[.i])n N xIEi]' = (q[i],p[i]')n’

Le processus est équivalent si ’on échange les paires de températures Ty, et T, pour les

répliques correspondantes 1 et j comme présenté dans 1’équation suivante,



| . TR Eq. 11
A= gV, pUly o5 4Dt = (g1, Uty d

{ xr[rl;] — (q[i],p[i])m N x,[f]' - (q[z‘]’p[i]')n’
Pour tenir compte du changement de température lorsque I’on échange de répliques il faut
réajuster les vitesses et donc 1’énergie cinétique par le biais de la quantité de mouvement

comme montré¢ dans I’équation suivante,

il Tn i
Pt = _ o
T’” Eq. 12
[ — m [l
p T p

Cette équation permet de satisfaire ’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 X (X — X'):

Wy (XWX = X') =W, (XWX X) Eq. 13

e e LAk BBl + Eg)
+ B,k (PN + E@™]+ 8, [K(p)+ E¢VH] }
e ARG A KGN ARG L
+ B K- B, [E@h - EG™)]- 8, [E@h - BV }
wX — X") _ 3
w(X'— X) =exp(=4)
Ou,

A=[8,-B,kE@G™ - E@Y) Eq. 15



Et1, j, m et n sont relatifs aux permutations avant 1I’échange (Eq. 5)
i=f(m),j=f(n) Eq. 16
Cette derniere doit étre respectée en utilisant, par exemple, le critére Metropolis,

1, pourA <0

xUl :{ Eq. 17

wX - X") = w(x,[,i]
exp(—=A), pourA >0

Ou w(x,[,i] x,[/ ]) est I’échange de répliques (ou de températures) écrit de manicre explicite. Nous

supposons que 1< B,<...< Bm. Une simulation d’échanges est réalisée en alternant les deux

étapes suivantes :

1-Chaque répliques dans l’ensemble canoniques a une température fixe est simulées de

maniére simultanées et indépendantes pour un certain pas de dynamique moléculaire.

1] et x[j]

m m+1 2

2-Une paire de répliques a des températures voisines, x sont échangées avec la

(/]

probabilité w(x,[,’;]‘xmﬂ)dans I’Eq. 17. Des répliques voisines sont échangées car le taux

d’acceptation de I’échange décroit exponentiellement avec la différence de deux Bs (Cf. Eq.17
et 19). Il faut également noter que si un échange de réplique est accepté dans 1’étape 2, la
fonction de permutation (Eq. 5) est actualisée.

Le principal avantage de I’échange de répliques par rapport aux autres méthodes d’ensemble
généralisé comme les algorithmes multicanoniques” et les températures simulées®* 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 trés fastidieuse et couteuse en
temps de calculs. Pour une performance optimale de 1’échange de répliques on doit toujours
choisir une distribution de températures appropriées.

La valeur canonique attendue de la quantité physique A a la température T, (m=1,....,M) peut

étre calculée en utilisant I’équation suivante,



Ngw M
(4), —N S A ob, Eq. 18

sim t=1 i=1

Ou N, est le nombre total de mesures effectuées pour chaque réplique, f'(i;¢)est la
fonction de permutation de I’Eq.5 a la mesure rth, et J,, est la fonction delta de Kronecker.

Quand on s’intéresse a la température d’échange, 1’équation précédente peut s’écrire de la

maniére suivante,

N.wm
(4), = NL DAY 0@y Eq. 19

sim 1=l

En ce qui concerne la valeur attendue pour une température intermédiaire, une méthode de
repondération par histogramme multiple’ © est utilisée. Nous supposons que nous avons fait R
simulations indépendantes a R températures différentes. Soit N(E) et n, qui sont
respectivement 1’énergie de I’histogramme et le nombre total d’échantillons obtenue dans le
calcul mth. (En échange de répliques n,=Nsim) La valeur attendue pour la quantité physique A

a n’importe quelle température intermédiaire T=1/kg[3 est donné par,
Z A(E)P(E; )
A =

Eq. 20

Ou,
R
> &aN, (E)e”
P(E; B) =" Egq. 21
D gite
m=1
Et,

e =>"P(E:f3,) Eq. 22
E

Ici, g, =1+2, et1yestle temps d’autocorrélation intégré a la température Tr,.



Le protocole détaillé de calcul utilisé est présenté ci-apres. La structure de départ est une

structure completement dépliée. La premiere partie du calcul permet d’obtenir la structure de

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

températures proches de 300K (température de travail). 1000 structures sont extraites a 300K.

Structure dépliée

|

Replica-
exchange

molecular
dynamics
(AMBER 99)

1000 structures
extraites pour
chaque
température

| Structure de plus
basse énergie

Calcul de

section efficaces
(trajectoires de
diffusion de He*)

W

1000 structures
extraites pour
T=300K
v
Distributions de Distributions de
sections efficaces sections efficaces
([) expénmentales ] [ calculées a 300K ]
1l

*Le protocole de simulation:

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

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

Extraction de 1000 structures de la
réplique a 300K.

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

Figure 2 : Protocol du calcul.

2-Détermination des sections efficaces de diffusion :

Dés lors ou I’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 a la température d’interét (300K pour notre expérience).
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l. Introduction:

Nous allons dans ce chapitre étudier un peptide appartenant a la partie transmembranaire de la
protéine M2 du virus de la grippe A% In vivo la protéine M2 est impliquée dans un canal a
protons™” situé¢ dans la partie transmembranaire du virus. Ce canal ionique est composé d’un
tétrameére de la protéine M2°. L’intérét d’étudier cette protéine est double.

C’est une protéine d’enveloppe qui joue donc un role important dans le processus de
reconnaissance du virus par les anticorps de I’hote (bien que cette derniére soit minoritaire en
comparaison des autres protéines d’enveloppe tel que I’hémagglutinine et la neuraminidase).
Le canal a 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 hote, ’ARN viral doit étre libéré dans le
milieu intracellulaire afin d’étre traduit et transcrit grace a la machinerie cellulaire de I’hote.
La protéine M2 va permettre le passage de protons a I’intérieur de la particule virale et ainsi
diminuer son pH. Ceci a pour effet la fusion des membranes virales et de celle de I’endosome

et permet la libération de I’ARN dans la cellule héte.

RESPIRATORY
TRACT

INFLUENZA
VIRUS
MATRIX w X

= NEURAMINIDASE

NUCLEOPROTEIN
AND POLYMERASES

BN, THEMAGGLUTININ ‘ ==
MZPROTEIN e URAMINIDASE — .
=y sl

— viraLrna’ [©

d /
ENDOSOME

AGGLUTININ

INFECTED CELL

ML

Figure I-1 : Schéma de réplication du virus : a) infection, b) attachement du virus a la membrane
cellulaire de I’héte, ¢) endocytose : entrée du virus dans la cellule hote, 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 I’ Amantadine

et la Rimantadine qui agissent sur la porte®® du canal a 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 virus’ les médicaments permettent d’éviter la
réplication ce qui limite I’infection. Cependant des observations ont mis en évidence que des
mutations au sein de la protéine M2 rendaient les traitements cités inefficaces'®. Ce qui
suggere 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 hélicoidale (PDB'":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 monomére M2TMP déterminée par RMN liquide et solide (PDB'' : INY).

Le second intérét de cette étude est, comme nous le verrons dans les résultats de ce chapitre,
que ce peptide constitue un excellent modele de systéme bistable avec une compétition entre
structure en hélice et structure en globule. Il peut donc étre utilisé pour étudier la compétition
entre ces deux structures ainsi que I’influence de la structure sur d’autres propriétés physico-
chimiques du peptide. Nous nous sommes intéressés a la stabilité de la structure en hélice du
monomere par rapport a des mutations de séquence. Nous présenterons d’abord quelques
résultats'? obtenus sur ces mutants par spectrométrie de masse couplée a la capture d’électron

. . 1314
dissociative ™

(ECD) au laboratoire de spectrométrie de masse biomoléculaire de I’EPFL
(groupe de Yury Tsybin). Les résultats obtenus par mobilit¢ ionique couplée a la
spectrométrie de masse comparés a des calculs de dynamique moléculaire couplée a I’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’étre 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
I’influence de la structure secondaire d’un peptide sur sa fragmentation était 1’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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Il. Systémes étudiés :

Les différents variants ¢étudiés ainsi que le peptide naturel (wild type) sont présentés dans le
tableau 1. Ils ont été obtenus par synthése peptidique (FMOC). Un travail important de
synthése a ¢t¢ mis en ceuvre di a la grande taille du systéme (25 acides aminés). Dans la
plupart des cas un seul acide aminé a été muté (sauf pour le dernier peptide ou deux acides
aminés ont ét¢ mutés). Ces mutations permettent de modifier (i) la position des sites basiques,

(i1) la flexibilité de la chaine et (ii) de substituer des sites acides par des sites basiques.

S$-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L Wild type
S$-S-D-P-L-V-V-A-A-S-l-I-L--L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L L@G13
S-S-D-P-L-V-G-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-|-L-D-R-L GaVv7
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 G@H16
S$-S-R-P-L-V-V-A-A-S-|-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L R@D3
S-S-D-P-L-A-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L AQ@V6
S-S-D-P-L-V-V-A-A-N-I-I-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L N@S10
S$-S-N-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-|-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R-L N@D3
S$-S-R-P-L-V-V-A-A-S-I--G-I-L-G-L-I-L-W-I-L-D-R-L | R@D3 et G@H16

Tableau 1 : Séquences et noms des peptides étudiés.
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lll. Résultats préliminaires obtenus par ECD :

1. Dispositif expérimental :

L’expérience est présentée figure I1I-1. Cette expérience'” se trouve au Laboratoire de
Spectrométrie de Masse Biomoléculaire (LSMB) a 1’Ecole Polytechnique Fédérale de
Lausanne (EPFL). Elle est constituée d’une source electrospray, d’optiques de transfert, d’un
piege quadripolaire linéaire (LTQ) et d’une cellule a résonnance cyclotronique (ICR).

L’aimant supraconducteur utilisé permet d’atteindre un champ magnétique de 12T.

FTICR MS
* lon Image Current Detector
= Accurate Mass

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

= Secondary Electron Multiplier Detector

Superconductive Magnet

Nt - W —— R

101 0 03

40 Lisec 15 Lisec 300 Lisec 400 Lisec 210 Lisec 210 Lisec

Triple-Ported Turbopump

Figure III-1 : Schéma de I’expérience LTQ-FTICR.

2. Principe de '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 II1-2.

(M +nH]"" +e — |[M nH]'{'”_lH} — fragments

Figure III-2 : Schéma de fragmentation par ECD.
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Le bombardement avec des électrons lents (3eV) permet la capture d’électron par I’ion. L’ion
formé aprés 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

13,14 . , . . . . .
puisque le mécanisme mis en jeu est dit non-ergodique.

de maniere spécifique les ions
C'est-a-dire que I'énergie apportée par la recombinaison n'est pas redistribuée sur 1'ensemble
de la molécule et conduit a une fragmentation non statistique.

Les fragments ¢ et z sont majoritaires en ECD sur des peptides ou des protéines. En effet le

mécanisme de fragmentation agit sur la liaison N-Ca.

3. Résultats :

Les mesures en ECD ont été faites sur 1’état de charge +3. Les spectres de masse obtenus

apres fragmentation du peptide naturel sont présentés dans la figure I11-3.

100 [M+3H]>
90 -
50 | [M+2H]
70 ”
® c,
Q J 2
260 :
o +
540 :
] o -2 Zsg"
] c8+ Z, 4+ +
20 N 9: 1223 : g i + ©23° [M+H]*
10 - Co' ' Cg'lip +iiii (16 1 Zy' 1T,
| PRt H T N §]§z14+555c19§c20§ cz+'L 2z
FYRTIRER AU A Y WO Gt B ol s al A d IY O
500 1'000 1'500 2'000 2'500

Figure II1-3 : Spectre de masse obtenu par fragmentation ECD de I’ion précurseur [M+3H]*" pour le

peptide naturel (wild type).

Comme nous ’avons dit précédemment, les ions produits par ECD sont de types ¢ et z. Les
résultats sont traités de la maniére suivante : I’intensité relative des ions ¢ et z pour chaque
résidu est calculée par rapport a l'ion parent. Ces résultats sont tracés sous forme
d’histogrammes. Des profils de fragmentations différents sont observés selon les mutations
réalisées. Ceci peut €tre soit dii 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 I1I-4 : profils de fragmentation par ECD sur I’ion parent [M+3H]** pour le peptide naturel et le
peptide G@H16.
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On remarque bien deux profils de fragmentation différents. Dans cet exemple le variant
G@H]16 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 mémes que dans le chapitre III.
Apres leurs syntheses les différents peptides ont été stockés dans des solutions a 1mM dans
I’eau. Les solutions utilisées pour les analyses par IM-MS sont a 100uM 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 1’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 utilis¢ (AMBER
99) reproduit mal les interactions telles que ion/dipole, effets coopératifs, et effets longue
distance. Ceci sera encore plus vrai pour des systemes de grandes tailles triplement chargés.
Cependant la taille des systémes (25 acides aminés) ne rend pas envisageable 1’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 a 3.7V/cm avec un
pas de 0.5V/cm) pour chacune des espéces afin de remonter directement a 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 synthése 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 mémes sauf pour R@D3 ou il y a un
site basique supplémentaire (R3). Pour G@HI16 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 a I’état de charge +3 : d’une part c’est celui qui
a été utilis¢ dans les expériences d’ECD et d’autre part ¢’est celui qui correspond aux pics les
plus intenses. De plus pour les calculs il y a moins d’ambiguités que sur 1’état de charge +2
pour placer les charges. Pour 1’état de charge 4+ la répulsion contraint trop le peptide pour
faire des observations sur les changements de structure induit par les mutations. Pour 1’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 500A” on observe un profil asymétrique et particuliérement large (Cf. fin du
chapitre). A environ 600 A on observe un profil symétrique et assez fin.

Les différents variants peuvent étre rangés en trois familles en fonction des profils observés :
-G@V7 et N@S10, seul le profil aux alentours de 500 A? est observé.

-G@H16 et R@D3, seul le profil aux alentours de 600 A” 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, I’arginine et 1’histidine. Pour G@H16 les deux premicres
charges sont localisées aux mémes endroits que précédemment et la troisiéme 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 I’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 A? pour le peptide naturel et R@D3
(RHR), vers 560 A pour L@G13 et G@V7, vers 540 pour R@D3 (N-terRR) et vers 500 pour
G@HI16. De maniére générale, la correspondance entre calculs versus expériences pour un
peptide donné n'est pas satisfaisante. Par contre les calculs fournissent des reperes en section
efficace qui permettent d’assigner un type de structure aux deux familles déterminées
expérimentalement. En effet on trouve des structures vers 500 A% et vers 600 A? comme

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

J\ Wild type
L@G13

Gc@V7

ﬂ G@H16
J/J/\ R@D3 (N-terRR)
J\ R@D3 (RHR)

400 450 500 550 600 650 270() 750 800
Collision cross-section (A®)

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-a sur une
large part de sa séquence. Les plus faibles correspondent a des structures globulaires. En ce
qui concerne les structures intermédiaires, elles comportent des portions en hélice- a et

repliées sur les extrémités. Plus la proportion d’hélice est élevée plus la section efficace est

élevée.

Wild type
Q=612A2

R@D3 (N-ter,RR) |
Q=539A2

R@D3 (RH,R)
G@V7 Q=614A2
Q=566A2

Figure IV-5 : Structures tridimensionnelles les plus stables a 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 A” alors qu’expérimentalement
le profil est centré a 515 A%, Pour ce dernier la structure calculée est de type hélice avec
I’extrémité N-terminale plutdt globulaire et un repliement de 1’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 1’acide aspartique (D3), I’histidine est
solvatée par la fonction carboxylique du C-terminale et I’arginine est solvatée par le carbonyle
de I’histidine.

Le peptide L@G13 a une section efficace calculée de 565 A? alors qu’expérimentalement on
mesure une distribution bimodale de part et d’autre de cette valeur (540 et 600 A?). La partie
hélicoidale calculée est plus courte que celle obtenue pour le peptide naturel. La solvatation
de la charge portée par I’histidine est la méme que précédemment. Par contre la charge portée
par ’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 AZ%
expérimentalement le profil est centré sur une valeur de 500 A%, La structure obtenue présente
une faible portion d’hélice avec les cotés N et C terminaux qui sont repliés. La charge de
I’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 I’arginine est
solvatée par la fonction carbonyle de L22.

Pour le peptide G@H]16, les calculs proposent une structure plutét globulaire (503 A?) alors
qu’on mesure une section efficace de 610 A” correspondant & une hélice. Pour les calculs, la
charge présente sur H16 a été placée sur la proline (P4). La localisation des charges est tres
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 trés globulaire. La charge portée par I’arginine
est solvatée par le carbonyle de 1’121 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 ’expérience, il s’agit de la protonation RHR. Cette structure correspond a une hélice
légerement 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’I121 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 hélicoidales calculées, la solvatation des charges ainsi que les sections efficaces

mesurées et calculées.
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Séquence Nom Q Q
calculée | expérimentale
+S-S-D-P-L-V-V-A-A-S-I-I-G-I-L-H+-L-I-L-W-I-L-D-R+-L, Wildtype | 61242 | 515A2
| 4 TI
< > —>
+S-S-D-P-L-V—V-A-A-S-I-I-L-I-L-H-;-L-I-L-W-I-L-Dl-R-;-Ll L@G13 565A2 | 520A2 et 600A2
4 |
< > —>
+8-S-D-P-L-V-G-A-A-S-1-[-G-I-L-H+-L-I-L-W-I-L-D-R+-L G@V7 566A2 | 500A2
L S i L[4
>
+8-S-D-P+-L-V-V-A-A-S-I--G-I-L-G-L-I-L-W-I-L-D-R+-L G@H16 503A2 | 610A2
L ¢ L 4
+—> >
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 R@D3 614A2 | 610A2
L 4 (RHR)
+S-S-R+-P-L-V-V-A-A-S-I-1-G-I-L-H-L-I-L-W-I-L-D-R+-L R@D3 539A2 | 610A2
T * =_If| (N-terRR)
—> +—> +—>

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 fléches noires sous les

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

hélicoidales des peptides. Les deux derniéres colonnes présentent respectivement les sections efficaces

calculées et mesurées.

V. Discussion :

1. Comparaison des calculs avec les expériences :

Lorsque 1’on veut simuler des systemes de la taille de ces peptides (25 acides aminés) il

commence a étre difficile d’explorer toute la surface de potentiel correspondant au paysage

conformationel. De plus le champ de force utilis€ (AMBER99) ne prend pas en compte la

polarisation, les effets a 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 a environ 500A® a des structures

globulaires et le pic 4 environ 600 A% a des hélices partiellement repliées.

Ainsi :

-Pour G@V7 et N@S10 en phase gazeuse, on observe des structures plutdt globulaires.

-Pour G@H16 et R@D3, on observe des structures plutot 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
systeme a explorer une zone qu’on lui impose et qui favorisera I’exploration des structures

observées expérimentalement. Pour cela un potentiel « parapluie»'® (Umbrella) a été utilisé,

ce dernier s’écrit sous la forme V, . (R)=1/2 k(R gz -R g02 )2 . II agit sur le rayon de giration

biais

qui est li¢ a la section efficace de diffusion comme représent¢ sur la figure V-1.

590 -
580 -
570-
560 -
550 -
540 -
530 -
520 - 7
5104 -
5001

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

Rayon de giration (A)

Collision cross section (A%

Figure V-1 : Corrélation entre section efficace 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 I’imposer pour les simulations. Ceci peut permettre d’explorer des zones
qui ne 'auraient peut étre 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 a étre réalis€, ce qui n’est pas
compatible avec les simulations. Nous allons présenter quelques résultats préliminaires
obtenus avec cette technique. Deux cas vont étre présentés.

Le premier concerne le peptide G@H16 qui a une section efficace mesurée de 610 A* et une
section efficace calculée de 503 A% Dans ce cas ont force le systéme a 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 a2 590 A%, structure la plus stable (en haut) et

de part et d’autres deux structures correspondant a une section efficace faible (gauche) et élevée (droite).

On remarque que sur ce systéme méme si on force la simulation a explorer vers les hautes
sections efficaces I’obtention d’une hélice qui correspondrait a 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 méme 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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réalit¢ mais que c¢a soit le tryptophane. De nouvelles simulations en changeant la place des
charges doivent étre 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 A” alors que par le calcul on obtient

612 A% La figure V-3 présente le profil de section efficace calculé ainsi que deux structures

représentatives.

— h2wildguid400_B
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Figure V-3 : Profil de section efficace de diffusion calculé pour une contrainte a 400 A’ et structures

représentatives des simulations, 518 A’ pour la structure de gauche et 540 A’ pour la structure de droite.

Dans ce cas on arrive a des valeurs proches de celles mesurées. Les structures présentent un
autre schéma de solvatation des charges. Pour la structure de gauche (518 A?) 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 A% 1a
solvatation des charges est quasiment la méme 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 systémes de grande
taille, dont la surface de potentielle ne peut pas étre explorée efficacement, une méthode
généralement utilisée consiste a générer de nombreuses structures et choisir parmi celles de
plus basse énergie, celle qui correspond a 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 A® qui correspond a une structure avec une
faible proportion hélicoidale et les deux extrémités N et C-terminales qui sont globulaires et
celle 4 600 A® qui correspond & une hélice légérement déformée en C-terminale. Les
simulations guidées ont permis d’améliorer 1’accord entre expérience et théorie s€quence par
séquence. Pour certaine espéce comme le peptide G@H16 méme en biaisant le calcul il est
difficile d’obtenir une structure correspondant a [’expérience. Comme il a ét¢ dit
précédemment, la localisation des charges est trés 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 étre ét¢ 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 a montrer que la structure hélicoidale est
stabilisée lorsque 1’on modifie les sites de protonation, (i) mutation d’un acide aminé basique
pour G@HI16 et (ii) ajout d’un acide aminé basique pour R@D3. Ces deux exemples
confirment I’importance de la localisation des charges sur la stabilit¢ d’une hélice en phase
gazeuse. La répartition réguliére des charges favorise les hélices '°, grace 4 une solvatation
réguliere des charges par les acides aminés localisés a proximité et également grace a 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 a 3 ou 4 résidus d’écart (correspondant au pas de I’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 ¢loignés.

Ceci est observé dans I’exemple ou G@HI16, en effet le N-terminale et la proline sont
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proches, ainsi le N-terminale est solvaté par le C-terminale ce qui déstabilise complétement la

structure.

2. Forme des profils expérimentaux de section efficace :

Les profils expérimentaux obtenus ont pour la majorit¢ deux pics, sauf pour G@H16 et
R@D3 qui ont clairement un profil correspondant a une structure hélicoidale 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 A’
moins peuplé que le pic principal. Ces profils ressemblent a des profils caractéristiques d’un
changement de conformation durant la diffusion dans le tube de mobilité ionique. Hudgins et
al.'” ont déja observés cela sur des nano-cristaux de chlorure de sodium. Pour simuler le
profil, on suppose que A, ions ont initialement la structure A, By 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.

o(t)=Ip(e)g(e,0)dr eq. V-1

p(t)=4,0(t—L/v,)+B,0(t—L/v,)e™ + jB05(T _e-iz VBTje"“dr eq. V-2

0 V4
N Y4 =Yy, /4Dt
gltt)=—2=e eq. V-3

La fonction ®(t) représente la distribution en temps de diffusion pour deux isomeres A et B.
Elle est composée de deux fonction p(t) et g(t, t’). p(t) est composée de trois termes, le
premier décrit le pic de I’isomere A, le second celui de I’isomére B et le troisieme le pic
intermédiaire correspondant a I’échange de B en A durant la diffusion dans le tube de mobilité
ionique. La fonction g(t,t’) représente 1’¢largissement des pics da a la diffusion. L représente
la longueur du tube, v, et v, les vitesses de diffusions des deux isomeres, Ay et By les
intensités initiales des deux isoméres, 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 1’équation 1. La figure V-4 présente la simulation et le

profil expérimental sur le peptide naturel, L@G13 et G@V7. A 1’état initial on suppose une
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signal (arb.)

structure complétement hélicoidale (Ay=0 et Bo=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

I’équation précédente (pointillés rouge).

Les petits pics de gauche pourraient étre dus a des structures plus globulaires que A et celle de
droite a des structures avec des hélices moins déformées que B. Les constantes de temps
déterminées sont 37s” pour le peptide naturel, 24s” pour L@G13 et 455" pour G@V7. Pour
le peptide L@G13 on remarque une structure intermédiaire, ceci peut étre du a deux raisons.
Soit le conformere existe en équilibre avec les autres formes, soit il y a une inter-conversion
plus complexe ou 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 espere notamment a
basse température « piéger » les structures initiales et a haute température n’observer que la
structure la plus stable. Ces expériences devraient étre réalisées dans un futur proche puisque

le développement de la thermalisation du tube est en cours. Ainsi cette hypothése pourra étre
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vérifiée ou infirmée. De plus, si ’hypothése est confirmée, I’obtention de k en fonction de la
température permettra de déterminer les changements d’enthalpies et d’entropies associées a

. 1
ces transformations structurelles!’.

3. ECD vs mobilité ionique :

12,18-2 ’
1823 Ces études

De nombreuse études tentent de déterminer le mécanisme de I’ECD
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 PECD (comme en
UVPD* (Ultraviolet photodissociation) et contrairement a 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 ’ECD. Typiquement deux types
de structures sont observés en mobilité¢ ionique, ainsi on pourrait s’attendre a 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 différent par
leur géométrie mais également par la position des charges ; position qui joue un role 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 a la structure géométrique (1’ensemble
des motifs de fragmentation est donné en Annexe II). En ECD il est difficile de décorréler
I’effet de la charge de I’effet de la structure. Etant donné les hypotheéses 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 I’expérience d’ECD ne soient pas les
mémes que celles observées par mobilité ionique. En effet les temps, les conditions de
pression et de température ne sont pas les mémes. Il est donc difficile de conclure de maniere
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 ¢tude sur des systemes 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 1’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 étre observées avec un calcul
standard. Les profils observés suggerent 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 systéme bistable intéressant pour étudier I’influence de différents parametres
sur la stabilité relative des globules et des hélices ou étudier I’influence de la structure sur

d’autres propriétés physico-chimiques.
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l. Introduction:

La structure tridimensionnelle d’une protéine est directement reliée a sa fonction. Les
protéines sont synthétisées in vivo de manicre lin€aire par le ribosome (par traduction de
I’ARN, qui lui méme provient de I’ADN par transcription). Leur repliement est donc une
¢tape clef pour qu’elles deviennent fonctionnelles. Ce repliement fait intervenir différents
mécanismes, tels que D’effondrement hydrophobiques, la formation rapide de structures
secondaires puis 1’organisation globale de la structure tridimensionnelle. Il peut y avoir au
cours du repliement la formation d’intermédiaires précoces tel que le globule fondu'. Si ce
processus ne se fait pas correctement il peut induire des maladies, comme les maladies a prion
(Diabete, Creutzfeldt Jakob) ou amyloide (Alzheimer) par exemple.

La compréhension des mécanismes de repliement est une question trés ancienne en biochimie.
Les premiéres études sur le repliement des protéines datent de 1930, Anson® et Wu® ont étudié
le processus de dénaturation et ont pu observer que ce processus €tait réversible pour la
plupart des protéines a 1’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 cceur de la
protéine, c'est-a-dire sans contact avec le solvant’. Cela a permis d’émettre le postulat
suivant : 1’enchainement d’acides aminés régit le repliement des protéines’. En effet la
protéine cherche a avoir une structure qui minimise son énergie. Ces observations ont été a
Iorigine d’interrogations sur ce mécanisme de repliement, en 1969 Levinthal® introduit un
paradoxe qui porte son nom : a la vue du grand nombre de degré de liberté d’une protéine, si
elle cherche a obtenir sa forme repliée en échantillonnant de maniere séquentielle toutes les
conformations possibles cela prendrait un temps astronomique. Ce paradoxe opte plutot pour
un contrdle cinétique du processus et non pas thermodynamique. En réalité différent
mécanismes existent ; en effet les petites protéines se replient généralement de maniere
spontanée, pour celles de plus grosses tailles, des protéines chaperonnes’ peuvent intervenir
dans le repliement. Ces mécanismes sont donc plutdt sous controle mixte®’.

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) " en 1960 (ii) et la résonance magnétique nucléaire (RMN)'' 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 dichroisme 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”s & se former, une boucle de dix acides aminés met
environ 10, le repliement d’une grosse protéine met en moyenne entre 100ms a 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 I’échange d’hydrogéne deutérium pulsé en RMN' et en
spectrométrie de masse> (SM) et la RMN en temps réel'®. Des expériences d’optiques de
type fluorescence résolues en temps'® ou de type pompe-sonde (FRET'® : Férster 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 probléme. Une des questions
importantes est de savoir si les structures en phase gazeuse sont les mémes qu’en phase
liquide. Ceci dépend des conditions d’ionisation, des conditions de préparation de
I’échantillon (solvant, pH, force ionique,...) et de I’état de charge du systéme étudié. La SM a
permit d’observer des différences sur les spectres de masse en fonction des conditions de
solution'’. En régle générale un décalage vers les hauts états de charge est observé lorsque la
solution est dite dénaturante (c'est-a-dire comportant du méthanol, de 1’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 cceur 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

18-20 .
mais elles ne

sur la structure en phase gazeuse des techniques de fragmentation existent
permettent pas d’avoir une information direct. A I’heure actuelle deux techniques existent, (i)
la mobilité ionique couplée a la spectrométrie de masse®! (ii) et la spectroscopie infrarouge en
piége ionique®™.

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 I’étude structurale du dépliement et du repliement oxydatif d’une

protéine contenant des ponts disulfures : le lysozyme.
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Il. Structure des protéines en phase gazeuse :

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

La structure des protéines en phase gazeuse peut €tre observée de manicre directe par la
mobilité ionique couplée a la spectrométrie de masse**. Cette structure en phase gazeuse est
dépendante de différents paramétres, 1’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 cceur de cheval de I’état de charge +6 a +17.
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Figure II-1 : Section efficace de collision du Cytochrome C en fonction de I’état de charge. Les barres
verticales correspondent a la structure native et dépliée.

On remarque que plus la protéine est chargée, plus elle a une structure dépliée. L’état de
charge a donc une influence importante sur la structure adoptée par les molécules en phase
gazeuse. Plus on charge une molécule plus elle va étre contrainte par les répulsions
coulombiennes et étre déplice.

Les ¢états de charge adoptés en phase gazeuse sont dépendants de la solution, il y a une

, . . 2 . . .
« mémoire de la solution »*. Par exemple si on infuse une solution de cytochrome C de coeur
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de beeuf en solution dans 1’eau on observe un spectre de masse comportant les états de charge
de +7 a +10. En revanche si on travail avec une solution eau/méthanol (50/50) on observe les

¢tats de charges +7 a +13 (cf fig 1I-2).
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Figure II-2 : Spectre de masse du Cytochrome C de ceeur de beeuf en fonction du solvant. A) 100% eau. B)
50/50 eau/methanol.

En solution dans 1’eau la protéine est dite « native », elle adopte une conformation repliée
ainsi les protons ont acces a peu de sites basiques. En solution avec 50% de méthanol la
protéine est dénaturée, elle a une conformation dépliée, les protons ont acces a plus de sites
basiques. Ce qui explique ce décalage vers les hauts états de charge. Le pH de la solution a
¢galement son importance. En effet plus le pH sera acide plus I’ 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 systéme étudi€¢). Pour diminuer
I’¢tat de charge en ionisation electrospray, une technique originale a été¢ développée par
Zenobi et al.””*®, ’ionisation par electrospray supersonique (ESSI). Nous avons voulu tester

I’influence de cette source sur les distributions de mobilité ionique.
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2. ESlvs ESSI :

La figure 11-3 présente la source ESSI développée par Zenobi et al. La source est composée
d’un nébuliseur ou le débit de gaz est trés 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 1’état de charge.

ESSI| source

L Emission of largely

Eppendartf containing the
refererice volatile base

desolvated
biomolecular ions
Figure II-3 : Dispositif ESSI.

Deux protéines ont été étudiées par IM-MS en utilisant cette technique, 1’ubiquitine et le
cytochrome C de cceur de cheval. L’objectif de I’étude est d’observer les conformations
obtenues par mobilité ionique a I’issue du processus de rétention de charge. Ceci est réalisé en
comparant pour le méme état de charge, la structure avec et sans base (ammoniaque). La
figure 1I-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 méme état de charge les profils expérimentaux obtenus en
temps de diffusion. En vert sont représentés les profils correspondant a I’ionisation avec
vapeur d’ammoniaque et en noir sans base. On remarque que les profils avec base

correspondent a des structures plus dépliées que celles obtenues sans base.
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Figure II-5 : Comparaison des profils de temps d’arrivé avec (vert) et sans base (noir) pour le cytochrome

Si on compare pour I’état de charge +13 avec base en section efficace de collision, on

remarque que la conformation de ce dernier correspond a une conformation intermédiaire

entre le +13 et le +14 sans base (Cf. Fig. 1I-6). Ceci est di 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 a 1’état

de charge +13 dans cet exemple.
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Figure II-6 : Comparaison en section efficace de collision entre I’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 méme expérience que précédemment en prenant comme
systéme d’étude I’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 1I-7, lorsque I’on ajoute la base.
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Figure II-7 : Comparaison des spectres de masse obtenus pour ’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 mémes avec et sans

base (Cf. Fig. 11-8).
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Figure 1I-8 : Comparaison des profils de temps de diffusion avec (vert) et sans base (noir) pour
I’ubiquitine
Ceci peut étre expliqué par le fait que 1’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.

lll. 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 role dans la défense de 1’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 II1-1),

X3 0, sa structure

sa structure cristallographique a été déterminée par diffraction des rayons
en solution a été déterminée par RMN'. Elle a la particularité de comporter 4 ponts disulfures
qui contraignent sa structure tridimensionnelle. On remarque la présence d’un domaine en

hélices-a (résidus 1-40 et 90-129), et d’un domaine en feuillets-B (résidus 41-89), ces deux

128



sous domaines sont reliés par un pont disulfure, le Cys76-94. 1l y a deux ponts disulfures
localisés dans le domaine-a (Cys 6-127 et Cys 30-115) et un pont disulfures dans le domaine-

B (Cys 64-80).

Figure III-1 : Séquence et structure du lysozyme obtenue par DRX.

C’est un systéme modéle dans 1’étude du repliement des protéines contenant des ponts

32-36 , s
. De nombreuses études ont été

disulfures puisque de nombreux travaux ont été effectués
faites sur le repliement du lysozyme dénaturé, c'est-a-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 I11-2.
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Figure III-2 : Mécanisme de renaturation du Lysozyme Matagne et al.”.
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On remarque une premicre phase rapide qui correspond a I’hydrophobic collapse, ensuite des
structures secondaires apparaissent : soit directement des feuillets et des hélices soit
seulement des hélices. Deux cinétiques différentes ont lieu. La premicre est rapide, la seconde
plus lente.

On peut également citer les travaux de Van den Berg et al.’’®

qui ont étudié les
intermédiaires de repliement du lysozyme, dénaturé et réduit, en combinant le dichroisme
circulaire et I’échange H/D pulsé et la RMN. Cette étude a permis de définir une cinétique en

trois étapes comme représentée sur la figure II1-3.

Unfolded
ensemble

Disulphide
equilibration fast fast
step v v v

S

Folding step

1
des-{6-127] des-(64-80) des-[76-94]

Reorganisation

fast very slow
v step

Figure ITI-3 : Mécanisme du repliement oxydatif du Lysozyme®®.

On remarque une premicre étape ou 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 I’intermédiaire accumulé majoritaire est le des-[76-94].
Ce pont disulfure relie deux domaines structurés de la protéine. Cet intermédiaire a une
structure trés proche de la structure native, mais c’est celui qui est le plus lent a former la

structure native.
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Dans notre étude nous allons nous attacher dans un premier temps a étudier la dénaturation et
la réduction du lysozyme, puis sa renaturation et son oxydation. Puis nous nous intéresserons
a la renaturation du lysozyme en clivant les fonctions thiols pour observer I’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 I11-4.

a. Protocole de réduction

Le protocole de réduction utilisé est le suivant : la solution de départ est une solution de
lysozyme a 150uM en solution dans 1’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

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.

0. _OH
OH
o 1 ) A~ _-SH
"VT N \n/V“ HS ;' ~
0 0 OH
TCEP 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 a 6, comme représenté sur la figure III-6, ceci est la force motrice du

processus de réduction.

[~ - QL e
T - - - -
2

S ;> HG. _~o
HO""\ S

H’fj'ff*'\ /-'f'OH S

110H HO
‘sH :

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 a I’intérieur il faut utiliser des agents chaotropes, la guanidine dans notre cas, pour
rendre ces ponts disulfures accessibles. La réaction se passe a pH neutre, elle est optimale
pour un pH de 8.3 (pkA des thiols) mais le lysozyme est peu soluble a pH basique.

En ce qui concerne le TCEP, le mécanisme est plus complexe. Cette réaction nécessite les
mémes 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 a ne pas avoir de
réactions secondaires, de plus il est plus efficace que le DTT.

La figure II1-7 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+ a 11+ pour la native et de 9+ a 18+ pour la réduite.

On remarque que le fait d’enlever les ponts disulfures donne plus de degré de liberté a 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 1’état natif (+8 a +11) et réduit (+8 a +18). Pour s’assurer que la réduction est bien totale
il faut un gain de masse de +8uma, ce qui est observe sur la figure III-8. Ce gain de masse est
da au fait que lorsqu’un pont disulfure est réduit, la liaison covalente qui lie les deux souffres
est rompue et un atome d’hydrogeéne substitut cette lacune. On remarque que lorsque la
protéine est native, elle est beaucoup moins chargé que lorsqu’elle est réduite, ceci est di au
fait que les protons ne peuvent pas accéder aux sites basiques se trouvant dans le cceur

hydrophobe de la protéine.
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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 procéde a 4 cycles de
centrifugation de 20 min chacun a 6500g. On part de 2.5mL de solution au premier cycle, les
20min de centrifugation permettent de récupérer 250ul de solution initiale que I’on rince par
2.5mL d’eau, on répéte cette opération a 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) a 2 et 0.4mM respectivement. Le GSH est utilis€ pour réduire les ponts
disulfures, tandis que GSSG permet d’oxyder les ponts qui seraient mal formés. La solution
est mise au frigo a 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 1’ion 10+
(qui est le plus intense et celui qui est commun a toutes les espéces) 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 I’ion 10+ on remarque pour N et F une

structure avec peu de degré de liberté (étroitesse du pic), méme 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 méme si on remarque quelques structures plus
compactes. Ce résultat nous a permis de controler que notre protocole de réduction et de
réoxydation étaient bien réversible et que 1’on pouvait continuer 1’étude du repliement du
lysozyme. Il faut rester vigilent lorsque I’on parle de renaturation. En effet la résolution de
I’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 biologique™. Les
cinétiques de repliement sont assez rapides, il est donc difficile par des techniques comme
I’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 maniere chimique.
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Figure III-9 : Lysozyme natif réduite et réoxydé, spectres de masse et profils de temps d’arrivé pour I’ion
10+.

2. Cyanilation des groupements sulfhydriles aprés réduction
totale :

La cyaniliation des groupes sulfhydriles permet de protéger la fonction sulthydryl résultant de
la rupture d’un pont disulfure. Le réactif de cyanilation utilis¢ est le CDAP (1-Cyano-4-

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

figure I11-10.

cyanilation

x oxydation

Figure III-10 : Réduction et cyanilation du lysozyme.

Apres avoir réduit les ponts disulfures en utilisant du TCEP (méme protocole que
précédemment), on effectue la réaction de cyanilation en additionnant environ 15mM de
CDAP (si on a une concentration de départ de 150um de lysozyme). La réaction se fait a
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
derniére se replier en solution aqueuse avec du glutathion (réduit et oxydé comme
précédemment), afin d’étre dans les mémes conditions et pouvoir comparer le repliement avec
et sans pont disulfures. Les résultats expérimentaux obtenus par IM-MS sur 1’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 a 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 I’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 étre optimisé et adapté au lysozyme. L’objectif maintenant est de piéger les
intermédiaires de réduction, c'est-a-dire les especes ayant un, deux et trois ponts disulfures
réduits. Pour ce faire nous avons étudié la cinétique de réduction. Ceci dans le but d’observer
a partir de quel moment il fallait stopper la réduction pour qu’elle ne soit pas totale et que I’on
ait un mélange des différentes espéces réduites. La figure I11-12 présente les spectres de masse
mesurés a différents temps de réduction en utilisant le protocole précédemment détaillé. La
mesure de masse a €té réalisée sur un appareil commercial comportant un piege quadripolaire
linéaire (LTQ) de chez Thermo. On remarque un décalage vers les hauts états de charge au
cours du temps, ceci est dii au fait que la protéine se déplie et donc que les sites basiques du

cceur deviennent accessibles.
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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’a ce temps
nous avons bien un mélange des différents degrés de réduction. Une acquisition en zoomant
sur le pic de I’état de charge 10+ a été fait en fonction du temps. Les spectres de masse

correspondant sont représentés sur la figure I11-13.
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Figure III-13 : Spectre de masse zoomé sur I’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 (di au gain de masse de
deux protons par ponts disulfures réduits). A t=20min on a un mélange des différentes

especes, on peut ainsi espérer qu’en faisant une cyanilation a ce moment les différents

intermédiaires peuvent étre extraits.

4. Perspectives :

Il s’agit maintenant de réaliser les mesures de mobilité ionique sur les intermédiaires pi€¢gés
par cyanilation. On pourra ainsi étudier en détail I’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 espéces partiellement réduites.

Ces expériences sur le lysozyme sont une base de départ dans I’étude de dynamique et
thermodynamique du repliement de protéines et de complexes protéiques. Pour pouvoir
caractériser les intermédiaires piégés des expériences complémentaires peuvent étre mise en
ceuvre. En effet, une des propriétés des groupements sulfhydriles cyanilés est qu’ils sont
stables a pH acide, par contre si on augmente le pH aux alentours de 8, une réaction de
cyclisation a lieu. Cette derniére a été utilisée part Watson et al.”’. 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
ITI-14. Cette technique peut permettre d’étudier les positions des groupements sulthydriles
cyanilés et donc de connaitre le mécanisme de réduction de maniére plus précise. Ainsi on
peut remonter aux processus de réduction et d’oxydation de manicre 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 espéces. Ensuite augmenter le pH pour que la réaction de fragmentation ait lieu. Et

enfin analyser les fragments par spectrométrie de masse.
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Figure I1I-14 : Réaction de fragmentation des groupes sulfhydriles cyanilés a 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 1’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 systéme choisi est un systéme modele 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 étre un bon compromis.

L’¢tude de structures en phase gazeuse permet d’avoir des données sur les facteurs
intrinséques 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 réle du solvant dans les
processus de stabilisation de structure in vivo. La mobilité ionique ne permet pas de remonter
a une structure de maniére précise avec des molécules de cette taille, par contre il est possible
d’observer de manicre 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 I’on observe en mobilité ionique. Une application de la
mobilité ionique couplée a la spectrométrie de masse dans 1’analyse structurale de protéine est
le controle du repliement de ces dernieres lorsqu’elles sont synthétisées de maniére 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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Ce mémoire de thése a présenté le développement instrumental de 1I’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 I’expérience
MS+ permet (i) d’extraire des familles de structures de peptides en phase gazeuse et (ii) de
séparer différents isomeres conformationnels. Trois sujets d’étude ont été développés. Les
deux premiers s’intéressent a la structure secondaire de peptide en fonction de mutations de
certains acides aminés. Ces études ont ét¢ menées en collaboration avec Yury Tsybin de
I’EPFL. Les séries des polyalanines et de polyglycines ont permis d’observer 1’influence, a
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 étre 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
I’hypothése d’un dépliement de I’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
systemes bistables. Enfin la derni¢re 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

¢tudes en fonction de la température pour avoir accés a des données thermodynamiques.

Il apparait évident que la thermalisation du tube' est une étape incontournable dans
I’évolution de I’expérience. En effet, ceci ouvrirait la voie a des études thermodynamiques sur
la stabilit¢ de structures secondaires (M2TMP), mais aussi sur le repliement de protéines.
D’autres études pourraient étre développées sur I’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 (cyclodextrines®, calixarénes’,
éthers couronnes®), 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
induits’.

Pour poursuivre les études sur des systémes biologiques, une étape incontournable est
I’augmentation de la sensibilité¢ de 1I’expérience. Un des points clefs pour gagner en signal est
le développement d’un piege ionique plus efficace que celui qui a été développé durant ce
travail de thése. En utilisant la technologie des entonnoirs a ions, nous avons commencé a
développer un entonnoir a ions couplé avec une zone de piégeage comme celui développé par
Smith et al.® Le gain en sensibilité devrait permettre de travailler avec la résolution maximale
de I’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 commenceé a
faire avec le systeme 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 spectrométre de masse permet de travailler sur des conformeres
résolus. Ainsi on peut étudier la réponse de ces derniers par différentes techniques. Un des
aspects qui, peut étre, est le plus prometteur, est 1’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 systéme présentant plusieurs conformeres, il est
envisageable de coupler a I’expérience actuelle une optique ionique de stockage, a la sortie du
tube de diffusion, ou l’on pourrait accumuler un conformére 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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We present 4 joint experimental and theoretical investigation of the structural and optical properties of
copper—oxyiocin dications in the gas phase. Ion mebility and UV photodissociation experiments were
performed, allowing the investigation of the influence of the Cu® ion on the structural and optical properties
of coxytocin. Density functional theory calculations were performed to find low energy struciures for the bare
and complexed peptide and to characterize optical spectral features. Copper complexation induces a drastic
change in the stmeture of the oxytocin peptide. In patticular, we predict a 4N chelation of the copper caticn
which leads to a contraction of the oxytocin ring. The gas phase lowest-energy structures are compared with
the X-ray crystal structure of the oxytocin molecule bound to its receptor protein. The optical spectrum of
oxytocin complexed with the copper cation displays a global enhancement of the photofragmentation yield
as compared to the one recorded for the doubly protopated oxytocin, Moreover, experimental and calculated
optical spectra of protonated tyrosine have also been determined, since its leading features are present in

oxytocin as well.

1. Imtrocuction

The complexation of metal 1ons with proteins plays crucial
physiological moles.™ In particular, metal ions can enhance the
structural stability of a protein in the conformation required for
biclogical activity. They take part in catalybic processes of
enzymes and can also influence optical properties of proteins.*
The structure, optical propertics, and biological function of the
complex are dirctly mlated to the binding between the metal
and the protein and may also invalve electronic excited states
of the embedded metal.

Metal—oxytocin (OT) complexes have been investigated
intensively as smtable model systems for studying the influence
of metal 1ons on a peptide conformation. The lological activity
of peptick hormones depends on their stactural and confor-
mational properiies.®™® The coystal stocture of the OT hormone
complexed with its receptor protein neurophysin has been
determined'" which has permitied the elucidation of the key
residues that are involved in the hommone- receptor rcognition,
Muomover, it was shown that the presence of o divalent irmnsition
metal ion dramatically enhances the binding properties of OT
ta ite cellular meeptor. ™ Following this observation. numerous
investigations, in particular potentiometric and photospectro-
metric studics, were performed on the metal—OT complexes 2%
The drawback of these expeoments is that it is difficult o
charactenze the stucture, in particular the stoichiometry, of the
complexes which properties are measured and to evaluate the
role of surrounding 1ons and solvent molecules,

* E-med] rasvhodre st maadv- lyen LI

" Undversite de Lyon;, LASIM (UME 5579), CHMRS

! Undverstlé e Lyon, Sciences Analybiques (UME 51803, CHRS,
! Humiboldt-Universitit #u BerHn.

" Freie Ulndvaqaitit Baqlin.

101021 hpa03 7478 CCC: $40.75

Intrinsic chemical imteractions can be investigated either
theoretically by using first pranciple calculations or experimen-
tally by using gas-phase approaches. Mass spectrometry bazed
techniques have been successively used to transfer transition
metal—OT complexes o the gas phase'™™" 4 fundamental
understanding of the structurl changes induced in OT by
divalent metal ion coordination has been obtained by coupling
mass spectrometry and ion mobility techniques *™*' Recently,
we used gas phase UV spectroscopy to evaluate the influsnce
of copper complexation on the optical spectra of OT peptide
dianion=? In particular. UV spectra provided a direct diagnostic
aof the ionization state of the tyrosine residue in the complex.®

In recent years, density functional theory (DFT) caleulations
have previded a reliable description of structurl and dynamical
properties of the ground staie of different complexes of copper
ions and proteins.®* ™ Implementation of the time-dependent
density functional theory (TDDFT) enabled the determination
of absorption properties for fairly lirge molecules. Altemative
approaches for caleulating the ground state electronic struc ture
and the optical response for metal—protein systems include
semiempirical approaches and the hybrid quantum mechanics/
modecular mechanics (QMMMY method, with TDDFT for the
QM part 7

In the present work, we have performed a joint expenmental
and theoretical investigation of both structural and optcal
properties of doubly protonated OT and OT complexed with
Cuill} ions. We used ion mobility measurements and UV
photodissociation experiments. These experimental approaches
permit the investigation of the influence of the Cu** ion on the
strictural and optical propertics of OT. DFT calculations were
performed to find how metal ions affect the peptide conforma-
tion. In the example of TyrH™, which iz the aromatic amino
acid present in OT, we compared thmee different theorebical
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SCHEME 1:
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approaches for the determinanon of abscrption specira: the ab
initia approximate resolution-of-the-identity second cnder coupled
cluster (RI-CC21.%*° the Semiempirical ab initio Model |
(SAMI,*! and the density functional linear response TDDFT
approach.??

1. Methods

Sample Preparation. OT, which sequence 15 given in
Scheme 1. was purchased from Sigma-Aldnch (51 Chendn
Fallavier, France ), Copper chlonde (CulCl,) iz high-purity crystal
grade, and solvents are HPLEC grde. The electrospray salution
was prepared by dissolving the peptides (30 M) and the copper
chloride (200 g&M3 in a 1:] mixture of water and acetonitrile.
The additton of 1.5% acetic acid yieldsd a pH of 3—4. With
these conditions, the [OT + H]™ and [OT — H + Cul™
monocations and the [OT + 2HF" and [OT + Cu]*™ dications
were observed in the positive 1on electrospray mass spectrum.

Mass Spectrometry and Laser Irradiation of Trapped
lons, The experimental setup®® consists of a commercial LOC)
Do quadrupole ion trap mess spectrometer (Thermo Scientific,
San Jose, CA) coupled to a Panther™ optical parametric
oscillator laser pumped by a 335 nom Md:¥Y AG PowerLite™
BO00 (5 ns pulse width, 20 He repetition rate), Scanning was
performed in the 230=315 nm UV mnge afier frequency
doubling. The vacuum chamber and the central ring electrode
of the mass spectrometer were modified to allow the injection
of the light at the center of the trap. An electromechanical shutter
triggered on the radio frequency (RF) signal of the ion rap
synchronizes the laser irradiation with the trapping of the ions.
The 1ons are injected into the trup, mass selected, and then laser
irradiated for 60 laser shots, Frogmentation specima are system-
atically recorded as a function of the laser wavelength. The
photofragmentation yield 1= given by Inliparenr + fFragment)
parerfidiFy where 4 15 the laser wavelength and Py is the laser
power,

lon Mobility Experiments. We used a custom-buill 1on
mokality miss spectromeler (o measure collision cross sections.
Briefly, ions are formed by electrospray ionization (ESI)and
transferred 1o the drift tube through an ion funnel and 2 RF
cylindrcal ton trap ¢CIT). The CIT is used o convert the
continuous beam of ions provided by the soume into short pulses
of bunched ions. The 1on packets ar periodically injected into
a | m long drift cell filled with 11L& Torr of helium and
maintained at 203 K. Ions are pulled through the cell under the
influence of a weak direct current (DC) electric field. A second
ion funnel is used to foous the diffuse ion packet at the exit of
the drift tube. Ions exit thiz second ion funnel into a vacuum
chamber through a 0.7 mm diameter aperture and are conveyed
into the guadnupole time-of-flight mass spectrometer (mi-
crldTOFg, Bruker) by a senes of two ion funnels and detected
as o function of their arrival time, The ion mebility and
1on—helium collision cross section are dedvced from the 1on
arrival time distmbations (ATDs) iecorded at different drifi cell

voltages, Expenments wene calibrated using the published cross
section value for bradykinin ions. ™ The expenmental precision
on the cross secton is estimated to ~2%. The width of ATDs
was in agreement with the width expected for a single averaged
ion structure?® and led to-a resolving power of (fAr= 25 (whemre
ris the drift time and Afis the width of the peak at half height).
Experimental drift time was in the order of 44 ms for a dofi
voltage of 820 V,

Computational Methods. The search for geometries of
doubly prot-:muttd OT [OT + ZH]** and itz complex with copper
[G'T + Cul** has been cared cut using simulated annealing
in the framework of semiempincal molecular dynamics (M)
simulations. The standard AMI parametrization™ has been used
for the organic part, while for copper the AMIA set of
parameters has been employed.” The annealing procedure has
been carnied out starting at T= 1500 K and gradually cocling
the system down to T= 300 K. The structures obtained in this
way were subsequently reoptimized at the DFT level using the
BPE6 functonal®* and TZVP atomic basis sets The character
of stationary points has been checked by the analytic frequency
caleulations. The absorption spectra have been caloulated vsing
TDDFT employing the 6-31G%* hasis set and the hybnd B3-
LYP exchange-comelation functional *+** Since TyrHT, [OT +
ZHTF, and [OT + Cul*™ are extended systems in which long-
range change transfer (CT) excitations can take place, we have
checked the reliability of the TDDFT results by calculating the
A-index introduced by Helgaker et al* This parameter probes
the modulus of the spatial overlap between occupied and virtaal
orbatals involved in the given electronic transition. Small
A-values indicate a low overlap and therefore large long-range
CT character. According to the test calculations, in these cases
the transition energies are significantly underestimated indicating
the failure of the TDDFT. To illustrate this. we caloulated
ahsorption patterns for TyrH™ using the RIECC2 and SAML
methods and compared them with the TDDFET results.

L. Results

A, Structural Properties. We present in Figure | the three
Iowest energy structures for (a) [OT + 2H]** and (b [OT +
Cul** cbtained from DFT calculations together with a schematic
presentation allowing for the discussion of structural properties,
The dihedral angles diagram of the peptide backbone for all
three structures of [OT + ZH]" and [OT + Cul*™ shown in
Figure 2 permits the identification of the relative structural
differnces betwreen the stmctumes of both species as well as
differences introduced by copper complexaton, For [OT +
2H], the three structures differ mainly by the relative
crientations of residue side chains such as Tyr2, [le3, and Asn3
as well as by the position of OONH, group in the Gly0 residue,
as can be depicted from Figure la. The changes of the backbone
in different structures of [OT + 2HP can be seen from the
left side of Figure 2. For example, differsnces in the dibedral
angles of PraT and Asn‘l are more pronounced than for the other
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ooedes for the residues s given. Bonds defining the 20 member OT ring are represented by thicker lines. Dashed red lnes label hydrogen bonda io

(a). Blue dasked lnes lobel the coordination with the copper aom o (b

residues. The hydrogen bonding patterns of [OT + 2H]*
structumes are very similar since the banding to the same residues
in the OT nng occurs (compare Figure lud. In fact. three
conserved hydrogen bonds arise among Ty, e3, Asnd. and
Cysh. Notice that the second and third structumes of [OT + ZHP
contain an additional hydrogen bond between the protonated
amine group of Pro? and the amidated C-terminws of the peptide,
For all of the three structures, the side chain of Tyr2 points
awiy from the hormone ring.

Drramatic change in the conformation of OT occurs by
coordination o CofII), as can be seen from Figure 1h. For the
three lowest energy structures, the Cuft don is found to be
chelated by the backbone carbonyl cxygen of the OT nng. For
stmacture I the Cu? is found 10 be chelated by thmee carbomyl
ceygens, while in two other structures (11 and [110 it 1= chelated
by four carbony] excygens, In structure I the Cu®* jon fomms a
distorted trigonal by piramidal complex with four oxygens of
the backbone carbonyls which belong to Ty, Tle3, Cysh, and
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Figare X Supermposed plot of backbone dihedral angles & and W' for theee structures of [OT 4+ 2H]* ileft) and for the [OT + Cul** comgplex
(right). The areas connecting the three structures for each residue are shown using the color code of the legend.

Gly? and with the M-gtom of Cys6 at the distance of 243 A,
indicating weaker interaction. The svermge of the Cu—0 distance
i= 207 A which compares well with the sum of copper and
coevgen ionic rachi, which is 2.14 A, The “five-fold” coordination
of Cu?® with OT in stucture I induces closer vicinity of side
chains of le3, Glnd, and Asn3 to form a cohesive, contracted
20-member disulfide-containing ring. as can be depicted from
Figure 1h. Because of the key position of Tyr2 " special
attention has been paid to its side chain onentation relative to
the OT nng. For structumes I and 11, the side chain of Tyr2
points away from the hormone nng, while for structure I1L the
arcmatic ring of Tyr2 moves closer toward the top of the OT
ring. Furthermore, for structures I and 111 the acylic COMNH;-
terminal tnpeptide modety points toward the Cu?™ chelated nng.
This enhances the structural compactness of Co complexes with
respect to diprotonated OT. The differences in stroctural
properties of three OT—Cu complkxes can be easily seen from
the dihedral angles diagram on the right side of Figure 2. The
main differences amre found for Tyr2 and Asn3, while smaller
deviations cceur for Glnd. Comparison of the dihedral angle
plots of [OT + 2H]* with [OT + Cu)** shows that only the
conformations of the Cys6, Pro7, and led residues do not
undergo considerable changes due to complexation with copper.

In contrast to [OT + Cul*™ structures, the previously reported
[T + Zn]** structures™ contain ootahedrally coordinated Zn*™
ions. Moreover, in [OT 4+ Zn]** the M-terminal amine group
hehaves as o competitive ligand, while in [OT + Cul** this
group is never coordinated to the copper center. However,
mitrogen—metal bonding interaction also tikes place in structure
I of [OT + Cul*, but in this case the nitrogen atom of Cysf
is involved in the copper coordination by a weak interaction as
deseribed above.

We calculated the average value of the collision cross sections
for the series of structures obtained during MDD muns at 300 K
starting from the lowest-energy structures of [OT + 2H]* and
[OT + Cul*". Structures wene extrcted every 00 steps. The
average values comespond to panels of 100 (300 stuctures for
[OT + 2HP ([OT + Cul* along the MD majectory. For the
cmss-section calculation, we used the projection approximation
(PA)* which treats the atoms as hard spheres. We used 3.5 A
for the T collision radius, Experimental and calculated cross

TABLE I: Comparison of Experimental and Caleulated
Cross Sections”

cale. croas section

peplide exp. cross section Qop (AT O (AY
[T + 2HP- 25 L5 507
[T + Cul** e ] 2343

@ Bee temt for demils,

sections for [OT + ZH]*T and [OT + Cul*" ions are given in
Table 1. A good ageement between experimental and caleulated
values i1s obeerved. It can be seen that the cross section of [OT
+ Cul* iz lower than the one measured for [OT + 2H]T. This
decrease in the cross section, well-reproduced by the calcula-
ticns, anses mainly from the contracted structure induced by
the chelation of the copper by the OT ring in OT. Notice also
that the expermental cross section for [OT + Cu]*® is very
cloge to the one measured for [OT + Zal*™ (232 £ 3 A%
indicating that, in the gas phase, both complexes adopt compact
stmuctumes with a high coordination of the OT ring.

B. Optical Properties. As already mentoned, OT is a non-
ape ptide thal possesses a tymsine residue, Tyrosine is an aromatic
amino acid with optical absorption in the pear UV range. The
optical properties of [OT + Col*™ are the result of several
contnbations including tmnsitons localized on the tyrosine residue,
ot the “embedded” copper, and of CT excitations among copper,
the peptide backbone, and the trrosine. Thus, before addressing
the optical properties of the OT peptide with or without complex-
aticn with copper, we wish to pesent the expenmental and
thearetical investigations of the optical properties of protonated
tyrosine [TyrH]™, This permits the testing of the robustness of
different theometical appmaches such as ab imtio and semiermpimncal
wave function besed methods (RIFCC2 and SAML) as well as
TODFT caleulations to descnbe the electronic mnsitions in the
aromatic amine acid.

a. Optical Properties of [TyrH*. We first recorded the
photofragmentation yields of protonated terosine [TyrH]™ as a
function of the laser wavelength {=ee Figure 33 The spectrum
for [TyH]™ is dominated by one band at 275 nm and the
emergence of a second band below 250 nm, The present gas
phase spectum is very similar to the one recorded in solution™
and in the gas phase for cold protonated tyrosine molecules ®
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The expermentally recorded photodissociation spectrum of
[ TyrH]™ is compared with the calculated abscaption spectra at
the RIZCC2, TDDFT, and SAMI levels of theory (Figume 3a—c).
For calculations, the tyrosine molecule was protonated on the
MH- group. The three methods give rise toa tansition around
258 nm (RIMCC2, 253 nm (TDDFETL and 251 am (SAMI,
respectively, chameterized by 7— 7 excitations and short-range
CT. The deviaton from the experiment is in all thiee cases ~20
nm. For the wansition at 253 nm obtained from TDDET the

calculated A-index is 0.6, indicating that the overdap between
the occupied and the virtal orbitals involved in excitations is
reasonably lange. and thus only o short-range CT contibution
is present, The TDDFT transition at 271 nm iz in agreement
with the wavelength of the expermental band. However, the
A-index for this ransition 1= 028, indicating 1 weak overlap
and CT transfer with long-range character (which we have drawn
in the middle pan of Figume 3b), Thus, regarding A-index value,
asignificant underestimation of the transition energy is expected
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Figure 4 Experimental fragmentation yields of [OT + 2H]* and [OT
+ Cu]* ions measured 03 a fuaction of the laser wavelength,

lo oceur for this excitation, RIMCC2 should give most reliable
results and is in close agreement with the meent theoretical work
performed for the protonated tyrosined” but fails to reproduce
securately the expenmental spectra. The semiempirical SAMI
method is obviously missing some states between 200 and 240
nm and fails to reproduce the expenmental spectrum, in
particular the emergence of the second band below 250 nm.

b, Optical Properties of [OT + 2HFT and [OT + CuF*.
The experimental photofmgmentation vields of [OT + 2ZH}PFT
and [OT 4 Cul* as a function of the wavelength are presented
in Figure 4. The experimental spectum for [OT 4+ ZHPT i=
dominated by one band at 275 nm and the emergence of a
second band below 230 nm. The expenmental spectrum for [OT
+ 2H]** is very similar to the one ohserved for the protonated
tyrosine (see Figure 3). This similarity in optical specia
indicales that the optical properties of [OT + 2H]*T are mainly
driven by the aromatic tyrosine side chain in the nonapeptide
and that the phenol optical properies in OT are wcakly
influenced by the peptide backbone, The fact that the tyrosine
side chain in [OT + 2ZH]* points away from the homone ring
may prevent strong coupling with the peptide hackbone.

The expermental specirum for [OT + Cul** is dominated
by a monotone increase in the photofragmentation yield below
300 nm. In the 230—300 nm mnge, the photofragme ntation yield
af [OT + Cul** i= higher than the one wcorded for [OT +
ZH]*. The theoretical spectra of [OT + 2H]* and [OT + Cu]*™

Joly et al,

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

IV. Dhscussion

The present msults show that the structural properties of OT
are strongly affected by the presence of copper. An important
isste concerns the rekevance of the stuctural changes induced
by Cu*™ on the biological activity of OT and in particular on
its binding propertics Lo its receptor protein, To obtain betier
insight into this hiological relevance, we have compared the
structures obtained for the [OT + 2H]* and [OT + Cu]** with
the X-ray crystal structure of the neurophysin—OT complex,
called bound OT (PDE code: INPOL" Figure 5 presents the
superposition of the [OT + 2HPFT structure 1{lefi) and [OT +
Cul® structure I (dght) with those of the OT bound to
neurophysin. The superposition gives rool-mean-square. (rms)
deviations ranging from 2,00 to 2,19 A for [OT + 2HF and
from 3,17 to 3.72 A for [OT + Cu**, thus showing much larger
deviation due to copper complexation. In Figure &, we plotted
the dihedral angles diagram of the pepiide backbone for the
X-ray INPD OT structure. From the ms values and the
comparison of the dihedral angles diagram between bound OT
(Figure 63 and [OT + 2HP* and [OT + Cu]** (left and right
side of Figure 2, respectively), it is evident that the dibedral
angles of the OT nng are closer o the OT structure for the
[OT + 2H]*" than far the [OT + Cul* structure. However,
the complexation with the copper induces changes in the

Figare 5 C-based =u [ejpm'll.ion of the OT X-ray stoucture (green, PDB code: INPO) with the caleulated structure T of [OT 4+ ZHT (left) and
stpuctuge 1L of [OT + Cu]=" (right). in which stndard colors for atoms have been used (M, Bloe: O, red; 5, yellow: C. whited. Thicker lines labal

bonuds building the 20-membsr OT ring
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dihedral angles for Asnd and Tyr2 msidues, which are related
tr o modification of the onentation of the side chain of these
resichies. These two residues also undergo drastic dibedral angles
and side chain changes between free OT and OT bound 1o
neurophysin." In conclusion, copper induces o morientation of
the Tyr2 and Asn3 side chains. These two residues are key
resicues involved in the neurophysin—hormone recognition. This
ype of recnientation might explain the increase in the binding
propertics in presence of metal dications,

Concerning optical properties (Figure 4), the position of
the bands in the action spectra is weakly affected by the
complexation with the copper cation. A global enhancement
of the photofragmentation yield is the main change upon
complexation with CulIll. A direct interaction between the
metal cation and the chromophore would induce a strong shifi
in the absorption spectum as recently observed for silver
peptide complexes® and as predicted by calculations (not
shown). This confirms that the tyrosine side chain in OT is
almost always away from the ring (see Figure 11 and thus 1s
not very sensitive to the presence of copper. The global
enhancement observed for the fragmentation yield of [OT +
Cul*™ is not completely understood because of the lack of
quantitative theoretical description of the optical absorption.
Several different processes may explan this enhancement.
First, we wish to emphasize that, in the gas phase, we record
photofrgmentation spectra and not absorption spectra. A first
explanation may be a different relation between absorption
and fragmentation in the two systems. The rgidity imposed
by the presence of the copper cation to the global structure
of OT and the natre of charges (metal cation versus protons)
may affect the position of and the intersection between the
potential surfaces of the different electronic states and the
dynamics of relaxation. The analysis of the photofragment
peaks in mass spectra shows that the fragmenis corresponding
to the peptide bond cleavage between Tyr2 and [e3 (y; and
¥2-17 fragments) are intense and only ohserved for [OT +
Cul**, This difference in relaxation pathways may explain
the different fragmentation yiclds, The sccond possible
explination is a modification of the aptical absorption of OT
due to the presence of o chelated divalent metal 1on. Indeed,
the presence of the Cullll cation increases the owverall

. Phys. Chem, B, Vol 113, No. 32, 2000 11299

cecillator strength. The copper dication may also induce shifts
in the electronic transitions, leading to the increase in
absorption in the 230—310 nm range.

V. Concluding Remarks

Copper complexation induces a drastic change in the structure
of the OT peptide. In particolar, we predict that Co™ ion is
chelated by the carbonyl cxygen of the OT ning, which leads
to a contraction of the OT ring. Furthermone, the Tye2 side chain
resicdue points awaay from the ring. and thus tymsine onentation
is httle affected by the presence of the copper. These structural
changes are well-charcterized by the combination of ion
mobility expenments and DFT caleulations,
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Titre

Etude conformationnelle de peptides et protéines par mesure de mobilité ionique couplée a la spectrométrie de
masse

Résumé

Ce travail de thése porte sur 1’analyse conformationelle de biomolécules en phase gazeuse. L’étude d’objets
complexes en phase gazeuse permet de connaitre les facteurs intrinséques stabilisant leur structure.

La premicre 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 (Simlon) et développé différentes optiques ioniques
fonctionnant a haute pression (entonnoirs a ions, piege ionique). Ces modifications expérimentales nous ont
permis de commencer des études conformationnelles de biomolécules en phase gazeuse.

Les premiéres expériences avaient pour objectif d’observer les facteurs stabilisants une structure secondaire sur
des séries de peptides analogues. La premiére étude a été réalisée sur des séries de polyalalanines et de
polyglycines de formules Arg(Ala),;XxxAlasLys et Arg(Gly),Xxx(Gly),Lys, ou Xxx est I’'un des 20 acides
aminés naturels. Nous nous sommes intéressés a I’influence de I’acide aminé central sur la conformation globale.
Puis nous avons observés la stabilité de ’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 I’importance de la solvatation des charges en
phase gazeuse.

Enfin nous avons initié une étude sur le repliement des protéines en utilisant une protéine modele, le lysozyme.
Nous nous sommes plus particuliérement intéressés aux mécanismes de repliements en fonction du degré
d’oxydation de cette derniére.

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),XxxAlasLys et
Arg(Gly),Xxx(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
Batiment Alfred Kastler,
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