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Introduction générale

Introduction générale

Les interactions non-covalentdd@l pour Non-Covalent Interactionsstabilisant les complexes
non-covalents biologiquesNCX pour Non-Covalent compleXpgégissent la majorité des
processus cellulaires indispensables au dévelopgerte au bon fonctionnement de tout
organisme vivant (hormis certains virus). Toutes fenctions de I'ADN, telles que son
conditionnement, sa réplication et la régulatiorsde expression, sont permises par la formation

et la dissociation de NCI avec des protéines

La compréhension des bases de ces processusicetida ’ADN au niveau moléculaire est un
sujet d’actualité et d’'une importance fondament@lest pourquoi R. D. Kornberg a recu le Prix
Nobel de Chimie en 2006 pour ses études sur lessba®léculaires de la transcription
eucaryoté Les protéines se liant & 'ADN peuvent avoir ueeonnaissance spécifique a une
séquence d’ADNe.g.(i) les protéines de régulation qui initient etiantrélent la transcription,
(i) les enzymes de restriction qui coupent spgagiment une séquence d’ADN particuliere, (iii)
les protéines de réparation qui identifient undoléset retirent la séquence endommageée.
Certaines protéines, comme les ADN topo-isomérgeas;ent dérouler '’ADN pour amorcer la
réplication, et d’autres, comme les histones, goptiquées dans la condensation et le stockage
de 'ADN en nucléosomes. Enfin certaines protéicesime les ADN polymérases, se lient sans
spécificité de séquence et utilisent ’ADN commedgle pour la synthése d’acides nucléidues
Des études sur le séquencage et I'analyse du géhamain ont estimé que pres de 13% du
génome humair~4000 génes) encodent des protéines se liant adesaoucléiqués. Depuis
2007, plus de 1700 structures de NCX acide nuoddpmyatéine (dont pres de 1200 du type
ADN/protéine) sont connues et disponibles sur lagba de données des protéineBB pour

Protein Data Bank).e. prés de 10 fois plus de structures qu'en 29806 cristallographie a

1 v. A. Bloomfield, D. M. Crothers, J. I. Tinoco ;udleic Acids, Structures, Properties, and Functitfsversity
Science Book (Sausalito CA)999

2 H. Boeger, D. A. Bushnell, R. Davis, J. Griesethét Lorch, J. S. Strattan, K. D. Westover, K. Kornberg ;
Structural basis of eukaryotic gene transcriptlBS. Lett.2005 579, 899-903.

3 S. Neidle ; Nucleic Structure and Recognition. @afUniversity Press (Oxford2002

* International Human Genome Sequencing Consortiunitial sequencing and analysis of the human genom
Nature 2001, 409, 860-921.

®J. C. Venter et al. ; The sequence of the humanme,Science2001, 291, 1304-1351.

® H. M. Berman, J. Westbrook, Z. Feng, G. Gillilafid,N. Bhat, H. Weissig, |. N. Shindyalov, P. E.uBoe ; The
protein data baniucleic Acids Res200Q 28, 235-242.
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Introduction générale

rayon X et la réesonance magnétique nuclé&N) ont fourni la majorité de ces structures a
haute résolution. Les structures obtenues sonéreetment détaillées, cependant le manque
d’homogénéité, les quantités insuffisantes d’édhantet/ou l'impossibilité de cristallisation

empéchent la caractérisation de certains NCX. Bjea notre compréhension des NCI entre

ADN et protéines ait rapidement grandi ces dersiareées, elle reste loin d’étre compléte.

Des informations essentielles peuvent étre obtepaespectrométrie de mas$é¢S pour Mass
Spectrometry qui joue un role de plus en plus important damsiomainé&®. Outre la grande
efficacité de cette méthode qui provient de la doaibon unique entre la haute sensibilite, la
sélectivité et la rapidité (« les 3 S distinctits ld MS » selon McLafferty pounigh Sensibility,
Selectivity and Spegda MS permet I'observation directe de brins dsimples ou doubles),
de protéines, de peptides et de leurs NCX respetifirnissant ainsi des informations sur la (ou
les) stcechiométrie(s) d’appariement(s), sur lareatles ligands et sur les énergies relatives
d'appariement. La nécessité de la présence d'uactmir spécifigue au sein d’'un NCX, tel
gu’'une petite molécule ou un cation métallique,tpiEte mise en évidence plus facilement et
plus rapidement par MS que par d’autres méthodasMB permet aussi I'identification de
petites modifications chimiques de I'un des paritesadu NCX. L'étude de NCX biologique par
MS nécessite une instrumentation appropriége une source d’ionisation suffisamment douce
(pour conserver la majorité des NCI) associée analyseur ayant une gamme de rapport m/z
adaptée a ces larges ensembles d’entités moléculé@s difficultés expérimentales peuvent
apparaitre et sont liées aux problemes de solahdis de certains NCX et au choix limité de
tampons compatibles avec la MS. De nombreuses ftatemontré qu’un choix réfléchi des
conditions expérimentales permet le maintien ddsraetions faibles stabilisant les NCX

pendant leur transfert de la solution a la phagzeuse.

Malgré son succes et la technologie avancée déja em ceuvre, le développement de nouveaux
concepts d’ionisation et d’activation implémentpetpétuellement la MS. Les travaux de thése
présentés a travers ce manuscrit ont pour obgetférifier I'intérét de ces nouveaux concepts a

I'étude de la stabilité des NCI maintenant les N@>logiques.

" C. L. Hanson, C. V. Robinson ; Protein—nucleiaddnteractions and the expanding role of mass speetry.J.
Biol. Chem, 2004 279 24907-24910.

8 F. Rusconi, F. Guillonneau, D. Praseuth ; Contiiims of mass spectrometry in the study of nudeid-binding
proteins and of nucleic acid—protein interactidlass Spectrom. Re2002 21, 305-348.
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Dans un premier chapitre, les bases nécessair@s@nipréhension des études menées seront
introduites. Ainsi, les NCI, les polymeres biologgs étudiés et leurs NCX seront décrits et

utilisés pour comparer les méthodes permettans i¢wdes en solution.

Dans le chapitre suivant, les méthodes de désaffatinsation permettant le transfert en phase
gazeuse de NCX biologiques seront introduites etraenont une description d’études de NCX

biologiques en phase gazeuse.

Dans le troisieme chapitre, la jeune histoire dgnts de « superchargement » utilisés par ESI
(pour ElectroSpray lonizatigren mode positif afin d’'augmenter I'état de chadgeprotéines et

de peptides sera relatée et I'influence de leuserée lors des processus de désolvatation des
agrégats produits en ESI sera examinée, en modigf pbe€n mode négatif, pour des peptides,
des oligonucléotides et pour des NCX « peptidedoliggléotide ». Par ailleurs, la partie de cette
étude concernant le processus de « superchargenta# oligonucléotides par ESI en mode
négatif a été publiee dansdeurnal of American Society of Mass Spectrometry

Dans le chapitre suivant, les sources d’'ionisaialites ambiantes » seront aussi introduites et la
conception d’'une source V-EASI (podenturi Easy Ambiant Sonic-spray lonizadi@ermettant
I'aspiration libre de la solution et la désorptionisation des analytes a partir du spray formé par
la seule vélocité du gaz porteur sera grandemetatlldé. La source V-EASI construite au
laboratoire sera comparée énergétiguement a umeesi$! (étude originale), puis sera utilisée
pour étudier le transfert de NCX de la solutionsvierphase gazeuse en I'absence de fort champ

électrique.

Dans le dernier chapitre, les voies de fragmematides différentes populations d’ions seront
comparées afin d’examiner les NCI stabilisant |€XN\biologiques en phase gazeuse. Ainsi, de
breves descriptions des méthodes d’activation dies €n phase gazeuse par spectrométrie de
masse en tandem et de la nomenclature des ionsdrdg résultant de I'activation de nos
polymeres biologiques seront faites afin de pemmeti) la comparaison des voies de
fragmentations observées, en mode positif ou enemoégatif, pour les différents NCX
biologiques activés par CID (po@ollision-Induced Dissociatigret, (ii) I'étude de la stabilité

des NCX biologiques vis-a-vis de la capture d’élats.
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Les compl exes biologiques non-covalents

CHAPITRE 1 : Les complexes biologiques non-covalents

|. Les interactions non-covalentes impliquées danstdhilisation de complexes

biologigues

Les interactions non-covalentes ont un réle fonddaledans l'agencement structural des
complexes biologiques. Bien que ces interactiorgigquent en solution des énergies bien plus
faibles (inferieur & 100 kJ/mol) que les liaisonsalentes (de 200 & 800 kJ/mfoklles sont a
l'origine de la formation réversible de structursscondaires, tertiaires(i.e., interactions
intramoléculaires régissant la conformation tridasiennelle de chacun des partenaires) et
quaternairel(i.e., interactions intermoléculaires régissant I'appauént de partenaires) de tous
complexes biologiques, modulant ainsi leurs a@svitet leurs localisations au sein de
I'organisme, donc leurs fonctions biologiques. Déairs, I'étude des interactions non-covalentes
a conduit a une meilleure compréhension de diftéresystemes biologiques et de leurs
réactivités respectives. Parmi les systémes lesdiluidiés figurent : (i) les complexes engageant
deux partenaires biologiques ; ADN/ADN (duplexripleX’ et quadruple%, ADN/protéine$,

ou ARN(transfert ou messager)/protéines, et preséprotéinesimpliquées, par exemple, dans
les difféerentes étapes de la réplication de 'ADNe la régulation de I'expression des genes, (ii)

les complexes biologiques engageant (en plus) utermre inorganique ; ADN/métalou

! CRC Handbook of Chemistry and Physiecs[Online] 89" ed.; Lide D.R.,Ed. 2008-2009

2 T. R. Cech, S. H. Damberger, R. R. Gutell ; Regmégtion of the secondary and tertiary structurgroup |
introns.Sructural Biology, 1994 1(5), 273-280.

¥ R. Z.-T. Luo, D. R. Beniac, A. Fernandes, C. Cp,YF. P. Ottensmeyer ; Quaternary Structure ofliselin-
Insulin receptor complexcience, 1999 285, 1077-1080.

“a) J. D. Watson, F. H. C. Crick ; Molecular strretof nucleic acidd\ature, 1953 171, 737-738. b) J. D. Watson,
F. H. C. Crick ; Genetical implications of the stiwre of deoxyribonucleic acitNature, 1953 171, 964-967.

® M. D. Frank-Kamenetskii, S. M. Mirkin ; Triplex DAstructuresAnnu. Rev. Biochem., 1995 64, 65-95.

®a) F. W. Smith, J. Feigon ; Quadruplex structdr®»yticha telomeric DNA oligonucleotideblature, 1992 356,
164-168. b) G. N. Parkinson, M. P. H. Lee, S. MkldCrystal structure of parallel quadruplexesrfrauman
telomeric DNA.Nature, 2002 417, 876-880.

"a) H.-M. Jantzen, A. Admon, S. P. Bell, R. TjiaNucleolar transcription factor hUBF contains a DHifkding
motif with homology to HMG proteindNature, 199Q 344, 830-836. b) H.-M. Wu, D. M. Crothers ; The loafs
sequence-directed and protein-induced DNA bendilature, 1984 308, 509-513.

8 S. Fields, O. Song, A novel genetic system toagtein-protein interactionlature, 1989 340, 245-246.

° E. Braun, Y. Eichen, U. Sivan, G. Ben-Yoseph ; Diéfmplate assembly and electrode attachment ofduming
silver wire.Nature, 1998 391, 775-778.
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protéine/métal, et (iii) les complexes biologiques engageant uartgmaire organique
(synthétique, artificiel ou naturel) ; ADN/médicante ou protéine/médicament, et ADN/toxine
ou protéine/toxine impliqués dans les différentepés de régénération et de dégradation de

I'organisme.

|. 1. Les interactions électrostatiques

Les interactions électrostatiques engagent deuterparesi.e., atomes ou fonctions
chimiques, chargés ou partiellement chargés respement appelés ion et dipdtésCes
interactions regroupent (i) les forces coulombiende type ion-ion, ion-dipble ou ion-
dipdle induit, (ii) les forces de van der Waals gant majoritairement de type dipdle-
diplle, et (iii) les interactions de typestaking (cas particulier de dipble-dipdle discuté

séparément).

I. 1. a.Les forces coulombiennes

Les forces coulombiennes décrivent initialement l@seractions ion-ion
répondant a la loi de CoulomBduation 1-1).

41 qz
41T € 7"1’2

(Eq. 1-1) E =

La nature de l'interaction (répulsive ou attractidépend de la similitude ou de la
différence de polarité des sites d’interaction Hactin des partenaireBigure 1-1). La
force d'interaction dépend de la quantité de chagee la taille du systémee, la
charge portée par chacun des partenairest(q dans IEquation 1-1) et la distance qui
les séparent {p dans IEquation 1-1). Notons que I'effet d’écrantage des charges @ar |
milieu, qui disparait en phase gazeuse et a faitdesion (permittivité du miliea~ g =

8,85.10'* F.m") i.e,, dans le vide partiel des instruments de spectrignge masse, est

D, R. Brown, K. Qin, J. W. Herms, A. Madlung, Jahson, R. Strome, P. E. Fraser, T. Kruck, A. voh|Ben,
W. Schulz-Schaeffer, A. Giese, D. Westaway, H. Ksehmar ; The cellular prion protein binds coppewivo.
Nature, 1997, 390, 684-687.

.G, J. Quigley, A. H.-J. Wang, G. Ughetto, G. vam Marel, J. H. van Boom, A. Rich ; Molecular sture of an
anticancer drug-DNA complex: Daunomycin plus d(Cp@ApCpG).Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 198Q 77, 7204-
7208.

12 K. A. Sharp, B. Honig ; Electrostatic interactioits macromolecules: theory and applicatioAsnu. Rev.
Biophys. Biophys. Chem., 1990 19, 301-332.

-26-



Les compl exes biologiques non-covalents

loin d’étre négligeable en phase liquide ce quitisbne a diminuer l'intensité de ces

f_@ g
@ FQ_(l -Q e

r

interactions.

“_Qini

Figure 1-1.Exemple d'interactions Coulombienne répulsive (anthou attractive (en bad)

Dans le cas des interactions ion-dip6le et ion4dipoduit, la loi de Coulomb
s’applique toujours. Cependant, une correctionadteir régissant l'influence de la taille
du systeme est nécessaire et les interactiongddadg-dipole et ion-dipdle induit varient
respectivement en fonction dé et r*. De plus, contrairement aux interactions de type
ion-ion, I'un des partenaires n’étant que partiabat charge, la quantité de charge du

systeme diminue, et les énergies de liaison samt glus faibles.

I. 1. b. Les liaisons hydrogenes

Les liaisons hydrogénes sont fondamentales au clientg biologie structuralé
(e.g. appariement Watson-Crick des nucléobases damj#ex d’ADN, stabilisation de
conformation protéique quaternaire, ...). A mi-chemire les forces coulombiennes et
les forces de van der Waals, elles engagent aasgighrtenaires, I'un donneur et I'autre
accepteur, qui peuvent-étre dipole-dipdle, ion-thpdu ion-ion. Le donneur est toujours
une fonction acidd.e, un hétéroatome électronégaté.g( azote, oxygene, soufre)
porteur d'un proton €g. acides carboxyliques, alcools, amines, amidespisthi
L’accepteur est quant a lui toujours un atome fodwt électronégatife(g. azote,
oxygene, soufre, halogénes) porteur de doubletseslib Ces interactions sont
directionnellesi.e., alignement des trois atomes engagés dans lariaisn-covalente

(Figure 1-2). Elles sont dépendantes des propriétés intrireeges atomes impliqués

13 Figure disponible sur : http://fr.wikipedia.orgkiiLoi_de_Coulomb_(électrostatique)
14 C. L. Perrin, J. B. Nielson ; Strong' Hydrogen Bsrn Chemistry and BiologyAnnu. Rev. Phys. Chem., 1997,
48, 511-544.
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dans le systeme non-covalent mais aussi des comsliéixtérieures a ce systeme comme
la nature du solvant, son pH ou la température dieumAinsi, a température ambiante,

ces liaisons plus faibles que des liaisons covesepteuvent étre modifiées (rupture et
formation de nouvelles interactions) permettant systémes biologiques non-covalents

d’étre en constante évolution.

liaison hydrogéne

Figure 1-2. Exemple de liaison hydrogéne (de type dip6le-gipéhtre deux molécules d'dau

I.1. c.Les forces de van der Waals

Les forces de van der WaHlse dénombrent en trois forces bien distinctek : (i
les forces de Keesom (effet d’orientation) par raxdtéon entre deux molécules polaires
(dipble permanent-dipble permanent), (i) les ferake Debye (effet d’'induction) par
interaction entre une molécule polaire et un dipdleuit (dipéle permanent-dipdle
induit) et, (iii) les forces de Londdh (effet de dispersion) par interaction entre deux
dipdles induits (dipble induit-dipdle induitEquation 1-2).

(Eq. 1-2 E - - L [ Kius ui az+ pl ay EhvalaZ]
. vaw r16,2 3(4mege)2kgT (4 ¢ )2 4 (am eg)?

1
Eyaw = E [EKeesom + EDebye + ELondon ]

Dans cette expressiom;, est la distance interatomique moyenpgesont les
moments dipolaires des molécules considérgesst la constante diélectrique du vide,

est la constante diélectrique du milidg, est la constante de Boltzmanh,est la

15 M. Bertout ; Module de biologie cellulaire 1 (Liwee ; Université de Lille 1). Figure disponible sinttp://www-
lemm.univ-lillel.fr/biologie/biocellulaire/apprenglichapitre2/ch2_pagel.htm

16 E. Dzyaloshinskii, E. M. Lifshitz, L. P. PitaevikiGeneral theory of van der Waals’ forc&sv. Phys. Usp.,
1961, 4, 153-176.

17 «q) W. Heitler, F. London Zeitschrift fur Physics, 1927, 44, 455 b) R. Eisenschitz, F. LondorZeitschrift fur
Physik, 1930 60, 491.” Traduction en anglais : H. Hettema ; Quantbhemistry, Classic Scientific Papevgorld
Scientific, 2000
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température absoluey sont les polarisabilitéts des molécules considérBesst la

constante de Planck etest la fréquence électronique d’absorption. Coreaee forces

n'engagent que des dipbles (permanents ou indlés)s énergies d’interactions sont
considérées plus faibles que les interactions oabiennes. Tout comme pour les forces
coulombiennes, ces énergies d'interactions sonergament proportionnelles a la
distance interatomique (variation ef) ret a la permittivité du milieu. Ces interactions
sont donc aussi renforcées en phase gazeuse gid@désparition de I'écrantage existant

en solution.

I. 2. Les interactiong

Les interactionst sont des interactions non-covalentes engageasystéme délocalisé
d’électrons = conjugués (linéaire ou aromatiqgtie) Les systémesn, possédant
alternativement des sites riches et pauvres errétesg peuvent interagir avec (i) un
cation métallique ou un métal de degré d’oxydafidinespectivement appelé interaction
n-cation etn-métal), (i) un anion (interactiom-anion), (iii) une molécule polaire
(interactionz-dipdle) ou, (iv) un autre systéme(interactionn-n). Ces derniérese,, les
interactionszn-n, ont des énergies proches de celles des liaisgdsodgenes. Elles
contribuent aussi a la stabilisation des systen@ediques non-covalents et de leurs
conformations tridimensionnelleg.d. appariement Watson-Crick entre nucléobases au
sein des duplex d’ADN, certains sites actifs enzjooas, ...) par I'empilement des
plusieurs motifs aromatiques ; c'est #e stacking. Cependant, la stabilité de telles
interactions reste dépendante du nombre et defitaiion des motifs aromatiques donc

de la conformation globale de la protéine.

|. 3. L'effet hydrophobe

L'effet hydrophobe est régi par l'attraction de gpements apolaires qui préférent
s’'associer entre eux plutét qu'avec des régionsrdphdles (e, composées de
groupements polaires). Dans les milieux biologiquaqueux par nature, l'action
concertée des interactions, et notamment cellesssde I'effet hydrophobe, conditionne

la conformation globale de la biomolécule. En efiies résidus hydrophobes sont souvent

18 C. A. Hunter, J. K. M. Sanders ; The nature-afinteractionsJ. Am. Chem. Soc., 199Q 112, 5525-5534.
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tournés vers l'intérieur des protéines en milieuaatx, tandis que les résidus hydrophiles
sont aussi bien orientés vers l'intérieur que Vergérieur. La possibilité de former de
telles interactions dépend de la position (strecfurmaire) et de I'orientation (structures
secondaire et tertiaire) des acides aminés lespansapport aux autres, elles-mémes
guidées par des interactions covalentes ou norffeL'éiydrophobe étant fortement
impliqué dans la conformation globale des protéidesnombreux efforts ont été réalisés
pour développer des échelles d’hydrophobie afiprédire la probabilité de retrouver un
acide aminé plutdét qu’un autre a l'intérieur ouaasurface d’'une protéine considérée.
Notons que l'intensité de ces interactions est tioncdes surfaces hydrophobes en

contact et se mesure en kilojoules par angstrooaaé (kJ.A)°.

Il. Les complexes non-covalents biologiques

Il. 1. Structure des protéines et des peptides en solution

Les protéines sont des éléments essentiels de ldevia cellule. Elles peuvent jouer un
role : (i) catalytiquege.g. 'amylase salivaire est une enzyme qui catalyseééligradation
des amidons, (ii) de transpoetg. 'hémoglobine transporte I'oxygene dans le saii, (
de régulation métabolique,g. lI'insuline participe a la régulation du taux deiaise
sanguin et, (iv) de protection de l'organismeg. les anticorps reconnaissent
sélectivement et inactives spécifiguement des hastéles toxines ou certains virus. En
somme, I'immense majorité des fonctions cellulaggtsassurée par des protéines dont la

structure complexe influe sur leurs actiths

Il.1. a.Les acides aminés

Les protéines (comme les peptides) sont des madéocoies biologiques
constituées d'un enchainement d’acides aminés ésidus) unis par des fonctions
amides (appelées liaisons peptidigées)n acide aminé est une espéce organique

composé d’'un carbone tétravalent central (appel#oaa) porteur d’une fonction acide

F. D. King, A. W. Oxford ; Progress in medicinalemistry (£' Ed.), Elsevier Science B.V. (Amsterdar(02
2 H. Lodish, A. Berk, P. Matsudaira, C. A. Kaiser, Krieger, M. P. Scott, S. L. Zipursky, J. DarngBiologie
moléculaire de la cellule/%ed. ; De Boeck, 2005

2L C. Branden, J. Tooze ; Introduction to proteinctinre, 2 ed. ;Garland Publishing, 1999
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carboxylique, d’'une fonction amine (d’ou acide a@)jrd’un atome d’hydrogéne et d’'un
groupement variable (appelé chaine latérale, RmPks 20 différents acides aminés
existant chez 'HommeT@bleau 1-1), tous les carbonea (hormis la glycine pour

laquelle le groupement variable est un atome dingéine) sont asymétriques et sont
généralement de configuration stéréochimique Lnfes D rares dans la nature). En
milieu physiologiquei.e., en solution aqueuse tamponnée, les acides ansiogt

formellement chargés (excepté au point isoéleatrig) ; valeur de pH ou le systéme est
porteur de charges locales mais reste formellemeutre), voire méme zwitterioniques
i.e, porteur simultanément de charge(s) locale(s)tipeés) et négative(s) (hotamment

au point isoélectrique, par définition).

pKas
Code | Abrév. | Acide aminé Mw pl (a-g:léaéH) ( ?Kﬁj ) (chaine Nature
. 3 | latérale)
A Al Alanine | 89,0940 601 2,35 9,87 Apolaire,
aliphatique
C Cys Cystéine 121,1540 5,05 1,92 10,70 8,18 Polaire
D Asp Acide 133,1038 2,85 1,99 9,90 3,90 Acide
aspartique
Acide .
E Glu ) 147,1307| 3,15 2,10 9,47 4,07 Acide
glutamique
F Phe | Phénylalanine 165,1918 5,49 2,20 9,31 _ | Apolaire,
aromatique
Gly Glycine 75,0671 | 6,06 2,35 9,78 - Apolaire
H His Histidine | 155,1563 7,60 1,80 9,33 6,04 _basiue,
aromatique
| lle lsoleucine | 131,1746 6,05 2,32 9,76 .| Apolaire,
aliphatique
K Lys Lysine 146,1893 9,60 2,16 9,06 10,54 Basique
L | Leu Leucine | 131,1746 6,01 2,33 0,74 .| Apolaire,
aliphatique
M Met Méthionine | 149,2078 5,74 2,13 9,28 - Apolaire
N Asn Asparagine | 132,1190 5,41 2,14 8,72 - Polaire
P Pro Proline 115,1319| 6,30 1,95 10,64 - Apolaire
Q Gln Glutamine | 146,1459 5,65 2,17 9,13 - Polaire
R Arg Arginine 174,2027| 10,76 1,82 8,99 12,48 Basique
S Ser Sérine 105,0934| 5,68 2,19 9,21 - Polaire
T Thr Thréonine | 119,1203| 5,60 2,09 9,10 - Polaire
Vv Val Valine 117,1478 6,00 2,39 9,74 _ | Apolaire,
aliphatique
W | Trp | Tryptophane 204,2284 589 2.46 9,41 .| Apolaire,
aromatique
Y Tyr Tyrosine | 181,1912 5,64 2,20 9,21 10,46 _Polaire,
aromatique

Tableau 1-1.Principales données caractéristiques des 20 aaidags existants chez ’'Homme. Les codes
et abréviations sont ceux spécifiés par le congtéamenclature commun IUPAC — IUBMB.
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En effet, étant simultanément porteur d’'une fonctacide (-CGQH), d’une
fonction basique (-NkJ et d’'une fonction variable sur la chaine latér@eide, basique,
aromatique ou hydrophobe), la forme zwitterionigeeiste frequemment dans les

conditions physiologiques mais dépend de la tenpérat du pH du milieu.

Il.1. b. La liaison peptidique

Llalsonpeptldlque
N C N
OH H Rz
(R; : R,) = chaines latérales Fonctlon amine Fonction ac1de
terminale carboxylique terminale
(ouN-ter) (ou C-ter)

\ Y ] \ Y J

2 acides aminés 1 dipeptide

Figure 1-4. Synthéese d’'une liaison peptidique.

Les fonctions acides carboxyligues et amines psrig&r les acides aminés
permettent la formation de liaisons peptidiques pwanthese d'une fonction amide
(condensation/déshydratation) a partir de deuxeaci@minés distincts. Les fonctions
amines et acides carboxyliques libres situées atwéraités du squelette peptidique
nouvellement formées sont respectivement appelégsgtoupes N-terminaux et C-
terminaux Figure 1-4). Lorsque la longueur de la chaine est inférieair60 acides
aminés, on parle de peptides. Entre 50 et 100 f.@denés, on parle de peptides, de
polypeptides ou de petites protéines. Enfin, loesda longueur de la chaine est
supérieure & 100 acides aminés, on parle de pedtgiDe part la présence de formes
mésomeres, les liaisons peptidiques sont suppgseess et la rotation de la liaison
CamideNamige €St fortement défavorisée. De plus, 'encombrensédrique généré par les
chaines latérales (au niveau de la liaison peptaigliscrimine la configuratiod de la
liaison peptidique au profit de la configuratien Les autres liaisonise., G, )-Camide €t
Namide Co,+1), restant en libre rotation, permettent aux preteid’adopter de nombreuses

conformations (ou structures tridimensionnelles).

22 @G. Petsko, D. Ringe ; Structure et fonction deséines, 1st ed.De Boeck, 2009
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Il. 1. c. Conformations des protéines

Le grand nombre de résidus impliqués dans une ooaton conféere un aspect
trés complexe a la structure tridimensionnelle d'pnotéine. Afin de simplifier I'étude
de telles structures, la description de ces ageacenest décomposée en quatre systéemes
de structures imbriquédse., ol le systéme (i) est compris dans le systémg)?i+
(Figure 1-5).

Q) La structure primaire décrit I'enchainement w@sidus d’acides aminés (ou
séquence primaire) de la protéine. Notons que @gsesices se lisent invariablement de
'extrémité N-ter vers I'extrémité C-ter. Les acgddaminés sont donc numérotés dans ce

méme ordre.

(2) La structure secondaire décrit le premier nivea repliement et d’agencement de
la séquence primaire. Elle regroupe les hélicegt les feuilletsp qui sont des
conformations répétitives localisées, qui sont itd#les par des interactions

intramoléculaires de type liaison hydrogene entides aminés spatialement voisins.

3) La structure tertiaire décrit le repliement l&tgencement en domaines de
différents éléments de structures secondairest @’es niveau que se forme la structure
tridimensionnelle de la protéine. Cette structust stabilisée par des interactions
intramoléculaires non-covalentes, des interactions électrostatiques, des intenastite
type liaison hydrogene, des interactionst des effets hydrophobes, mais aussi par des
liaisons covalentese., des ponts disulfures se formant spontanémenbyatation des
fonctions thiols portées par les chaines latérdiesleux résidus cystéines spatialement

voisins.

4) La structure quaternaire décrit le repliemdnifaggencement en complexes non-
covalents de plusieurs éléments de structure itertilotons que les conformations de
ces structures tertiaires (prises individuellemepguvent étre différentes de leurs
conformations au sein du complexe. Cette structsteégalement stabilisée par des
interactions intermoléculaires non-covalentes des interactions électrostatiques, des

interactions de type liaison hydrogéne, des intemasn et des effets hydrophobes, mais
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aussi dans de rares cas par des liaisons covalemfedes ponts disulfures entre deux

résidus cystéine spatialement voisins.

(w) Struciure
primaie
(chaine
palypeptidique)

b} Structure secondsine (d) Structurs tertisire (&) Structife quaternaing
{hilice alpha) imolécule de myoglobine) (molécule d hémoglobine)

Figure 1-5. Niveaux d’organisation structurale des proténes

Dans les conditions physiologiques, une protéiness@de une seule ou, dans de
rares cas, quelques conformation(s) spécifigue& éou ses) fonction(s) biologique(s)
appelée(s) conformation(s) nativéfsICependant, la conformation native d’une protéine
reste dictée par sa structure primaire, qui insest structures secondaires, et détermine sa

structure tertiaire, voir quaternaire.

[l. 1. d. Stabilité des protéines

Comme décrit précédemment (clf. 3.), la seule certitude sur I'agencement
spatial des résiduse., leurs répartitions et leurs orientations, est yhes grande

probabilité de trouver des résidus hydrophobesnt#te vers lintérieur des structures

% 3. Berrada ; Les Protéines : Structures, Progri&#éApplications Technologiques (Académie de Melter).
Figure disponible sur : http://sti.ac-montpelligiMG/pdf/Prot-ines_ SBSSA.pdf
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tertiaires et quaternaires assurant ainsi la ##ahbdle telles structures en fuyant tout
contact avec le milieu physiologique. Les résidydrbphilesi.e., portant une fonction
acide ou basique sur leur chaine latérale, sonhtqaaeux aussi bien orientés vers
l'intérieur des structures tertiaires et quatemmirque vers I'extérieur, conférant a ces
structures des propriétés de reconnaissances igpésif Ainsi, la fonction biologique
spécifigue d’'une protéine dépend de sa conformatigdimensionnellei.e, des
interactions non-covalentes internes a sa structaés aussi de la capacité de sa surface
a creéer des interactions non-covalentes (révessilde températures ambiante ou
physiologique) avec d’autres molécuies, la (ou les) cible(s). D’ailleurs, la fixation
d'un ligand (ou cofacteur) entraine souvent un dgeament conformationnel de la
protéine impliqué dans son mécanisme d’action. Ranswines conditiong.g. excés de
chaleur, valeurs de pH extrémes, force ionique sice, présence de solvant organique
et/ou présence d’agents réducteurs, les interactassurant la conformation et la
reconnaissance de surface peuvent-étre modifiées;ompues. Il en résulte une perte de
la fonction biologique ; la protéine est dite démée. Notons que, remise dans des
conditions adéquates, une protéine partiellemenatdéée peut se replier spontanément

et retrouver sa conformation native et en consérpisan activite.

Il. 2. Structure des brins d’ADN en solution

Le role principal de Il'acideB-D-2’-désoxyribonucléique ADN) est de stocker les

informations génétiques nécessaires au dévelopgeateau fonctionnement de tout
organisme vivant (a I'exception de certains virdkSADN est composé de la répétition

linéaire de motifs unitaires dont I'ordre portenformation génétique comme I'ordre des
lettres de cette phrase en porte l'information. laegage utilisé est appelé le code
génétique. Il permet a certains organismes (prabeipent protéiques) de lire les
instructions nécessaires a la construction et au foactionnement d’'un organisme

vivant.

[l. 2. a. Nucléotides, nucléosides et bases nucléiques

Les oligonucléotides (ou simples brins d’ADN) sodés macromolécules

constituées d’'un enchainement de nucléotides (nfwsghate) unis par des fonctions
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phospho-diester. Un nucléotide est une moléculepogide trois parties : (i) un cygle
D-2’-désoxyribosefuranose (i.e., un pentose cye€jglié a (ii) une base nucléique
variable (ou nucléobase®)a une liaison N-hétérosidique (dite glycosidique) katome

de carbone 1’ du cycle désoxyribose, et lié a (ii)2 ou 3 groupements phosphates
consécutifs localisés sur I'atome de carbone ®uesur I'atome de carbone 3’ du cycle
désoxyribose Kigure 1-6d. Puisque les groupements phosphates et les graune
désoxyriboses sont communs a tous les nucléotidesiature de ces derniers est
déterminée par la base nucléique qui les compase bhases nucléiques présentes dans
I’ADN se divisent en 2 familles chimiques : les ipassi.e, la thymine et la cytosine, et
les pyrimidinesi.e, l'adénine et la guanineFigure 1-6b). La nomenclature des
différentes entités nucléiques est rappelée damatéeau 1-2 Comme le décrivent les
régles de Watson-Crik nous pouvons déja noter, & ce niveau (élémejtaine
appariement plus spécifique des guanines pour Exsioes et des adénines pour les
thymines, et ce, qu'elles soient sous formes ddénbeses, de nucléosides ou de

nucléotides.
a) b) Bases nucléiques pyrimidiques
' NH, o
; 7 .6l 1 7
ﬁ J\iise nucléique g </N 5NN ] </N 5| jfi
O—P-|- { 3 3200 9 3.2
| 0 NN N7R S NR,
-0 k 3 7I v b
Liaison Adenine (Ade, A) Guanine (Gua, G)

2
OH N-hétérosidique
Bases nucléiques puriques

Nucleoside AL
Nucleotide 5'-monophosphate r o] 4NH2 )

. . 5 3
Nucleotide 5'-diphosphate 4"NH SN

i Ly 3& | ! 3&
Nucleotide 5'-triphosphate SN0 SN0
| |
Thymine (Thy, T) Cytosine (Cyt, C)

Figure 1-6. Représentation schématiq(e d'un nucléoside et de nucléotides modélef¥des 4 bases
nucléiques composant I'’ADN.

Bases nucléiques Désoxyribonucléosides Désoxyribat@otides n-phosphates
Nom Symbole | Nom Symbole | Nom Symbole
adénine Ade | 2'-désoxyadénosine dAdo | adénosine n-phosphate dAMP, dADP, dATP
cytosine Cyt | 2'-désoxycytidine dCyd | cytidine n-phosphate dCMP, dCDP, dCTP
guanine Gua | 2'-désoxyguanosine dGuo | guanosine n-phosphate dGMP, dGDP, dGTP
thymine Thy | (2'-désoxy)thymidine  (d)Thd | thymidine n-phosphate (d)TMP, (d)TDP, (d)TTP

Tableau 1-2.Nomenclature des bases nucléiques, des désoxydldmsides et des désoxyribonucléotides
n-phosphates (avec n = {mono ; di ; tri}). Les syi#s sont ceux spécifiés par le comité de nomeairelat
commun IUPAC - IUBMB.
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En milieu physiologiqué.e., en solution aqueuse tamponnée, les nucléotidgs so
formellement chargés, voire méme zwitterioniques, porteurs simultanément de
charge(s) locale(s) positive(s) et négative(s).eHat, étant simultanément porteuse de
sites acides (un ou plusieurs groupements phoshettele sites basiques variables (sur
les bases nucléiques) la forme zwitterionique exfséquemment dans les conditions

physiologiques mais dépend de la température pHddu milieu.

Il. 2. b. La liaison phospho-diester

Figure 1-7.Mécanisme de formation d’une liaison phospho-éiest

La fonction alcool portée par I'atome de carboned3in nucléotide et les
fonctions phosphates portées par I'atome de carbbd&in autre nucléotide permettent
la formation d’'une liaison phospho-diester par ershtion/dépyrophosphatation. Les
groupements libres situés aux extrémités du sdaelgigonucléique nouvellement
formées sont respectivement appelées les extréfités 3’ (Figure 1-7). Lorsque sa
longueur ne permet plus de (facilement) qualifierchaine de nucléotide avec les
préfixes grec adéquate.d. di-, tri-, tétranucléotides), on parle d’oligonéctides (ou
oligoméres). Dans ce cas, la longueur de la ctesherécisée sous forme de n-mer, ou n
est le nombre d’'unités nucléotidiquesy. 12-mer pour un dodécanucléotide ou 100-mer
pour un hécatonucléotide. De par la présence deemésomeres résonantes entre le
phospho-alcool et la phospho-cétone, la conformatigamide-trigonale du groupement
phosphate est déformée. De plus, I'encombrementgé généré par les nucléosides
limite mais n’empéche pas les rotations autourlidésons G-Osz, Oz-P, P-Q et G-

Cs, laissant un grand degré de flexibilité aux oligdgotides.
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Il. 2. c. Conformations des brins d’ADN

Le grand nombre de sites impliqués dans une comfttsmconfére un aspect tres
complexe a la structure des brins d’ADN. Afin deagiifier I'étude de telles structures, la
description de ces agencements est, comme poprd&&sines, décomposée en systemes

de structures imbriqué., ou le systéme (i) est compris dans le systenia.(i+

Q) La structure primaire décrit I'enchainement decléotides (généralement
simplifié par I'enchainement de nucléobases) ddigbmucléotide (ou séquence
primaire). Notons que ces séquences se lisentiaiblament de I'extrémité 5’ vers
l'extrémité 3'. Les nucléotides sont donc numéraiéms ce méme ordre. Comme le
décrivent les régles de Chardéff/ADN de n'importe quelle cellule ou de tout
organisme vivant doit avoir un rapport unitairerenles bases puriques et les bases
pyrimidiques et, plus précisément, il faut que laamfité de guanine soit égale a la
guantité de cytosine, et que la quantité d'adésitecgale a la quantité de thymine. Cette

tendance se retrouve dans tout simple brin de I'ADN

(2) La structure secondaire décrit le premier nivea repliement et d’agencement de
la séquence primaire. Elle regroupe, par exemetestructures en « épingle a cheveux »
(pour Hairpin) et en « épingle a cheveux cassée» ([®roken Hairpin) représentées
respectivement sur |&igure 1-8a et 1-8b, apparaissant dans le cas ou des portions

éloignées d’'un méme brin sont complémentaiegs &ppariement de Watson-Crigk

a) b)
Ga ¢
GATCTGATGCATGAGATCGCATCAGATC Gl -
Q)---16
Gj~--4¢
Gl -
¢l-- 18
G~--1C
I 5‘_*‘ e
TG & o8
GATCTGATGCA g-7¢
FLLTTTLLTTd e
CTAGACTACGC ~-or_ T2
T A Go g
Gc-:".\%n
5 Corpo®3

Figure 1-8. Exemples de structures secondaires des brins d’ARI) en « épingle a cheveux » (pour
Hairpin) et(b) en « épingle a cheveux cassée» (f&roken Hairpin).

% D. Elson, E. Chargaff ; On the deoxyribonuclei@amntent of sea urchin gamet&perientia, 1952 8, 143—

145.
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Dans le cas de séquences riches en guanine, upacasulier de structure
secondaire du type Hairpin apparait : les G-quddrumtramoléculaires qui sont dues a
un appariement particulier de 4 bases guanine capés,via des interactions de type
liaison hydrogéne, sous forme de quartet formastmteractions d’empilement(ou «z-
stacking») (Figure 1-9).

Intermolecular Intramolecular
B Tetrameric Dimeric Monomeric

Figure 1-9. Autre exemple de structures secondaires : lesaBhuplets’.

3) La structure tertiaire décrit I'appariement kdgencement en domaine de
différents éléments de structure primaire ou seamedC’est a ce niveau que se forment
la majorité des structures tridimensionnelles &®N, telles que les doubles hélices (ou
duplex), les triples hélices (ou triplex), et lemdruplex intermoléculaires qui ne sont pas
en hélicesKigure 1-9). Ces structures sont stabilisées par des intenactle type liaison
hydrogéne entre les bases complémentaires des OKIBN opposés et par des
interactions d’empilement (ou «-stacking») entre les cycles aromatiques des bases
nucléigues consécutives au sein du méme brin d’ADMjs aussi par la dualité
d’hydrophobicité existant au sein des simples bdi#DN. En effet, le fort caractére
hydrophobe des bases nucléiques les pousse & faiilieu physiologique (aqueux par
nature), tandis que le fort caractére polaire desgements phosphate les incite a rester a
la surface de la structure.

% |, K. Moon, M. B. Jarstfer ; The human telomeral ats relationship to human disease, therapy, sl
engineeringFrontiersin Bioscience, 2007, 12, 4595-4620.
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Il existe trois types de duplex d’ADN : les dupBxles duplex A et les duplex Z.
Bien que ces hélices soient toutes constituées elex csimples brins appariés
antiparallelement par des liaisons hydrogeness learactéristiques structurales sont trés
différentes Tableau 1-3 ; Figure 1-10)

Type de duplex Type A | Type B | Type Z

Sens de I'hélice droite droite gauche

Diamétre ~26 A ~20A ~18A

P'a|r§s de bases par tour 11 10 12

d'hélice

Separatl_on angulaire entre 3% 36 60°

deux paires de bases

Avance de I'hélice par tour 28 A 34 A 45 A

Av_ance de I'hélice par 26 A 34 A 37A

paire de bases

Angle de déviation des

bases par rapport a lI'axe 20° 6° °

de I'hélice

Grand sillon fin et profond large et profond plat

Petit sillon large et superficiel fin et profond fin et profond

Cpnforn_]atlon du C3-endo c2-endo C2 -efldo (pyrlml_dlnes) ]

désoxyribose C3'-endo (purines)

Liaison glycosidique anti anti ant (pyr|m|fj|nes) ;
syn (purines)

Tableau 1-3.Caractéristiques structurales des duplex d’ADNypes A, B et Z.

Figure 1-10.Visualisations moléculaires des duplex d’AD& d) de type A,b,
e) de type B, efc, f) de type Z, vuega, b, c)de cbté ed, e, f)de haut.
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Les duplex de type B, étant les plus stablespitd aussi les plus courants dans la
nature. En effet, dans ces duplex, toutes les bagelgiques sont appariées selon le

modele de Watson-Crick décrivant les interactiomsse purique/base pyrimidique » les

plus stablesKigure 1-11).

3l

} Grand sillon

Petit sillon

Figure 1-11.Représentation schématique d’un duplex d’ADN ¢be 3.

D’ailleurs, ce sont les duplex d’ADN de type B mqrvent de bases a la formation de
triple hélices d’ADN. En effet, le grand sillon désubles hélices B expose des tranches
de bases nucléiques ayant encore la possibilitbrdeer des liaisons hydrogenes. Ces
appariements moins spécifiques (mais non-négligsabigure 1-12) ont été mis en
évidence paKarst Hoogsteen®®, 10 ans aprés le modéle proposéWWatson and Crick”.

%6 3) K. Hoogsteen ; The crystal Structure of 1-Méthymine. Acta Crist., 1963 16, 28-38. b) K. Hoogsteen ; The
Crystal and Molecular Structure of a Hydrogen-Bah@®mplex Between 1-Methylthymine and 9-Methyladeni

Acta Crist., 1963 16, 907-916.
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"
A
e
A
A
e
e
sl

>0 *>0r0
I EE

Figure 1-12.(A) Appariements des paires de bases dans une sawduriples brins d’ADN paralléles.
(B) Appariements des paires de bases dans une se&udétutriples brins d’ADN antiparalléles. Les
pointillés et les lignes continues représenterpaesvement les appariements de Hoogsteen et deow/at
Crick. Le%Y et les R représentent respectivemenblins composés de pyrimidines et les brins ceégpo
de purines.

Courte région

A de la double

hélice d"ADN

B Chromatine en
collier de perle

C Fibre chromatinienne
de 30nm

D Partie étalée
d"un chromosome

E Partie condensée d'un

cromosome mitotique NN 700 nm
uu UL

*
'\ ,’"—"C’e:;;J :
/
Chromosome mitotique 1,400 nm
entier {

Figure 1-13.Etapes du compactage des doubles brins d’ADN.

2 D. Miyoshi, N. Sugimoto ; Molecular crowding effscn structure and stability of DNiochimie, 2008 90,
1040-1051.
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4) La structure quaternaire décrit le repliemdnifagencement en complexes non-
covalents de plusieurs éléments de structure itertiBar exemple, dés la premiére étape
du compactage de 'ADNF{gure 1-13, les chromatines, formées par le bobinage des
doubles brins d’ADN autour des histones (qui sagg dtructures protéiques tertiaires),
sont des structures quaternaires. Il en est de np@metoutes les étapes suivantes du
compactage de I'ADNKigure 1-13. Ces structures sont principalement stabiliségs p
des interactions intermoléculaires non-covalemtes des interactions électrostatiques,

des interactions de type liaison hydrogéene, efrdesactions hydrophobes.

[l. 2. d. Stabilité des brins d’ADN

Comme décrit précédemment (clf. 3.), la seule certitude sur I'agencement
spatial des groupements chimiques, leurs répartitions et leurs orientations, est une
plus grande probabilité de trouver des groupemeydsophobes orientés vers l'intérieur
des structures secondaires, tertiaires et quatesnassurant ainsi la stabilité de telles
structures en fuyant tout contact avec le milieyspdlogique. Les groupements plus
hydrophiles, comme les groupements phosphates, qoant & eux principalement
orientés vers l'extérieur, conférant a ces stredudes propriétés de reconnaissances
spécifiques (qui seront plus amplement décrites darpartie suivante). Cependant, la
forte densité de groupements négativement changiéest ides répulsions électrostatiques
(entre groupements phosphates) déstabilisant fertefas doubles hélices d’ADN. C’est
pour cette raison qu’il est difficile de former dhgplex dans de I'eau pure. En revanche,
la présence de sels dans la solution (e.g.ddaNH;") permet de stabiliser le duplsia
la formation de paires d’ions. Dans certaines domB, e.g. excés de chaleur, valeurs de
pH extrémes, force ionique excessive et/ou présemeesolvant organique, les
interactions assurant la conformation et la recmsaace de surface peuvent-étre
modifiées, voir rompues. Il en résulte une pertdadimnction biologique ; le duplex est
dit dénaturé. Notons que, remis dans des conditaigsjuates, le duplex partiellement
dénaturée peut se replier naturellement et retrosee conformation native et en

conséquence son activité.
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Il1. 3. Les complexes non-covalents ADN-protéine en satutio

De nombreuses méthodes de détection, autre qu8 |p&livent étre appliquées a I'étude
d’interactions non-covalentebICl) entre brins d’ADN et protéin&s: la mobilité sur gel
(pour gel mobility shift assay), I'extraction sur phase solide greffée (pdilter binding),

la spectroscopie par fluorescence (pofliuorescence spectroscopy), le dosage
calorimétrique adiabatique (pousothermal titration calorimetry), la centrifugation
analytique (poumnalytical centrifugation), la résonance plasmonique de surface (pour
surface plasmon resonance), la cristallographie par rayon X (poxxray crystallography)

et la spectroscopie par résonance magnétique mec(BMN pour NMR spectroscopy).
Cependant, chacune de ces méthodes de détectemaaahtages et des inconvénients.

Les constantes d’équilibre et la stoechiométrie ghaipment peuvent étre obtenues par
extraction sur phase solide (greffée) ou par mgbsur gel, mais ces deux méthodes
nécessitent un radio-marquage des espéces étudiéeglus, des artefacte.g. faux
positifs et/ou faux négatifs) peuvent apparaitre detractions sur phase solide lors de
I'étape de rincage ou lorsque les brins d’ADN dop longs. Le probleme majeur de la
mobilité sur gel est la durée de I'analyse quisdprelle est trop longue, ne permet pas
I'observation des complexes les plus fragiles. pactroscopie par fluorescence nécessite
la présence d'un fluorophore (comme un résidu tpypane qui peut étre déja présent
dans la séquence peptidique) mais la présencereafitorophores (comme les bases
nucléigues) peut interférer dans I'analyse. La mésoe plasmonique de surface permet
de suivre les processus d’appariement en tempsetéde déterminer les grandeurs
cinétiques et thermodynamiques d’une interactien les constantes d’équilibre et les
constantes de vitesse de dissociation des NCXeQegrlimites sur la masse du systeme
(qui ne doit pas étre trop gros), l'inconvénientjena de cette méthode vient de la
nécessité d’immobiliser 'un des partenaires (soe surface ou un gel), modifiant
éventuellement la nature de linteraction recorsaise du partenaire. Le dosage

calorimétrique adiabatique informe sur les constmatéquilibre de dissociation du NCX

2y, A. Bloomfield, D. M. Crothers, J. I. Tinoco ;usleic Acids, Structures, Properties, and Functidhsversity
Science Book1999 Sausalito CA.
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et sur sa stcechiométrie mais, comme pour extrastiophase solide ou par mobilité sur
gel, il ne permet pas une caractérisation précese pdirtenaires de l'interaction. De la
méme maniere, la centrifugation analytique foutles mesures de masses moins précises
gue celles obtenues par MS. Enfin, la cristallogm@ar rayon X et la RMN fournissent
des structures tridimensionnelles hautement résohags sont des méthodes assez lentes
et nécessitent une quantité importante d’échantil@e plus, certaines structures sont
trop grandes pour étre étudiées par RMN ou neadlisgint pas, limitant les analyses par
cristallographie par rayon X. D’ou il apparait que développement d’approches

complémentaires efficaces et simples a mettre emeoeesste d’intérét.

Il. 3. a. Etude moléculaire des interactions ADN/protéines

Les bases moléculaires des interactions non-caesldCl pour Non-Covalent
Interactions) entre brins d’ADN et protéines sont a I'originesdprincipes gouvernant la
reconnaissance « ADN/protéine » en solution (avantransfert en phase gazeuse) et
permettent de prévoir I'évolution du systeme (penmdzt apres le transfert en phase
gazeus€y3°332 || n'y a pas de code simple ou de régles généralp tel acide aminé
se lie a telle base nucléique, permettant de @tair de prédire la reconnaissance
ADN/protéine. Cependant, certaines tendances diggpants préférentiels existent. Les
NCX « ADN/protéine » résultent généralement d’'usestl complexe de contacts entre
les deux partenaires et différentes NCI peuversdtexi (i) les interactions de type liaison
hydrogéne entre les résidus basiques des acidea¥smhargés positivement et les
groupements phosphates de I’ADN chargés négativie(hen interactions de type ion-
ion ou pont salin), (ii) les interactions de typgdon hydrogéene entre les résidus polaires
des acides aminés et les fonctions exposées dtaniehe des nucléobases ou avec les
groupements désoxyriboseg(, interactions de type dipble-dipble ou ion-dipdI@)) les
liaisons de contacts de type Van der Waass, (interactions de type dipdle-dipdle), et

(iv) les liaisons non-covalentes stabilisées pa melécules d’eau. Les duplex d’ADN

293, Neidle ; Nucleic Structure and Recognition. @sfUniversity Press (Oxford2002

30 C. W. Garvie, C. Wolberger ; Recognition of spiecBNA sequencesviol. Cell, 2001, 8, 937-946.

3L N. M. Luscombe, R. A. Laskowski, J. M. ThorntoAmino acid—base interactions: A three-dimensiomailysis
of protein—DNA interactions at an atomic levdlcleic Acids Res., 2001, 29, 2860-2874.

%2 M. E. Vazquez, A. M. Caamano, J. L. MascarenasomFtranscription factors to designed sequenceifpec
DNA-binding peptidesChem. Soc. Rev., 2003 32, 338-349.
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sont des molécules a l'allure de double hélice améps d’'un squelette sucre/phosphate
fortement négativement chargé et de paires de ohases dont les tranches sont
exposées dans un grand et dans un petit sillonFigare 1-14 présente les sites
disponibles pour des liaisons hydrogenes sur &xlres des nucléobases appariées. La
reconnaissance d’une protéine pour un brin d’ADMvjEnt essentiellement des
interactions spécifiques avec la surface chimiquérhi.e., de la succession de chaque
paire de nucléobases exposée dans le grand otitlsilben. Cette surface chimique agit
comme une «signature » chimique unique pour chaspgeience d’ADN dans une
conformation donné& La formation de NCI entre une protéine et le &fteede I'’ADN
n’est pas le facteur le plus important de la reaissance mais joue un grand role dans la
stabilisation du complexe. Enfin, notons que, de lf@bsence de l'appariement des
nucléobases, la reconnaissance des simples bARNddiffére de celle des dupl&k

A Minor groove B Minor groove

P Ve VI o SR G (e
A Nwim HN T 6 4 o Hye N .
o NNy / g N\ G C Vi
s'§ — 6 4 5 sk —4¢ 4 A
7N\ BJNHZHI ..... 04 CH, 7 N OEMWNHZ 4
Major groove Major groove

Figure 1-14.Schémas de I'appariement des nucléobases danglexed d’ADN. Les fleches marquent les
positions accessibles aux liaisons hydrogénes,oattgmt les accepteurs et en s’éloignant des desneu
Les acces aux nucléobases par le grand sillon (rgegmve) sont en bas et ceux par le petit sillomoér
groove) sont en hatlt

A partir de l'investigation structurale détaillée d29 NCX de protéine/duplex
d’ADN, Thornton and co-workers®* ont estimé la contribution des interactions destyp
liaison hydrogéne, des interactions de contactdyde Van der Waals et des NCI
stabilisées par des molécules d'eau selon les c¢wislons d’'acide aminé et de
nucléobase ou de groupement du squelette de I'AxAppelons que ces estimations sont

basées sur les structures déterminées par cregtaploie & rayon X et disponibles sur la
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banque de données des protéine®H pour Protein Data Bank)*® et sur la base de
données des acides nucléiquea pourNucleic Acid Database)*. Les résidus d’acides
aminés positivement chargés et polaires contribleeqtlus fréquemment aux liaisons
hydrogenes stabilisant les complexes ADN/protéglersl'ordre suivant : Arg > Lys >
Ser > Thr > Asn > GIn. Les interactions les plusted® engagent les groupements
phosphates du squelette de I'ADN et les extrémdiéargées des résidus basiques
arginines et lysines. Un exemple est donné darisdare 1-15aavec l'arginine. Ces
interactions (avec les groupements phosphatesggseptent 2/3 des liaisons hydrogénes
stabilisant ce type de NCX. Notons que, contrairgn@eleur comportement en phase
gazeuse, les résidus histidine ne forment en soluties NCI stables qu'avec les

groupements phosphates du squelette oligonucléique.
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Figure 1-15.Interactions possibles impliquant le résidu basigrgnine et(a) un groupement phosphate
ou (b) une nucléobase guanine

Parmi les différentes nucléobases i.e., thymingsiye, adénine et guanine, les
deux derniéres (i.e., les bases pyrimidiques) neabte plus grand potentiel & former des
interactions de type liaison hydrogéne (G > A > T)>Cette tendance s’explique par le
nombre de sites accessibles pour former des ini@nacde type liaison hydrogene ; en
effet, la guanine propose sur ces tranches norrggpa(avec une cytosine) 4 sites de
formation de liaisons hydrogenes (dont 3 sont decep, Figure 1-14), alors que
'adénine ne propose que 3 sites (dont 2 sont éegepFigure 1-14) et enfin la cytosine

%3 H. M. Berman, J. Westbrook, Z. Feng, G. Gillilaiid N. Bhat, H. Weissig, I. N. Shindyalov, P. EouBne ; The

protein data baniucleic Acids Res., 200Q 28, 235-242.
3 H. M. Berman, W. K. Olson, D. L. Beveridge, J. Wesok, A. Gelbin, T. Demeny, S. H. Hsieh, A. R.

Srinivasan, B. Schneider ; The nucleic-acid databascomprehensive relational database of 3-dimeakio
structures of nucleic-acidBiophys. J., 1992 63, 751-759.
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et la thymine ne proposent chacune que 2 sitest (Hogst accepteuligure 1-14).
Chaque nucléobase (seule ou appariée a la nuckEabasplémentaire) peut entrer en
interaction avec la chaine latérale des acides émitma de nombreux arrangements
tridimensionnels (ou conformations). Parmi les I¥GX de protéine/duplex d’ADN

examinés parThornton and co-workers®

, la guanine est impliguée dans 50% des
interactions de type liaison hydrogene avec lesneisalatérales des acides aminés.
L’arginine, qui est impliquée dans plus de 40% N€4$ avec les nucléobases, forme avec
la guanine les interactions les plus stables (desdctions acides aminé/nucléobase)
méme si des interactions avec I'adénine et la thgnsiont aussi possibles. Un exemple
d’interaction arginine/guanine est donné dans Figure 15b bien que d'autres
conformations soient possibles. Les interactiossB/guanine sont les secondes les plus
frequemment trouvées. Les résidus polaires dedragpne et de la glutamine montrent
une grande affinité pour l'adénine (mais moins imguate que les interactions
précédemment deécrites). Enfin la serine et la thirgointeragissent essentiellement avec

les groupements phosphates du squelette de 'ADN.

Etonnamment, les interactions de contacts de tygedér Waals représentent 2/3
de toutes les NCI stabilisant les NCX d’ADN/protihes interactions de Van der Waals
impliquant le squelette du brin d’ADN (phosphatsuere) sont grandement majoritaires
(> 75%). Les nucléobases et les acides aminés qugdi dans ces interactions sont
différents de ceux décrits ci-dessus pour les di@s hydrogénes. Le nombre
d’interactions de type Van der Waals décroit damsite suivant: Lys > Arg > Thr >
Phe > Asn > GIn et T > A > G > C, respectivemeetps les acides aminés et les
nucléobases participants. Des affinités particesieont été soulignées pour les couples
acides aminés/nucléobases suivants : thréoningminle, phénylalanine ou glutamine /

adénine ou thymine, et arginine / guanine.

Les molécules d’eau peuvent assister les interectemtre les chaines latérales
des acides aminés et les brins d’ADN. Ces interastireprésentent pres de 15% de
toutes les NCI stabilisant les NCX d’ADN/protéin&dles impliquent principalement les
groupements phosphates du squelette des brins d'&0ds acides aminés basiques ou
polaires (Arg, Lys, Asn, Ser, Thr, Glu, GIn et Asp)
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Il. 3. b. Exemples de structures de complexes ADN/protéines

(@) (b) () G

Recognition helix

Figure 16. Exemples représentatifs des motifs protéiquesastéslaux duplex d’ADN : (a) le motif HTH
dans Ihomeodomain DNA complex **(3HDD), (b) le motif ZF dans |&if268-DNA complex *°(1ZAA), (c)
le motif LZ dans |6GCN4-DNA complex *'(1DGC), et (d) le motif feuillep dans IaTATA-binding protein
3(1YTB). Les codes de désignations PDB sont donnés garenthéses.

Un grand nombre de structures (résolues par RMNRayon X) de NCX
« ADN/protéine » sont disponibles dans les banagidsases de donnéesg. PDB et
NAD, et les repliements de protéines les plus comeapimpliquées dans ces NCX, sont
bien identifiés. Bien que les protéines puissentiesea 'ADN via de nombreuses
conformations, elles présentent parfois des matiiscturaux caractéristiques similaires
pour la reconnaissance des brins d’ADR L'hélice o est le motif structural le plus
couramment rencontré dans les interactions avelories d’ADN. Elle est généralement
incluse dans des motifs structuraux de reconnaissplins complexes, tels que les motifs
« hélice-virage-hélice »HTH pour Helix-Turn-Helix, Figure 1-163*°*% les motifs

« doigt de zinc »4F pour Zinc Finger, Figure 1-16H* et les motifs de « glissiéres a

%5 E. Fraenkel, M. A. Rould, K. A. Chambers, C. Ob&aEngrailed homeodomain-DNA complex at 2.2 angst
resolution: A detailed view of the interface andangarison with other engrailed structurésMol. Biol., 1998 284,
351-361.

% N. P. Pavletich, C. O. Pabo ; Zinc finger DNA rguoition crystal-structure of a Zif268-DNA complek 21-A.
Science, 1991, 252, 809-817.

37p. Konig, T. J. Richmond ; The x-ray structurghe Gen4-Bzip bound to Atf Creb site DNA shows tloenplex
depends on DNA flexibilityd. Mol. Biol., 1993 233, 139-154.

8y, C. Kim, J. H. Geiger, S. Hahn, P. B. Siglerry&al-structure of a yeast Tbp Tata—box compNature, 1993
365, 512-520.

%9 N. M. Luscombe, S. E. Austin, H. M. Berman, J. Mhornton ; An overview of the structures of protdiiNA
complexesGenome Biol., 2000 1, 1-10.

“R. G. Brennan, B. W. Matthews ; The helix-turnish&@NA-binding motif. J. Biol. Chem., 1989 264, 1903
1906.

“1'S. C. Harrison, A. K. Aggarwal ; DNA recognitiory lproteins with the helix—turn—helix motifAnn. Rev.
Biochem., 199Q 59, 933—-969.

“2'3. A. Wolfe, L. Nekludova, C. O. Pabo ; DNA reciigm by Cys(2)His(2) zinc finger proteingé\nn. Rev.
Biophys. Biomol. Sruct., 200Q 29, 183-212.
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Leucine » [Z pour Leucine-Zipper, Figure 1-169. Généralement, les protéines
spécifiques a une séquence se lient par le gréiod siu duplex, plutét que par le petit
sillon, en raison du plus grand nombre d’interadipossiblesFRigure 1-14). De plus,
notons que les duplex d’ADN restent, dans la pluges cas, dans une conformation de

type-B apres appariement avec la protéine.
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CHAPITRE 2:

La détection par spectrométrie de masse des copw®lpg&n-

covalents ADN/protéine

Bien que la spectrométrie de masskSY ne puisse apporter les détails structuraux feypar la
cristallographie par rayon X ou la RMN et qu’ell@itsune méthode destructive, elle nécessite
une plus faible quantité d’échantillon et permetbdénir des informations importantes sur la
stoechiométrie et sur la nature des apparierhdrgs principaux avantages de la MS proviennent
de la combinaison unique entre la haute sensibilitésélectivité et la rapidité («les 3 S
distinctifs de la MS » selon McLafferty pohigh Sensibility, Selectivity and Spgetda MS
propose une approche rapide et efficace pour l&Ewel NCX sans consommation excessive
d’échantillon et sans marquage préalable des parésn L’identification et la stcechiométrie des
especes preésentes dans le complexe peuvent étrgedésimultanément des mesures de masses
moléculaires précises. Des expériences MS et M@retem S/MS fournissent de nombreux
détails sur la nature des partenaires composamintplexe (méme dans le cas de petits ligands),
et répondent partiellement aux questions de sp#ééifiet de stabilité des complexes. Les
proportions des especes en solution (et/ou en gezsise) et leurs énergies d’appariements en

phase gazeuse peuvent étre examinées par diffémétaodes

Henion and co-workerd, suivis parChait and co-workers ont été les premiers & décrire la
détection de complexes non-covalendCEK) par spectrométrie de masse. Depuis lors, la
détection d’'une grande variété de NCX a été rappaitans la littérature : « protéine/protéine »,

« protéine/acide nucléique », « protéine/carbohgdsa« protéine/métal » et « protéine/ligand ».

1 J.M. Daniel, S. D. Friess, S. Rajagopalan, S. WeRdZenobi ; Quantitative determination of noraiewnt binding
interactions using soft ionization mass spectroyétt. J. Mass Spectron2002 216, 1-27.

2 J. M. Daniel, S. D. Friess, S. Rajagopalan, S. #tjeR. Zenobi ; Quantitative determination of novalent
binding interactions using soft ionization masscsenetry.Int. J. Mass SpectronR002 216, 1-27.

3 B. Ganem, Y. T. Li, J. D. Henion ; Detection ofntovalent receptor ligand complexes by mass-speetiny. J.
Am. Chem. Soc1991 113(16) 6294—6296.

* B. Ganem, Y. T. Li, J. D. Henion ; Observationnohcovalent enzyme substrate and enzyme produgpleaes
by ion-spray mass-spectrometdy. Am. Chem. Sqcl991, 113(20) 7818-7819.

® V. Katta, B. T. Chait ; Observation of the HemekBh complex in native myoglobin by electrospragiation
mass-spectrometry. Am. Chem. Sqd 991, 113(22) 8534-8535.
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L’étude de NCX de protéines a fait I'objet de nomizes revué<®°1%! Méme si le potentiel
des études par MS pour la caractérisation de complprotéine/acide nucléique a été reconnu,
le nombre de publications examinant leurs compastem reste limité134151% Toutes les
technigues de désorption/ionisation ne proposesffqraément les conditions de transferts vers
la phase gazeuse suffisamment douces, mais ngessaai maintien de la majorité des faibles
interactions non-covalentes (préexistantes en mitibysiologique). L'ionisation par électro-
nébulisation ESI pourElectroSpray lonizationet les techniques analogues a débit rédut e
micro-ESI et le nano-ESI, sont devenues les tectasigl’ionisation les plus utilisées pour la
caractérisation de NCX de par la « douceur » desgssus de désorption/ionisation et de leur
compatibilité avec des conditions non dénaturdhtésBien que la plupart des études par MS
examinant les NCX aient été réalisées par ESInisation par désorption laser assistée par
matrice MALDI pour Matrix Assisted Laser Desorption lonizat)oa aussi été utilisée dans ce
domainé®®

®T. D. Veenstra ; Electrospray ionization mass spetetry in the study of biomolecular non-covaleteractions.
Biophys. Chem1999 79(2), 63—79.

" J. A. Loo ; Electrospray ionization mass spectrimyneA technology for studying noncovalent macrdeooilar
complexesint. J. Mass Spectron200Q 200(1-3) 175-186.

8 B. Ganem, J. D. Henion ; Going gently into flighAnalyzing noncovalent interactions by mass specétry,
Bioorganic Med. Chem. 11(3), 311-314, 2003.

® A. R. J. Heck, R. H. H. van den Heuvel ; Invediiya of intact protein complexes by mass spectroyndtass
Spectrom. Rey2004 23(5), 368—389.

103, Akashi ; Investigation of molecular interactiovithin biological macromolecular complexes by mass
spectrometryMed. Res. Rey2006 26(3), 339-368.

3. A. Loo ; Studying noncovalent protein complexss electrospray ionization mass spectromeiviass
Spectrom. Rey1997, 16(1), 1-23.

12.C. L. Hanson, C. V. Robinson ; Protein-nucleicdnteractions and the expanding role of mass speetry.J.
Biol. Chem, 2004 279(24) 24907-24910.

13 F. Rusconi, F. Guillonneau, D. Praseuth ; Contiilms of mass spectrometry in the study of nudeid-binding
proteins and of nucleic acid—protein interactidviass Spectrom. Re2002 21(5), 305-348.

14 M. Przybylski, J. Kast, M. O. Glocker, E. Durr, R. Bosshard, S. Nock, M. Sprinzl ; Mass spectromet
approaches to molecular characterization of preteicleic acid interaction3.oxicol. Lett, 1995 82, 567-575.

15 T. D. Veenstra ; Electrospray ionization mass spetetry: A promising new technique in the study of
protein/DNA noncovalent complexeéBiochem. Biophys. Res. Commur®99 257(1) 1-5.

163, L. Beck, M. L. Colgrave, S. F. Ralph, M. M. 8hg Electrospray ionization mass spectrometry of
oligonucleotide complexes with drugs, metals, amdgins.Mass Spectrom. Re001, 20(2), 61-87.

17°3. B. Fenn, M. Mann, C. K. Meng, S. F. Wong, C. Whitehouse ; Electrospray ionization for mass-
spectrometry of large biomoleculé&xiencel1989 246, 64—-71.

¥ M. Wilm, M. Mann ; Analytical properties of the maelectrospray ion sourcénal. Chem.1996 68, 1-8.

19 M. Karas, F. Hillenkamp ; Laser desorption ioni@atof proteins with molecular masses exceeding®,
Daltons.Anal. Chem.1988 60, 2299-2301.

20 T, B. Farmer, R. M. Caprioli ; Determination of opgin—protein interactions by matrix-assisted laser
desorption/ionization mass spectromefryMass Spectroml998 33, 697-704.
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|. La désorption/ionisation sous vide des complexe®biques non-covalents

Depuis l'introduction du MALDI paHillenkamp and co-workef§ et de la désorption laser de
surface LD pourSurface Laser Desorptidmpar Tanaka et af?, la détection d’un grand nombre
de NCX (protéine/protéine, protéine/ADN, peptidetahéetc) a été rapportée par MALDI-M$

et cette technique d’ionisation semble étre unénou alternative a I'ESI pour I'étude des NCI.

La production d’'ions (majoritairement mono-chargés)phase gazeuse par MALDI résulte de
l'irradiation sous vide par un laser pulsé d'unbleicomposée de cristaux de matrice dans
laquelle les analytes sont dispefééa plupart des lasers utilisés dans le cadre du.M
émettent dans l'ultra-violetdV, Asmission= [266 ; 337 ; 355] nm) avec une durée de pulsaii®
guelques nanosecondes. Les matrices utiliséesiesngetits composés organiques, (@& 100 &
250 Da) absorbant a une longueur d’ondgspion Proche deksmissioy dépendante de leur

structuré”,

La préparation des échantillons est d’'une impodamajeure en MALDI-MS. Le choix de la
matrice appropriée (en plus grandes proportions)aeslé du succés des analySe®ans la
méthode de préparation des échantillons initialémélisée, dite « de la goutte séchée » (pour
dried drople})’®, I'analyte en solution aqueuse est mélangé a whgtien de matrice trés
concentrée, et des gouttes de ce mélange sontéipssr la cible MALDI puis sont évaporées
sous air sec. Les matrices les plus utilisées (pmer majorité des molécules biologiques et
polyméres) sont des acides carboxyliques aromafijuacide 2,5-dihydroxy-benzoique
(DHB), l'acide a-cyano-4-hydroxy-cinnamiqueCHCA), l'acide 3,5-dimethoxy-4 hydroxy-
cinnamique $A pour Sinapinic Acidl ou I'acide 3-hydroxy-picolinique3tHPA). Par définition,

2 a) M. Karas, D. Bachmann, F. Hillenkamp ; Influeraf the Wavelength in High-Irradiance Ultravioleaser
Desorption Mass Spectrometry of Organic Moleculasal. Chem. 1985 57, 2935-2939. b) M. Karas, D.
Bachmann, U. Bahr, F. Hillenkamp ; Matrix-Assistdidraviolet Laser Desorption of Non-Volatile Compuls.Int.
J. Mass Spectrom. lon Prod 987, 78, 53-68.

22 K. Tanaka, H. Waki, Y. Ido, S. Akita, Y. Yoshid®, Yoshida ; Protein and Polymer Analyses up to #@@ 000
by Laser lonization Time-of flight Mass SpectrongeRapid Commun. Mass Spectroff88 2, 151-153.

% G. Bolbach ; Matrix-assisted laser desorptionsiation analysis of non-covalent complexes: Fundaatemnd
applicationsCurr. Pharm. Des.2005 11, 2535-2557.

% R. Knochenmuss, R. B. Cole ; Electrospray and MAMass Spectrometry, 2nd ed.; R. B. Cole Ed.: Jlikey
and Sons201Q MALDI lonization Mechanisms : an Overview, 149318

% M. Hossain, P. A. Limbach, R. B. Cole ; Electraspand MALDI Mass Spectrometry, 2nd ed.; R. B. Cbik:
John Wiley and Son2010 A Comparison of MALDI Matrices, 185-244.
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cet environnement majoritairement composeé de neatiiganique acide n’est pas idéal pour la

conservation de NCX au plus prés des conditionsiphygique$®.

Afin d'étre détectés, les NCX doivent survitfte (i) au sein de la matrice jusqu'a la fin de la
préparation de la cible.¢., 'évaporation compléte du solvant), puis (ii)iarddiation laser, et
enfin (iii) aux processus de désorption/ionisasons vide. Pour la détection de NCX, l'intensité
du laser est généralement maintenue aussi bass@agséle, et dans le cas de complexes
« protéine/ADN », les meilleurs résultats sont nbgeavec des matrices non-acides comme la 6-
aza-2-thiothymine ATT), et la 2,4,6-trihydroxy-acetophenon&,4,6-THAPR en présence
d’acétate d’ammonium et/ou de citrate d’ammoniumargiteindre une valeur de pH compatible
avec la stabilité du comple¥eLes solvants organiques et le séchage sousaiilspnt souvent

utilisés pour accélérer le séchage, sont donc ayssiscrire.

Il. La désorption/ionisation a pression atmosphérigueilectro-nébulisation

Depuis son introduction pddole et al*’, et son adaptation & I'étude de biomolécules érait
médical pafFenn et af® (qui lui a valu le prix Nobel de Chimie en 2082, la détection d’un
grand nombre de NCX (protéine/protéine, protéinelApeptide métaletc) a été rapportée par
ESI-MS™ et cette technique de désorption/ionisation siegposée comme la technique
maitresse pour I'étude des N€I

2 W. Buchmann, J. H. Banoub, P. A. Limbach ; MasscBpmetry of Nucleosides and Nucleic Acids ; CRESB :
Taylor and Francis GrouR01Q Characterization of Noncovalent Complexes of MiecAcids with Peptides and
Proteins by Mass Spectrometry, 329-369.

2" M. Dole, L. L. Mack, R. L. Hines, R. C. Mobley, D. Ferguson, M. B. Alice ; Molecular beams of nmons.J.
Chem. Phys1968 49, 2240-2249.

% (a) M. Yamashita, J. B. Fenn ; Electrospray ioaree, Another variation of the free-jet theme. By$> Chem.,
1984 88, 4451-4459. (b) M. Yamashita, J. B. Fenn ; Negaibn production with the electrospray ion sourte.
Phys. Chem1984 88, 4671-4675.

29J.-C. Tabet, S. Rebuffat ; Prix Nobel de chimi®20Spectrométrie de masse et Résonance magnétiglésire.
Médecine/Science2003 19, 865-872.

30 3. B. Fenn ; Electrospray wings for molecular kbeyis. “Nobel Lecture” disponible sur : http://nigsize.org/
nobel_prizes/chemistry/laureates/2002/fenn-legbaife.

31 R. D. Smith, J. L. Loo, R. R. Ogorzalek Loo, M.dBuan, H. R. Udseth ; Principles and practice oftebspray
ionization mass spectrometry for large peptides@nteinsMass Spectrom. Reviewl®91], 10, 359-451.

32 3. Laskin, C. Lifshitz ; Principles of Mass Speatietry Applied to Biomoleculesiohn Wiley & Sor(Hoboken,
NJ), 2006
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Il. 1. Production des ions en phase gazeuse

La production d’ions en phase gazeuse par ESI| p&et divisée en trois étapes
successiveéd>*: (a) la production de gouttelettes chargées xtréenité du capillaire
d’électro-nébulisation, (b) le rétrécissement destiglettes chargées par évaporation et
leur fission menant a des microgouttelettes cagatdeproduire des agrégats charges, et
(c) la production d’agrégats chargés, d’ions solvatés en phase gazewseun modeéle
adapté a la taille de I'analyte. Bien que les kemispatiales et temporelles de ces étapes
soient plus ou moins bien définies, elles se pmEhii toutes dans la région a pression

atmosphérique du spectrométre de niasse

Il. 1. a. Formation des gouttelettes multichargées

Contre électrode

Capillaire métdlique

® e

Figure 2-1.Représentation schématique de la formation deejeties chargées positivement

L’application d’'une différence de potentiel de gqueds kilovolts (de l'ordre de
+/- 3~5 kV), entre une aiguille d’'introduction (d€échantillon) métallisée de faible
diametre (de l'ordre de 0,1~0,2 mm) et une conteetéode distantes de quelques
centimétres (de l'ordre de 1~3 cm), génére un chateptrigue intense dans cette
régiori°. L'échantillon en solution introduit & faible délfde I'ordre de 2~5iL/min)

dans cette régionyia un capillaire en verre coaxial (et inclus) danaiguille

%3 A. G. Bayley ; Electrostatic Spraying of Liquidshn Wiley & SongNew York),1988

34 Electrospray: Theory and applicatioSpecial issue of J. Aerosol S$di994 25, 1005-1252.

% p. Kebarle, U. H. Verkerk, R. B. Cole ; Electraspand MALDI Mass Spectrometry, 2nd ed.; R. B. CBtk:
John Wiley and Son201Q On the Mechanism of Electrospray lonization M&pgctrometry (ESIMS), 3-48.

.57 -



CHAPITRE 2 :

d’introduction, est soumis & ce champ électriquenisé”. Il en résulte une séparation des
charges par migration ionique déformant I'extrénditéliquide qui forme désormais un
cone dit de TayldP (Figure 2-1). Lorsque le champ électrique appliqué est suffisant
intense, les répulsions coulombiennes dépasseteinion superficielle de la solution
induisant I'émission continue d’un jet de gouttedsthautement chargées (ou nébulisat) a
partir de la pointe du cone de TaylorCes gouttelettes hautement chargées sont
entrainées par le gradient de potentiel dirigé Verdfice d’entrée du spectrométre de
masse. Notons que dans certains eag,des composés sensibles ou I'application d’'une
tension trop forte, des réactions d’oxydation et rédduction peuvent survenir sur
l'aiguille métallisée ou sur la contre électrode. dtabilité du nébulisat dépénd (i) du
débit de la solution, (i) du diamétre du capikaid’introduction, mais aussi de
parametres plus spécifiques a la solution comnie @ tension superficielle, (iv) sa

constante diélectrique, (v) sa conductivité, eflousa viscosité {Tableau 2-J).

. " Tension
To Viscositén superficielley _C}onst_ante
Solvants [oé] ) [cP] [mN/m] dlelpctrlq ues
(a 25°C) (2 25°C) (a 25°C)
Méthanol 64,7 0,544 22,07 32,66
Acétonitrile| 81,6 0,400 19,00 37,50
Eau 100 0,890 71,99 78,38

Tableau 2-1. Constantes physico-chimiques des solvants les ghusamment
utilisés en ESI (issues de la base de données NIST)

Les solutions ayant une valeur de tension supeliicéleveéege.g. 'eau pure,
forment plus difficilement un cone de Taylor et dde jet d’émission indispensable a la
formation des gouttelettes chargée®ans ce cas, I'application d’'un champ électrique
plus intense est nécessaire mais peut induire édsadyes (ou arcs électriques) nuisibles
a lanalyse,e.g. risquer de nuire a lintégrité : (i) de l'analytda des réactions
d’oxydation et de réduction, ou (ii) des électrodepliquant le champ électrique qui ne
sont pas congues pour subir (trés longtemps) deatdauts. L'addition d’'un solvant

organiqueg.g.méthanol ou acétonitrile, facilite la productiom gbuttelettes chargées en

% G. I. Taylor ; The stability of horizontal fluichierface in a vertical electric field. Fluid. Mech,. 1965 2, 1-15.
37J. Fernandez de la Mora ; The fluid dynamics ofi@acones.J. Annu. Rev. Fluid. Megl2007, 39, 217-243.
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diminuant la tension superficielle de la solutiaqueuse et permet de travailler a des

valeurs de tension raisonnabfes

Il. 1. b. Evaporations et fissions successives des gouéslet

30 1 - 120 4 (b) —a=— Charge (% Rayleigh Limit) o

25 E 110 —=— Charge (105 ¢) H6
-~ (a) = 100 1 ls o
] A 5 90 g
ey = F4 o
o 15 o 80 4 L]
2 o L3 =
.E 10 4 & 701 3
8 8 60 " s 2o

51 £ 50 | ] | j\“‘"\‘ 1

0 v T © 40 0

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Time from Initial Droplet Detection (sec) Time from Initial Droplet Detection (sec)

Figure 2-2. Evaporation et décharge de gouttelettes d’ealgélarpositivement dans un gaz inerte chauffé
(N2 ; Pym 317K) et un champ électrique faible (51 V/cif@) Variation du diameétre de la gouttelette en
fonction du temps(b) Variation des charges de la gouttelette en fonctlo temps, représentée par le
nombre de charges élémentaires et par le poureedada limite de Rayleigh. Les fleches indiquerst |
évenements de décharges. Notons que les gouttetbdiau sont a 90% et a 65% de la limite de Ralyleig
respectivement, avant et aprés les événementsctarge?.

Une fois les gouttelettes chargées émises, I'éatipo partielle du solvant induit
une réduction de la taille des gouttelettes biem lginombre de charges reste condtant
(Figure 2-23. Afin de minimiser les répulsions coulombienndss charges (par
exemple, positives par ESI(+)) se répartissent duldace de chaque gouttelette. Ce
phénoméne d’évaporation se réitére jusqu’au mormenes répulsions coulombiennes
deviennent égales a la tension superficielle quntigat la cohésion de la gouttelette. Ce
point, appelé la limite de Rayleighest décrit par Equation 2-1, ol z est la limite de
charge unitaireg est la charge élémentairg,est la permittivité du miliey, est la tension
superficielle etR est le rayon de la gouttelette. Lorsque cettetdineist dépasseée, la
gouttelette se déforme puis explose.

(Eq. 2-1) z, e = 8m (g, y R®V?

8 R. L. Grimm, J. L. Beauchamp ; Dynamics of fieldiiced droplet ionization: Time resolved studiedisfortion,
jetting and progeny formation from charged and raumethanol droplets exposed to strong electeiciéi.J. Chem.
Phys. B2005 109 8244-8250.

% Lord J. W. S. Rayleigh ; On the equilibrium ofdid conducting masses charged with electridiyilos. Mag.
Ser. 51882 14, 184-186.

-59 -



CHAPITRE 2 :

A B c D E
0 1200 400 600 650
us us us us us

Figure 2-3. Série d'images de gouttelettes de méthanol (dimmé25um, charge : 4% de la limite de
Rayleigh) subissant des distorsions asymétriques $action d’'un champ électrique (2,16°10/m)
correspondant au minimum pour lequel une « iorogatle gouttelettes induite par champg=D( pour
Field-Induced Droplet lonizatignest observée. Le jet de Iimage E montre l'ingit#capillaire et la

formation des gouttelettes filles (diamétre : ~um)4°.

Charge number z
Radius (um} R

50OB3 At=8Bus 5083
0.15 013
3852 At=7pus 3852
0.12 0.10
. l
246 . 2020 Oat:sps 2920
0.02 0.10 0.09
187
3‘02 Co000 2213
0.09
141 T At=1pus 114
0.01 0000 Iﬂtﬂ
107 ¢
001 . <
" 0.002

Figure 2-4. Exemple de cascade coulombienne issue de gotatetfeau chargées formées par nano-ESI.
z et R donnent respectivement le nombre de chafglesrayon des gouttelettes. Notons que les chaage
la surface de la gouttelette parent représente¥it &70% de la limite de Rayleigh respectivemevana

et aprés fission et que les charges de la goutdibe nouvellement formée représentent 70% danlde

de Rayleigh'.

-60 -



La détection par spectrométrie de masse des coemlmn-covalents ADN/protéine

Les gouttelettes n’explosent pas en deux partiakegdfission symeétrique), elles
subissent une déformation ellipsoidale et émetianjet de microgouttelett&s(Figure
2-3). Les microgouttelettes, dites gouttelettes fjlle®nt ni la méme taille ni la méme
charge (fission dissymétrique). Les fissions syimé&s sont peu observées pour des
solutions aqueuses et sont plus probables pour sdésnts apolaires de faible
conductivité, qui sont moins soumis au champ ébpotr Les microgouttelettes, formées
par fission dissymétrique, subissent a leur toyghénomene d’évaporation et se scindent
lorsque la limite de Rayleigh est & nouveau agéinfFigure 2-4). Ces processus
alternatifs d’évaporation et d’explosion (ou cagcatlexplosions coulombiennes) se
répetent jusqu'a ce que les gouttelettes fillesnd@uffisamment petites pour libérer des
ions solvatés (ou agrégats) en phase gaZeuse

Il. 1. c. Modéles de production des agrégats chargés

Evaporation du solvant R

a - - b c
) Explosion Coulombienné ) Production d'un )
Evaporation du solvant agrégat chargé
. —> — > ©
Explosion Coulombienne par évaporation du
Evaporation du solvant solvant résiduel

. o [
Explosion Coulombienne

d) e) f) @

Evaporation du solvant R Production d’agrégats chargés @

S
Repulsion des charges i par évaporation ionique ~ @
de surface

Figure 2-5. Représentation schématique de la production djagséchargés en phase
gazeuse par ES&, b, c)via CRM et(d, e, f)via IEM. Les signes (+) représentent les ions
solvatés(a, b, d, e)en solution efc, f) en phase gazeuse, qui peuvent étre multichargés de
manieres différentes.

Y

Les processus de libération des ions solvatés harsep gazeuse a partir de
microgouttelettes chargées ont été interprétésphaieurs mécanismes qui ont été

proposé¥. Deux modéles de production d’agrégats chargésose démarqués : (i) le

“OR. L. Grimm, J. L. Beauchamp ; Field induced depjpbnization mass spectrometdy.Chem. Phys.,2003 107,
14161-14163.

“1 M. Peschke, U. H. Verkerk, P. Kebarle ; Featuriethe ESI mechanism that affect the observatiomatftiply
charged noncovalent complexes and the determinafidhe association constant by the titration meétklo Am.
Soc. Mass Spectron2004 15, 1424-1434.
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modéle du résidu charf§CRM pour Charged Residu ModelFigure 2-5a, -5b et -5§
et, (ii) le modéle de I'évaporation ionidi€IEM pourlon Evaporation Mode] Figure
2-5d, -5e, -5f.

(i) Modéle du résidu chargé

Les premiers travaux examinant la production d'iem phase gazeuse par
désorption/ionisation de gouttelettes chargéesdempar ESI ont été réalisés pate et
al.*2. Dans cette approche, lorsqu’une cascade d’expissioulombiennes a engendré de
trés petites gouttelettes (de I'ordre du nanometeefontenant chacune plus qu’un seul
analyte Figure 2-5d), quelques centaines de molécules des solvané&emtuellement
des sels, les processus d’évaporation se poursuisans explosion) jusqu'a ce qu'il ne
reste plus qu'un agrégat chargé en phaseun ions solvatés par un grand nombre fini
de molécules de solvantsigure 2-569. Ces ions solvatés peuvent étre formellement
chargés, chargés par protonation ou chargés pactold avec les sels éventuellement

présents.

(ii) Modele de I'évaporation ionigue

L’autre modeéle sur lequel sont fondées de nomleeésudes a été propose par
Iribarne and Thomsdi. Ce modéle décrit la désorption d’agrégats chafmé$mission
ionique) directement a partir de la surface desrogmuttelettes hautement chargées.
Lorsque la limite Rayleigh est atteinte au rayomicere (de I'ordre de 8 nm et de 70
charges élémentaires) I'émission ionique par désorpde surface, résultant de la
répulsion entre les ions (analytes et/ou électeslytprésents a la surface de
microgoutteletté® (Figure 2-6), entre en compétition avec les fissions coulomixs
pour libérer le systeme de cet exces de chargedraitement théorique du modele

d’Iribarne and ThomsdH est dit « thermique ke., il repose sur la théorie de I'état de

“2M. Dole, L. L. Mack, R. L. Hines, R. C. Mobley, D. Ferguson, M. B. Alice ; Molecular beams of nmons.J.
Chem. Phys1968 49, 2240-2249.

3 (@) J. V. Iribarne, B. A. Thomson ; On the evagioraof small ions from charged droplefs.Chem. Phys1976

64, 2287-2294. (b) B. A. Thomson, J. V. Iribarne pl&iinduced ion evaporation from liquid surfaces at
atmospheric pressuré. Phys. Chem1979 71, 4451-4463.

L. Tang, P. Kebarle ; Dependence of the ion iritgris electrospray mass spectrometry on the camaton of
the analytes in the electrosprayed solutimal. Chem.1993 65, 3654—-3668.
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transition. Dans ce modele, la constante de vitd¥smission d’ions ) a partir d’'une
gouttelette est donnée paEtjuation 2-2 oukg est la constante de Boltzmannest la
températureh est la constante de PlanckA&” est I'énergie libre d’activation qui a été
évaluée sur les bases du modele dedare 2-6.

(Eq.2-2  k; = kBTT e~0G7/kp T

Xa

(a) Initial State (b) Transition State

Figure 2-6. Modéle basé sur I'équation d’Iribarne et ThomsBeprésentation d’une partie de
gouttelette de rayon Ra) Etat initial correspondant a un excés d'ions ffssitsolvatés par
plusieurs molécules de solvants) localisés justdemsous de la surface de la microgoutteléile.
Etat de tréa}lnsition correspondant a I'éjection dam (et de sa sphére de solvatation) par activation
thermiqué”.

A ce jour, aucun de ces modeles de production é¢Eds chargés en phase
gazeuse ne fait 'unanimité et chacun fait I'obgt contestations. Cependant, une
implication compétitive des deux mod&f® (qui n'interférent que trés peu) semble
cohérente avec la majorité des résultats publiés d@ domaineSmith and co-

s'"*8 et Fernandez de la Mora and co-worké&tsnt trés tét fourni des indices que

worler
les ions de macro-édifices (de plus faible mob#itésolution)e.g.des protéines et des

polyméres €.9. des dendriméres poly-alkylamines), sont principedet produitsvia

> R. B. Cole ; Some tenets pertaining to electrosjpoaization mass spectrometr.. Mass Spectrom200Q 35,
763-772.

6 p. Kebarle ; A brief overview of the present ssabfithe mechanisms involved in electrospray mpestsometry.
J. Mass Spectron200Q 35, 804-817.

“7B. A. Winger, K. J. Light-Wahl, R. R. Ogorzalec4,0H. R. Udseth, R. D. Smith ; Observations andlitations
of high mass-to-charge ratio ions from electrospoajzation mass spectrometey. Am. Soc. Mass. Spectrom.
1993 4, 536-545.

*8 R. P. Tolic, G. A. Anderson, R. D. Smith, H. M.dBers, R. Spindler, D. A. Tomalia ; Electrospragization
Fourier transform ion cyclotron resonance mass tepmetric characterization of high molecular massisirst
(TM) dendrimersint. J. Mass Spectrom. lon Pro&997 165 405-418.

9 J. Fernandez de la Mora ; Electrospray ionizatiblarge multiply charged species proceeds vieeBotharged
residue mechanismnal. Chim. Acta200Q 406 93-104.
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CRM. En outrefFernandez de la Mora and co-work&tent montré que les plus petits
analytes chargés (plus mobiles en soldfidh ont une plus grande probabilité¢ de se
trouver a la surface hautement chargée de gouéelet d’étre émisia IEM. En effet,

I'utilisation de I'un et/ou l'autre des modeles,p@é@d principalement de la taille, de la
nature et de la concentration des ions, aussi & analytes que des électrolytes
présents en solution. De plus, chacun de ces n®dédme a la production d’agrégats

chargés, plus ou moins gros, en phase gazeuse.

Il. 2. Désolvatation des agrégats chargés en phase gazeuse

La désolvatation des agrégats chargés est probabtdigtape la plus importante des
processus de désorption/ionisation par ESI. C'est @moment.e., durant le guidage des
especes chargées au sein de l'instrument ou I'éndéposée peut étre contrblée, que les
analytes acquierent leurs charges formelles nowatds, et par conséquent, leurs

énergies internes.

[l. 2. a. Conséquences de la désolvatation en phase gageuse

choix des grandeurs thermodynamigques utilisées

La conséquence majeure du transfert des microdeitét® (molécules en
solution) aux agrégats chargés (molécules en pbaseuse) est la modification des
grandeurs thermodynamiques a considérer pour délericomportement des ions. En
effet, lorsque le pKa (échelle décrivant I'aciddéémme la basicité, et normalisée par
'eau) et I'hnydrophobicité (échelle basée sur lefioient de partage entre un solvant
polaire et un solvant apolaire) sont des grandéhesnodynamiques qui n‘ont un sens

gu'en solution, les variations d’enthalpie librearedard AG°; Equation 2-3) des

0 (@) I. G. Locertales, J. Fernandez de la MorapeExnents on the kinetics of field evaporation wiadl ions from
droplets.J. Chem. Phys1995 103 5041-5060. (b) M. Gamero-Castano, J. Fernandda diéora ; Kinetics of
small ion evaporation from the charge and massilligion of multiply charged clusters in electrosys.J. Mass
Spectrom. 200Q 35, 790-803. (c) M. Gamero-Castano, J. Fernandezadddra ; Direct measurement of ion
evaporation kinetics from electrified liquid surésc]. Chem. Phys200Q 113 815-832.

®l (a) S. Chapman ; Carrier mobility spectra of spesctrified liquids.Phys. Rey.1937, 52, 184-190. (b) S.
Chapman ; Carrier mobility spectra of liquids effietd by bubbling. Phys. Rey.1938 54, 520-527. (c) S.
Chapman ; Interpretation of carrier mobility spactf liquids electrified by bubbling and sprayirighys. Rey.
1938 54, 528-533.
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réactions de protonatidh(Equation 2-4) et de déprotonatiGh (Equation 2-5) sont des

grandeurs qui définissent la stabilité des espélcagyées en phase gazeuse.

(Eg. 2-3 AG® = AH® — TAS°®
(Eq. 2-9) BH* - B+ H* = GB(B) = AP(B) — TAS°® >0
(Eq. 2-5 AH - A~ + HY = AG.,,(AH) = AH?.,;,(AH) — TASY,, >0

Les valeurs de GB et d&G°%iq correspondent a la quantité d’énergie nécessaire
pour les réactions de déprotonation fictives égasbldans le sens endothermitfue
(Equations 2-4 et 2-%. Ces valeurs sont intrinseques a une fonctiomicfuie dans son
état le moins chargé de la molécukeg. les états moléculaireB et AH dans les
Equations 2-4 et 2-5En phase gazeuse, toute fonction chimique ayapraeton mobile
est considérée comme amphotées elle posséde a la fois un caractére basique (une
valeur de GB) et un caractere acide (une valewQhg:ig) utilisés respectivement dans le
cas d’analytes positivement et négativement charGépendant, il est important de

souligner que (i) plus la valeur de GB (et d’AP) @mnde, plus le composé est basigtie

que, (ii) plus la valeur d&G%iq (et deAHC%iq) est faible, plus le composeé est acide

*2(a) S. G. Lias, J. F. Liebman, J. L. Holmes, RLBvin, W. G. Mallard ; NIST Positive lon EnergetitVersion
1.0), NIST Standard Reference Database 1BAtional Institute of Standards and Technolo@iaithersburg
(Maryland),1990Q (b) S. G. Lias, S. E. Stein ; NIST Positive lameEgetics (Version 2.0), NIST Standard Reference
Database 19ANational Institute of Standards and Technolo@githersburg (Maryland},991 (c) S. G. Lias, S. E.
Stein ; NIST Positive lon Energetics (Version 3R)ST Standard Reference Database 18Ational Institute of
Standards and Technolog@aithersburg (Maryland},993

3 (a) J. E. Bartmess ; NIST Negative lon EnergefMsrsion 1.0), NIST Standard Reference Database, 19B
National Institute of Standards and Technolo@githersburg (Maryland},99Q (b) J. E. Bartmess ; NIST Negative
lon Energetics (Version 2.0), NIST Standard RefeeeiDatabase 19BNational Institute of Standards and
Technology Gaithersburg (Maryland},991 (c) J. E. Bartmess ; NIST Negative lon Energegfitersion 3.0), NIST
Standard Reference Database 198tional Institute of Standards and TechnoloGgithersburg (Maryland},993

* S, G. Lias, J. E. Bartmess ; Gas-phase lon Thdramistry. “Web-book” disponible sur
http://webbook.nist.gov/chemistry/ion
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Il. 2. b. Exemples d’échelles de basicité et d’acidité emsplgazeuse

AA. Affinités Protoniques de AAPA[AA|], kd/mol)

' Fenselatl | Bojesert | Lias | Harrisori® | Tabet
Gly 884,5 879,9 888,2
Ala 897,9 895,4 895,3
Cys 898,7 894,5 897,1
Ser?® 908,8 906,2 899,5 905,4
Asp 914,6 905,8 904,6 909,4
Val 913,4 907,1 905,0 910,3
Leu? 915,9 911,7 908,7 911,3
lle 917,1 915,0 913,7 913,8
Thr ? 917,1 913,7 917,5 914,72
Phe 920,5 905,0 919,2 919,71
Tyr 923,4 929,2 923,4 921,6
Met ? 924,2 925,5 924,2 927,4
Asn 929,3 918,8 922,1 933,3
Glu 930,1 905,0 933,8 934,4
Trp ? 938,5 942,2 935,9 936,3
Pro 930,5 920,4 928,4 936,
GIn 950,2 912,9 928,0 946,3
Lys 983,6 956,9 962,7 984,8 956,4
His 978,1 964,4 969,3 967,7 958,9
Arg 1024,9 1023,3

Tableau Zz-2. Mesures daffinités protoniques d’'acides aminés
déterminées par dissociations compétitives d’hédéreres.
(* acides aminés utilisés comme bases de références)

Différentes approches expérimentales telles quemiesures a I'équilibrg la
méthode cinétique de CodRet la méthode isentropique de Fens¥lamt été utilisées
sur différents spectrométres de masse, comme dearitents & sectedfshybrides €.g.

le BEqQ®), des instruments & multiples quadripoles (e QqJ°) ou des instruments a

5 J. P. Briggs, R. Yamdagni, P. J. Kebarle ; IntdrBasicities of Ammonia Methylamine, Anilines aRgridine
from Gas Phase Proton Exchange EquilikfisAm. Chem. Sqd 972 94, 5128-5130.

%6 a) R. G. Cooks, T. L. Kruger ; Intrinsic Basicletermination Using Metastable lords.Am. Chem. Sqcl977,
99, 1279-1281. b) S. A. McLuckey, D. Cameron, R. ®oKk> ; Proton Affinities from Dissociations of Poot
Bound DimersJ. Am. Chem. Sqcl981, 103, 1313-1317.

" a) Z. C. Wu, C. Fenselau ; Proton Affinities ofiy@ycines Assessed By Using the Kinetic MethddAm. Soc.
Mass Spectrom1992 3, 863-866. b) Z. C. Wu, C. Fenselau ; Structuralebreinants of Gas Phase Basicities of
PeptidesTetrahedron1993 49, 9197-9206.

8 J. P. Bojesen, T. Breindahl ; On the Proton Affimdif Somea-Amino Acids and the Theory of the Kinetic
Method.J. Chem. Soc. Perkin Trang994 2, 1029-1037.

9 a) X. Li, A. G. Harrison ; A kinetic approach toet proton affinities of amine bas&g. Mass Spectrom1993
28, 366. b) A. G. Harrison ; The Gas-Phase Basiciies Proton Affinities of Amino Acids and Peptiddsass
Spectrom. Rey1997, 16, 201-217.

803, P. Mirza, S. Prabhakar, M. Vairamani ; Estioratof proton affinity of proline and tryptophan wmd
electrospray ionization conditions using the extzh#linetic methodRapid Commun. Mass Spectror2001, 15,
957-962.
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séquences temporelles.g. FT-ICR* et piége ioniqu&*®) pour la détermination des
échelles relatives et/ou absolues de basicité aseplgazeuse des acides aminés
regroupées dans Teableau 2-2 La méthode cinétique de Codka aussi été utilisée en
mode négatif (i) a partir d’'une source FAB coupdéan tandem a secteur a géométrie
inversé&®, et (ii) a partir d’'une source ESI couplée & uBgpi ioniqué, pour la
détermination d’'une échelle d’acidité des acidegnémen phase gazeuse. L'estimation
des valeursAH%jq (Tableau 2-3 de chaque acide aminé a été déduite des valeurs d
AG%%ciq en supposant que le terma&SP est constaite., TAS® = 29 kJ/mol.

Acidités en phase gazeuse des &d/mol)
AA, Gronert” Poutsm&
I AGoacid | AHoa\cic AHoacic
Gly 1402,0 1431,0 1434
Ala 1398,5 14275 1430
Pro 1395,0 1424,0 1431
Val 1391,0 1420,0 1431
Leu 1390,0 1419,0 1419
lle 1388,5 1417,5 1423
Lys 1383,0 1412,0 1416
Trp 1380,5 1409,5 1421
Phe 1379,0 1408,0 1418
Tyr 1378,5 1407,5 1413
Met 1376,0 1405,0 1407
Cys 1364,0 1393,0 1395
Ser 1363,0 1392,0 1391
Thr 1360,5 1389,5 1388
Arg 1359,5 1388,5 1381
Asn 1359,0 1388,0 1385
Gln 1359,0 1388,0 1385
His 1356,0 1385,0 1375
Glu 1348
Asp 1345

Tableau z-3. Mesures d’acidité en phase gazeuse
d’acides aminés déterminées par dissociations
compétitives d’hétéro-dimeres.

®LE. P. Hunter, S. G. Lias ; Evaluated Gas PhaskiBes and Proton Affinities of Molecules: An UpeaJ. Phys.
Chem. Ref. Datal998 27, 413-656.

62 C. Afonso, F. Modeste, P. Breton, F. FournieiG JFabet ; Proton affinities of the commonly ocogriL-amino
acids by using electrospray ionization-ion trap srefsectrometryeur. J. Mass Spectron2000 6, 443-449.

8 A. F. Kuntz, A. W. Boynton, G. A. David, K. E. Galr, J. C. Poutsma ; The proton affinity of prolimealogs
using the kinetic method with full entropy analysisAm. Soc. Mass Spectro@002 13, 72-81.

% R. A. J. O’Hair, J. H. Bowie, S. Gronert ; Gas phacidities of the amino acidsint. J. Mass Spectrom. lon.
Processesl992 117, 23-36.

8 C. M. Jones, M. Bernier, E. Carson, K. E. ColygrMetz, A. Pawlow, E. D. Wischow, |. Webb, E. hdkiole, J.
C. Poutsma ; Gas-phase acidities of the 20 prat®ino acidsint. J. Mass Spectron007, 267, 54-62.

-67 -



CHAPITRE 2 :

Les déviations observées entre les différentesliéshde la littérature peuvent
s’expliquer par d'importants effets entropiques dides changements conformationnels
induits par la présence d'autres sites chargésemudiune espéce zwitterionigifeou

plus simplement par la méthode expérimentale endégl@y ses approximations.

Il. 2. c. Cas de la n-ieme (dé)protonation d’'une molécuja déargée

Bursey and Peders8f suivi par Fenselau and co-workéront été les premiers
a examiner le comportement d’especes multichargéephase gazeuse vis-a-vis des
réactions de protonation. Par la suitd/illiams and co-workef§™®"%727374 gnt
grandement discuté le modele des « charges polestuwe(pourPoint Charges Model
permettant de décrire le comportement de ces espégki-protonées. Dans ce modele,
les charges sont considérées comme des points $ed’ion et linfluence d'une
seconde charge estimée en ajoutant un potenti€odéomb a la valeur intrinséque de
GB (GBi) de la molécule considéréeLa variation d’enthalpie libre standard apparente
(GBapp), de la réaction de protonation d’un cation peariaétre calculée parHguation
2-6, our; est la distance séparant les charges en fonctidendpsg, est la permittivité

du vide et,s est I'écrantage effectif des charges. Ce models’applique gu’aux

® F. Fournier, C. Afonso, A. E. Fagin, S. GronertCJ Tabet ; Can Cluster Structure Affect Kinetietiod
Measurements? The Curious Case of Glutamic Acidis-Bhase AcidityJ. Am. Soc. Mass Spectrera008 19,
1887-1896.

57 M. M. Bursey, L. G. Pedersen ; The barrier to gnotransfer from multiply protonated moleculesguantum
mechanical approackirg. Mass Spectroml992 27, 974-975.

% D. Fabris, M. Kelly, C. Murphy, Z. Wu, C. FenselaiHigh-Energy Collision-Induced Dissociation of
Multiply Charged Polypeptides Produced by Electragp). Am. Soc. Mass Spectroi993 4, 652-661.

% D. S. Gross, E. R. Wiliams ; Experimental-Measueat of Coulomb Energy and Intrinsic Dielectric
Polarizability of a Multiply Protonated Peptide Iddsing Electrospray-lonization Fourier-Transform dda
Spectrometry. Am. Chem. Sqcl995 117, 883-890.

“D. S. Gross, S. E. Rodriquez-Cruz, S. Bock, EWRlliams ; Measurement of Coulomb Energy and Ditlec
Polarizability of Gas-Plate Diprotonated Diaminaaiks.J. Phys. Chem1995 99, 4034-4038.

L p. D. Schnier, D. S. Gross, E. R. Williams ; Hlestatic Forces and Dielectric Polarizability of Iifply
Protonated Gas-Phase Cytochrome-C lons Probedniiyidbecule Chemistryd. Am. Chem. Sqcl995 117, 6747-
6757.

2D. S. Gross and E. R. Williams ; Structure of gigdin S (M+H+X)(2+) ions (X=Li, Na, K) probed byrpton
transfer reactionsl. Am. Chem. Sqd 996 118 202-204.

3 P. D. Schnier, D. S. Gross, E.. R.Williams ; Or taximum Charge-State and Proton-Transfer Reagtofi
Peptide and Protein lons Formed by Electrospraiz&tion.J. Am. Soc. Mass Spectrodf95 6,1086-1097.

D. S. Gross, P. D. Schnier, S. E.Rodriguez-Crux.Gagerquist, E. R. Williams ; Conformations doltling of
lysozyme ions in vacud’roc. Natl. Acad. Sci. USA996 93, 3143-3148.

> E. R. Williams ; Proton Transfer Reactivity of arMultiply Charged lons). Mass Spectrom1996 31, 831-
842.
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systemes multichargés par des réactions acide(basepposition aux charges acquises
par ionisation électronique).

n q2
=GBy, — YL, —L
int =1 (ameg)ey rig

(Eq. 2-6) GBapp

Ce modéle a permis, entre autres;enselau and co-workefs’”"®d’adapter la
méthode cinétique a la détermination de basicitéxessives de polypeptides et de
protéines [igure 2-78). Ainsi, la valeur de GB, diminue au fur et a mesure que le
nombre de charges positives portées par une peoatigmenteHigure 2-7b), montrant
gu’il est de plus en plus difficile de déposer untpn a sa surface. Réciproquement, la
valeur deA°Gacig,app@augmente au fur et a mesure que le nombre de ehagpgatives
portées par une protéine augmente, montrant gst'itle plus en plus difficile de retirer

un proton a sa surface.

a) MHI +B+H"* b) 210+
i 3
i - Ezno-
o) ey g
i g 1904
! -] E
‘ 8 3180

N 5 i N3 X}‘ Sy

o
E; BH++ MH:* 3 ]70*:
160-: vvvvv T T T T Ty
40 60 80 100
[B-H-MHD] Charge State

Figure 2-7. (a) Diagramme d’énergie proposé p&enselau and co-workergle la dissociation
unimoléculaire d’'un hétéro-dimére métastable liéyraprotori® (b) Basicités apparentes en phase gazeuse
(GBgpp calculées (avee = 2) en fonction de I'état de charge de neuf pnet et polypeptides modeéles ;
de gauche a droite, la melittine, I'ubiquitine,dgtochrome ¢ (de thon), le cytochrome ¢ (de cheval)
ribonucléase A, ’hémoglobine (chaing, la myoglobine, I'anhydrase carbonique, I'albugide sérums
bovins. La ligne pointillée indique la valeur de GB méthanol (174,1 kcal/mol). Les points encerclés
correspé%ndent aux états de charges expérimentadknuma rapportés dans la littérature pour chaque
protéine”.

8 |. A. Kaltashov, D. Fabris, C. C. Fenselau ; Assesnt of Gas Phase Basicities of Protonated Pepligehe
Kinetic Method.J. Phys. Chem1995 99, 10046—-10051.

1. A. Kaltashov, C. C. Fenselau ; A Direct Compari of "First" and "Second" Gas Phase Basicitieshef
Octapeptide RPPGFSPF.Am. Chem. Sqd 995 117, 9906-9910.

8. A. Kaltashov, C. C. Fenselau ; Thermochemisfriultiply Charged Melittin in the Gas Phase Detared by
the Modified Kinetic MethodRapid Commun. Mass Spectrof996 10, 857-861.
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I1. 3. Application aux complexes biologigues non-covalents

La détection de NCX par ESI-MS résulte d’'un équdilfragile entre les conditions de
préparation des échantillons (NCI en solutiom). la présence de solvant organique
et/ou de tampon, et des parametres instrumentalisesit(NCI en phase gazeuse)g.

les tensions, les températures et les différenegqeeksions appliquées. Les processus de
désorption/ionisation par ESI fournissent suffisaninpeu d’énergie aux ions de NCX
pour leur transfert en phase gazeuse sans nu&enajbrité des interactions maintenant
leur cohésion. Le transfert en phase gazeuse iogligne modification de
'environnement des NCX biologiques. Au fur et asmne des départs successifs de
molécules de solvants, les charges sont de moinsn@ns écrantées. Toutes les
interactions électrostatiques, aussi bien les aot@ns attractives que les interactions
répulsives, sont donc renforcées. Ainsi, selon &itp de la polarité des sites
d’interaction de chacun des partenaires (intra-irdermoléculaires), des domaines
spatiaux du systéme peuvent se contracter (atiradgé charges opposées) ou s’éloigner
(répulsion de charges identiqués)A l'inverse, les effets hydrophobes sont perdus
permettant l'ouverture de domaines spatiaux norbilsés par des interactions
électrostatiques de charges oppoSédken résulte une réorganisation des interactions
assurant la structure de la macromolécule biolagiggui peuvent conserver une
reconnaissance de surface proche de sa conformasibtwe. Cependant, lorsque la
contribution des interactions hydrophobes a lailstaion d'un NCX est trop grande, le
NCX ne peut théoriquement pas étre transféré deolation vers la phase gazeuse.
Certaines interactions électrostatiques stabilis&@tNCX biologiques nécessitent donc
d’étre redéfinies par les grandeurs thermodynarsigigela phase gazeuse. Par exemple,
les interactions de type liaison hydrogérd( pour Hydrogen Bond Interactiofsont
définies en phase gazeuse par I'interaction emux fonctions chimiques similairég.,
ayant des valeurs de3°,.jq ou de GB proches. Ces interactions sont d’autastgiables
gue les valeurs daG°jq sont hautes et que les valeurs de GB sont faibliesi, le
proton partagé entre deux fonctions chimiques aimnai$ n’est pas transféré et nous

BN

pouvons considérer les formes canoniques des paesnsurtout a travers des

9 J. M. Daniel, S. D. Friess, S. Rajagopalan, S. dt/eR. Zenobi ; Quantitative determination of novaent
binding interactions using soft ionization masscsenetry.Int. J. Mass Spectron002 216, 1-27.
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interactions ion-dip6le. De méme, les interactioles type pont salinSBI pour Salt
Bridge Interaction} sont définies en phase gazeuse par l'interaaidre une fonction
chimique trés acide (valeur dé€°,q plus faible) et une fonction chimique trés basique
(valeur de GB plus haute) respectivement, sur ahagartenaire moléculaire. Ces
interactions sont d’autant plus stables que lesuwraldeAG®,.q et de GB sont éloignées.
Ainsi, le groupement tres acide d’'une molécule @osystématiquement son proton au
groupement trés basique du partenaire qui le tef@mement induisant une charge
positive locale et une charge négative locale inddpmment de la charge formelle de

'espece considérée.

I1l. Exemples d’études MS de complexes ADN/protéine

I1l. 1. Exemples d’études par MALDI-MS

Instrumentation

MS NCX étudiés Conditions Expérimentales Refs|
UV-MALDI (+) ssDNA (dTy et dT,g) avec des Matrice : SA, acide anthraliniquie
A =337 nm polypeptides basiques et des histones et acide 3-amino-pyrazine-2-| 80
TOF mode linéaire H4 carboxylique
ssDNA (de dT, a dT,o) avec des
UV-MALDI (+) ; . ; N .
% =337 nm dipeptides basiques, de l'insuline, de Matrice : DHB 81

l'ubiquitine, du cytochrome c, des

TOF mode linéaire X ;
ribonucléases et du lysozyme

Matrice : solution saturée d'ATT

UV-MALDI (-) ssDNA et dsDNA avec des peptides dans un mélanae

A =337 nm basiques (le fragment 11-24 d'ACTH melang 82

TOF mode linéaire et un nonapeptide) eau/gcetonltnle/cnrate

d'ammonium (49,5:49,5:1, viv/v)

UV-MALDI (+) ssDNA (5-mers) avec un peptide 3 Matrice : solution aqueuse

A =337 nm doigt de zinc (p55F1) en présence desaturée de 2-amino-4-methyl-5- 83

TOF mode linéaire Zn2+ nitropyridine (AMNP)

UV-MALDI (+/-) ssDNA (16-mesr) avec un peptide Matrice d:asnoslulflr?rrl]z?;ﬁreee dATT

A =337 nm fragment de HTH HIV-1 transcriptase melang 84
L . eau/acetonitrile/citrate

TOF mode linéaire inverse

d'ammonium (49,5:49,5:1, v/iviV)
Tableau 2-4.Exemples d’études de NCX ADN/peptide ou protéiétectés par MALDI-MS.

8 p. Juhasz, K. Biemann ; Mass-spectrometric madeenkight determination of highly acidic compourafs
biological significance via their complexes withskapolypeptidesProc. Natl. Acad. Sci. USA994 91, 4333—-
4337.

81 X. D. Tang, J. H. Callahan, P. Zhou, A. Vertesonkovalent protein-oligonucleotide interactions ituned by
matrix-assisted laser desorption/ionization massspmetry Anal. Chem.1995 67, 4542—-4548.

823, H. Lin, R. J. Cotter, A. S. Woods ; Detectidmon-covalent interaction of single and doublastted DNA
with peptides by MALDI-TOFProteins-Struct. Function Genetjc998 12-21.

8 E. Lehmann, R. Zenobi ; Detection of specific mratent zinc finger peptide-oligodeoxynucleotidengiexes
by matrix-assisted laser desorption/ionization nspesctrometryAngew. Chem. Int. EAL998 37, 3430-3432.
83, H. Lin, S. R. Long, S. M. Ramirez, R. J. CatierS. Woods ; Characterization of the “helix cfginmotif of
HIV-1 reverse transcriptase using MALDI-TOF MS asutface plasmon resonanéamal. Chem.200Q 72, 2635—
2640.
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Quelques exemples de NCX ADN/protéine ou peptidieatés par MALDI-MS sont
donnés dans l@ableau 2-4 Dans ces études, les deux modes d’ionisationtifpet
négatif) ont été utilisés avec succéalfleau 2-4. De par la tres grande taille de ces
NCX excédant les limites du réflectron, I'analysau« temps de vol »TOF pour Time

Of Flight) a systématiquement été utilisé en mode linéaire.

Juhasz and Biemafthont décrit trés tot la possibilité de détecter pELDI-MS des
NCX composés de simples brins d’ADNsDNA pour single-stranded DNAet des
polypeptides basiques. Ces NCX ont été transfénéphase gazeuse en présence de
différentes matrices: le SA, l'acide anthraliniqe# I'acide 3-aminopyrazine-2-
carboxylique. Il a tres vite été compris que larfation de complexes en solution dépend
principalement de la teneur du polypeptide en tésidrginine, la teneur en résidus
histidine et en résidus lysine n’ayant qu'une int@oce secondaire. L’histone de type
H4, qui est une protéine contenant 14 arginindd dysines, s’est avérée étre le meilleur

agent de compléxation des oligonucléotides enisalut

L’année suivanteyertes and co-worketsont explorés, par MALDI-TOF-MS, les NCI
existants entre différents polypeptides, allantigeptides basiqueg.g.Arg-Lys et His-
His) jusqu'a un choix de protéinesd.insuline, ubiquitine, cytochrome c et lysozyme),
et des ssDNA homo-oligomériques. Les auteurs oramée linfluence de la
composition de chacun des partenaires, le role deakrice et I'effet du pH sur la nature
et 'abondance des NCX ssDNA/protéine détectésmP&s quatre oligoméres (dT
dA,, dG, et dG), des ions NCX abondants n'ont été détectés agedipeptides que pour
les dTi. Réciproquement, parmi les trois protéines deletaicomparablese(g. le
cytochrome c, la ribonucléase a et le lysozyme)ydezyme contenant le plus grand
nombre de résidus arginine a formé les NCX les glables avec les ¢TLa détection et
'abondance d’ions de NCX « protéine/ADN » dépendsa du choix de la matrice. En
effet, des ions de NCX n’ont été observés qu’aescnhatrices DHB et 3-HPA. Le réle
particulier des unités phospho-thymidinespTifd dans la compléxation
« ssDNA/protéine » a été interprété par des proseaside/base, en prédisant le degré de
protonation des résidus peptidiques et des nudeéopttomme une fonction du pH. Dans

les NCX, les sites basiques des résidus peptidigpestonés en solution aqueuse
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acidifiée) sont supposés occuper les sites hautermedes i(e., les groupements
phosphates déprotonés en solution aqueuse de phtieune a leur pKa) remplacant les
possibles contre-ions alcalins. Il en résulte umecentration du signal en un seul pic,

plutdét qu’en une assemblée d’ions cationisés dmmdrit a I'élargissement de signal.

Woods and co-worketsont étudiés les effets du pH, de la force ioniguee la nature
de la matrice sur la détection de NCX entre difiésgeptides basiques et des ssDNA (de
12-mer a 25-mer) mais aussi avec les brins douthl@®N (dsDNA pour double-
stranded DNA correspondants. Des NCX peptide/dsDNA n’ont digeovés que pour
deux peptides.e., le fragment 11-24 I’ACTHKPVGKKRR PVKVYP) et un peptide
synthétique (RKRTLRRL), pour lesquels 5 résidus basiques sont prodessu(s des
autres) et séparés par des résidus aliphatiques.aleurs ont soulignés que cet
arrangement peut étre comparable a la structunegape des histones H4 (impliqués dans
le compactage des dsDNA en chromatine). Des iond@¥ peptide/dsDNA n’ont été
détectés qu'en présence de matrice ATT (pH 7, pow solution saturée). Chaque
mélange ADN/peptide, préparé dans une solutionuesgudé-ionisée, a été déposé sur la
plague MALDI, puis la solution de matrice ATT a @&éposée par-dessus (préparation
dite « couche par couche » pdayer by layey. La matrice ATT a clairement favorisé le
transfert en phase gazeuse des complexes intactsposés de séquences
oligonucléotidiques riches en Ade et en Thy en gjfijmm a celles riches en Gua et en
Cyt. La nature ionique des interactions entre |é®sphates de I'ADN chargés
négativement et les résidus arginine et lysinegdspositivement a été renforcée par la
disparition des signaux de NCX : (i) lorsque laevalde pH de la solution a été diminuée
a 2, ou (i) lorsque les NCX ont été incubés ensgmée de 50 mM de citrate

d’ammonium.

La méthode MALDI-MS n’a pas seulement le potentiel détecter rapidement et
directement des NCX ADN/peptide, elle permet audsisque les conditions
expérimentales sont choisies avec attention, déteefleurs comportements en solution.
C’est ce qu'ont montréehmann et Zenobien examinant le comportement de ZF du
type ssDNA/peptidea.e., un fragment court d’ADN de séquence d(TTGTT) et u

séquence peptidique de 18 résidus (app®¥-1) correspondant au premier domaine ZF
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de la protéine gag p55 du HIV-1. Le spectre de p®a$dALDI obtenu en polarité
positive avec une matrice 2-amino-4-methyl-nitragiyle (AMNP) a montré un
complexe spécifique & m/z 3598 correspondant au NOXGTT)/Zrf*/p55F1 (1/1/1).
Les auteurs ont montré que les spectres de masseBIMefletent le comportement en
solution car la diminution de la valeur de pH (d&-8% a 5-5,5) a significativement
diminué I'abondance des ions du NCX spécifique @&TT)/Zn**/p55F1 en phase
gazeuse. Ce résultat est en accord avec les doobtegsies par dichroisme circulaire qui
ont montré que ce complexe est stable seulemedessus de pH 6. Une décroissance
similaire de I'abondance des ions NCX spécifiquétéaobservée : (i) lorsqu’un peptide
de séquence différente a été utilisé, ou (i) loestes cations Z ont été remplacés par
des cations Cii. En effet, en présence de’Gues résidus cystéine (indispensables a la
stabilité du repliement de la séquence primaire) @é oxydés et le GU réduit,

prévenant ainsi la formation des NCX spécifiques.

[1l. 2. Exemples d’études par ESI-MS

Contrairement, a la technique MALDI, un grand noenld’études examinant le
comportement des dsDNA ont été réalisées par HE&iion and co-workef8 et Smith
and co-worker® ont montré, en 1993, que les dsDNA sont suffisantrseables pour
étre détectés par MS. La conservation en phasaig@azie I'appariement Watson-Crick
n'a été mise en évidence que plus $afd Quelques exemples de NCX ADN/protéine ou
peptide détectés par ESI-MS sont donnés damaldeau 2-5 Dans ces études, les deux
modes d’ionisation (positif et négatif) ont étéliséis avec succésrdbleau 2-5 sur
différents analyseur®,g.de type quadrupble, FT-ICR, EB/BE, TOF et Orbitfapns la

littérature, de nombreuses approches ont étéaggigcomme expériences de contrble)

8 B. Ganem, Y. T. Li, J. D. Henion ; Detection ofgoinucleotide duplex forms by ion-spray mass-sjpecétry.
Tetrahedron Letf.1993 34, 1445-1448.

8 K. J. Lightwahl, D. L. Springer, B. E. Winger, G. Edmonds, D. G. Camp, B. D. Thrall, R. D. Smith ;
Observation of a small oligonucleotide duplex bgc#lospray ionization mass-spectromettyAm. Chem. Sqc.
1993 115 803-804.

8 p. D. Schnier, J. S. Klassen, E. E. StrittmaterR. Williams ; Activation energies for dissoctiof double
strand oligonucleotide anions: Evidence for Wat€tniek base pairing in vacud. Am. Chem. Sqcl1998 120,
9605-9613.

8 V. Gabelica, E. De Pauw ; Collision-induced disaten of 16-mer DNA duplexes with various sequence
Evidence for conservation of the double helix comfation in the gas phaskt. J. Mass Spectrom2002 219,
151-159.
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pour s’assurer que les NCX détectés ne sont pagfopar agrégations non-spécifiques
pendant les processus de désorption/ionisation’#$ gefletent bien leurs structures en
Ces études par

solution. ESI-MS ont permis de m#@naux questions de

stoechiométries, de stabilités et d’affinités rekgientre les partenaires du N€%

Instrumentation NCX étudiés Cgr!dltlons Refs.
MS Expérimentales
. I Tampon : 33mM
ESI(-) Quadrupble SSDNA p,hosphc_)rotmoatg (20-mer) d’'imidazole, 10mM de| 90
avec de I'albumine de sérum bov|n .
NH4OAc ; pH 7
ssDNA (M, ~ 4000-5000 Da) ave¢ .
ESI(-) FT-ICR la protéine du géne V du Tampon : 1.0mM de 91
. NH4OAcC ; pH 7
bactériophage f1
dsDNA (17-mer) avec le domaine .
ESI(-) FT-ICR de reconnaissance du facteur dg Tampon : 1.0mM de 92
. NH4OAcC ; pH 7
transcription PU.1
dsDNA (34-mer) avec le domainge
ESI(-) EB de reconnaissance de récepteur [de H,0O 93
la vitamine D et des cations Zn
dsDNA (21-mer) avec des Tampon - 5mM de
ESI(+) TOF tryptophanes et des répresseurs|de pon - . 94
NH4OAc ; pH 6
tryptophane
.. | dsDNA (13-mer, 24-mer, 30-mer) Mélange eau/méthano
ESI(+) Quadrupole avec la protéine CGN4 (50 : 50, v/iv) 95
N ADN en épingle a cheveux (40-| Tampon : 10mM de
ESI(+) Quadrupole mer) avec la protéine C170 NH,OAcC ; pH 7 96

Tableau 2-5.Exemples d’études de NCX ADN/peptide ou protéiétectés par ESI-MS.

8 J. H. Banoub, R. P. Newton, E. Esmans, D. F. EwiBg Mackenzie ; Recent Developments in Mass
Spectrometry for the Characterization of Nucleosjdducleotides, Oligonucleotides, and Nucleic Aci@eem.
Rev, 2005 105, 1869-1915.

%M. J. Greig, H. Gaus, L. L. Cummins, H. SasmorHRGriffey ; Measurement of macromolecular bindirging
electrospray mass-spectrometry-determination ofsodistion-constants for oligonucleotide-serum alloum
complexesJ. Am. Chem. Sqcl995 117, 10765-10766.

L X. H. Cheng, A. C. Harms, P. N. Goudreau, T. Crwiliger, R. D. Smith ; Direct measurement of
oligonucleotide binding stoichiometry of gene V f@ia by mass spectrometrgroc. Natl. Acad. Sci. USA996
93, 7022-7027.

9 X. H. Cheng, P. E. Morin, A. C. Harms, J. E. Brudé BenDavid, R. D. Smith ; Mass spectrometric
characterization of sequence-specific complexd3NA and transcription factor PU.1 DNA binding domaAnal.
Biochem, 1996 239 35-40.

% T. D. Veenstra, L. M. Benson, T. A. Craig, A. Jrilinson, R. Kumar, S. Naylor ; Metal mediated aiter
receptor-DNA complex association and dissociatietexnined by electrospray ionization mass specthgmigat.
Biotechnol, 1998 16, 262—-266.

% N. Potier, L. J. Donald, I. Chernushevich, A. Ay®d. Ens, C. H. Arrowsmith, K. G. Standing, H. Wudkworth

; Study of a noncovalent trp repressor: DNA operaomplex by electrospray ionization time-of-flightass
spectrometryProtein Sci, 1998 7, 1388-1395.

% L. J. Deterding, J., Kast, M. Przybylski, K. B.rfier ; Molecular characterization of a tetramolecai@mplex
between dsDNA and a DNA-binding leucine zipper mkptdimer by mass spectrometi§ioconjugate Chem.
200Q 11, 335-344.

% H. B. Kamadurai, S. Subramaniam, R. B. Jones, KGi&en-Church, M. P. Foster ; Protein folding dedpo
DNA binding in the catalytic domain of bacteriopkag@mbda integrase detected by mass spectrontaioyein
Sci, 2003 12, 620-626.
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Griffey and co-worker8 ont détectés, par ESI(-)-MS, les premiers NCX
« ADN/protéines » en mélangeant de I'albumine damméovin BSApourBovin Serum
Albumin; M,, ~ 66 kDa) avec des concentrations croissantesigdimlicléotides
phosphothionates (20-mer ; GGCTGCATC,GTCA ; My = 6367 Da) en présence
d’'un tampon mélange d’'imidazole et d’acétate d’amimm. Les valeurs des coefficients
de dissociation Kp) ont été calculées a partir des valeurs d’intéssitelatives des
signaux correspondants aux espéces libres et @ppaties valeurs depkobtenues par
ESI-MS (Kp; ~ 3,1 £ 0,3 et K; ~ 11,9 £ 0,6 ; respectivement pour le premiereet |
second appariement du 20-mer a la surface de la) B8#At en accord avec les valeurs
obtenues par électrophorése capillairg,(k 2,8 £ 0,3 et K, ~ 10,0 = 0,6). Comme la
valeur de ks dépend de la force ionique et du pH de la solutiom été suggéré que les
forces électrostatiques contribuent grandemera@périement et a la stabilité des NCX

étudies.

Smith and co-worket$ ont étudié, par ESI(-)-MS, les staechiométries péajgment de
la protéine du géne V (V= 9688 Da) de bactériophage f1 avec différentespesDNA
(M, ~ 4000-5500 Da). Comme dans les conditions phygiqles, la protéine du gene V
seule donne, par ESI-MS dans un tampon acétate nibmmm (10mM ; pH 7),
uniguement un homo-dimére. Dans les mémes congjtiam mélange protéine/ssDNA
donne par ESI-MS principalement un complexe 4:lcawe 18-mer et un 16-mer, alors
gu’'un complexe 2:1 est majoritairement détecté alescssDNA plus courts (14-mer et
13-mer). Les steechiométries obtenues par MS ont@téarées a celles obtenues par
chromatographie d’exclusion stérique et ont corditenconservation d’'un comportement
proche de la solution. De plus, il résulte de liidd d'acide et/ou de solvants
organiques la disparition des ions NCX des spedit®s Enfin, comme en solution, un
appariement préférentiel de la protéine du gene &téaobservé pour les ssDNA par

rapport aux dsDNA.

La reconnaissance d’une protéine pour une séquiBAEN spécifique a été examinée
par la méme méthode, en étudiant les NCI régisbappariement du domaine de
reconnaissance de la protéine PURUL{ DBDpourPU.1 protein DNA-Binding Domain

; My, = 13534 Daj.e., un facteur de transcription eucaryote, avec dEbDNA différents
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(17-mer et 19-mety. L'une des deux séquences de dsDNA contenait deifsnue
reconnaissance GGAA (ditewild-type» ; 17-mer), tandis que dans l'autre séquence
(dite «mutant» ; 19-mer) ces motifs ont été remplacés par detsfsnGCTA. Lorsque
PUl1 DBD a été incubée en présence d'un exces dé&lAlsbild-type dans 10mM
d’acétate d’ammonium, seuls les ions NCX dsDNA/gre (1:1) ont été détectés. De
plus, méme en présence d'un mélange contenanti20pfas de dsDNA mutant par
rapport au dsDNA wild-type, seul le NCX spécifigliel) avec le dsDNA wild-type a
ete détecté. Ces resultats, en accord avec lefatésabtenus par mobilité sur gel,
montrent bien la reconnaissance spécifique de d&cipe PU1 DBD pour le motif
GGAA.

La nécessité de la présence de catiorf§ @u Cd*) pour la formation de NCX entre le
domaine de reconnaissance d'un récepteur de laiviéaD (VDR DBD pourVitamin D
Receptor DNA-Binding Domagiret des dsDNA a été mise en évidence Naylor and
co-worker$®, La protéine VDR DBD contient deux sites ayant grende affinité pour
les cations Zf (i.e., deux régions & doigts de zinc). Lors deutié par ESI(-)-MS, les
ions de protéine VDR DBD, comme les ions NCX de VDRD/dsDNA, contenaient
deux zrf* (ou deux C&) par protéine VDR DBD. Aucun complexe n'a été abéeen
absence de cations Zn(ou Cd") ou en utilisant une séquence dsDNA aléatoire. Les
auteurs ont aussi montré que la formation du NCHtéme/dsDNA dépend de la
concentration en cation métalligue. En effet, unegnaentation excessive de la
concentration de 7 ou Cd* modifie et/ou empéche la formation de la conforamat

spécifique indispensable a la reconnaissance dMAsD

Duckworth and co-worket$ ont choisi le systéme répresseur/opérateur déoppne
d’'Escherichia colicomme modeéle pour étudier la reconnaissance dwogtine dont
I'affinité pour I'ADN est régulée par un cofacteures NCI entre 'apo-répresseur de
tryptophane TrpR; M,, = 12224 Da) i.e., une protéine impliquée dansidaymthese du
tryptophane, son corépresseur tryptophane etdifiésentes séquences de dsDNA (dites
« opératrices ») ont été examinées par ESI(+)-M& &uteurs ont rapporté qu’aucun
NCX protéine/ADN n’a été observé en présence de Sarddétate d’ammonium car la

protéine TrpR est partiellement dénaturée dansaeditions ; ce qui a été confirmé par
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dichroisme circulaire. Apres dialyse par paliersptteet dilution dans le méme tampon
que précédemment (5mM d’acétate d’'ammonium), des NCX « TrpR /dsDNA » (1:1,
My = 37,260 Da) ont finalement été détectés par Mspe@dant, les NCX spécifiques
n’'ont été observés uniqguement lorsque les séquelecdsDNA contenaient deux motifs
CTAG et que ces motifs étaient séparés par quatregpde base, montrant le potentiel de
'ESI-MS pour étudier la spécifié de reconnaissadeeséquences au sein d’'un NCX.
Méme si le corépresseur tryptophane n'a pas étééajors de la formation du NCX
« TrpR/dsDNA », I'addition spécifique de deux malss de L-tryptophane au NCX (en

opposition au D-tryptophane) a été soulignée.

La reconnaissance de I'ADN par les protéines CGHid, sont impliquées dans la
régulation de la transcription des genes de leywaesté examinée pdromer and co-
workers®. Les protéines CGN4 contiennent un motif de glissia leucind.e., un
domaine riche en résidus leucine, et un domaineedennaissance de I’ADN riche en
résidus basiquesigure 1-169. Dans cette étude réalisée par ESI(+)-MS, depasye
protéine CGN4 ont été utilisés : (i) la protéine \f=bR, ne contenant que le domaine
basique de reconnaissance de I’ADN et ou le metifltssiere a leucine est remplacé par
un pont disulfure, et (ii) la protéine CNG4-61, tmmant les deux domaines et ne
complexe I'ADN que par formation d’'un homo-dime@NG4-61/CNG4-61l Aucune
des deux protéines n'a formé d’homo-dimere. Enqés de dsDNA (13-mer, 24-mer
ou 30-mer) contenant le motif ATGA(C/G)TCAT, la p¥me CNG4-61 engendre
spécifiquement le NCX « CNG4-61/CNG4-61/dsDNA sgralque la protéine CNG4-bR
ne produit que le NCX « CNG4-bR/dsDNA ». Dans ls c& la protéine CNG4-61,
aucun ion correspondant a des NCX non-spécifiqugsCNG4-61/CNG4-61 ou CNG4-
61/dsDNA. De plus, aucun appariement avec les dsDiNAété observe lorsque ces
derniers ne contenaient pas la séquence spécifepteraconnue, confirmant ainsi la
pertinence biologique des résultats obtenus. Enfincomparaison des produits de
digestion, par différentes endo-protéases a diftéréemps de réaction, de la protéine
CNG4-bR seule ou liee a un dsDNA a montré que iosrteclivages sont
significativement réduits par la présence du dsDMN@&s résidus d’acides aminés en
interaction avec les dsDNA ainsi déterminés soatlldurs en accord avec la structure

précédemment déterminée par rayon X.
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Foster and co-workeP§ ont étudié I'appariement de I'ADN sur le site dgtigue de
l'intégrase bactériophade(C170; Mw = 21119 Da) et ont rapporté une modificatémn

la distribution d’états de charge des ions de ¢agime C170 observée sur les spectres de
masse lorsque cette derniére est en présence d’ADdNait déja été montré que le
dépliement et/ou le repliement de protéines perg €tivi par MSvia I'étude de la
distribution d’états de charge. En effet, la mawifion du pH, de la température, ou
'addition de solvant organique peut dénaturer pireg€ine et engendrer un déplacement
des états de charge observés sur les spectres s$e.ntan absence d’ADN, trois ions
correspondant aux protéines C170 sont détectée: aonformation repliée, une
conformation dépliée et un homo-dimere. En présef®BN, les ions provenant de la
conformation dépliée disparaissent et un NCX C1DMA(1:1; M, = 33405 Da)
apparait avec une distribution d’états de change feprésentative de conformations plus
compactes. Le repliement des protéines C170, imdpdr I'addition d’ADN, a été
attribué a la stabilisation de la conformation i&plpar les interactions avec 'ADN qui
agit comme un patron. Cependant, comme l'ont soaligécemmentHall and
RobinsofY, les résultats obtenus & partir d’études des d&atharge ne garantissent en

rien qu’ils soient représentatifs d’'une conformatimique.

9 7. Hall, C. V. Robinson ; Do Charge State SignesuGuarantee Protein Conformatior).?Am. Soc. Mass
Spectrom.2012 23, 1161-1168.
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CHAPITRE 3:

Influence des agents de « superchargement » lgrprdeessus

de désolvatation des agrégats charges

Depuis la production de protéines multichargéesg&it, des études ont été faites pour essayer
de mieux comprendre et de contréler la distributitats de charge ainsi portéka variation

de cette distribution a été montrée comme étantgedsible a des parameétres macroscopiques,
e.g. aux variations de pH imposant aux protéines degrade leurs états natifs repliés a des
conformations plus dépliées (formes dénaturéd®dciproquement, la variation de distribution
d’états de charge de petits peptides (plus susteptie rester dépliés) s'est avérée étre robuste a
des variations de pH extréniet’addition de réactifs, comme des bases azotéeskition, a

ete employée pour modifier la distribution d’étdescharge en créant une compétition entre les
sites basiques portant I'excés de protons surd&ipe et sur la base azotée introdtfitePar
exemple, sous forme de sel d’acétate ou de forreatmation ammoniumNH,") agit largement
comme agent de protonation d’acides aminés. Autdidmiannées 1990, cette compétition a été
réalisée avec des additifs gazeux comme de la kytaddine sur du Cytochrome c
multiprotoné, ou du 1,6-diaminohexane sur de la myoglobine iproltoné&. Notons que ces
études en phase gazeuse ont donné lieu a la m@duldi la charge globale de la protéine par

transferts de proton vers la base azotée introguitghase gazeuse.

1J. B. Fenn, M. Mann, C. K. Meng, S. F. Wong, C.Whitehouse ; Electrospray ionization for mass spewetry

of large biomoleculesScience1989 246(4926) 64-71.

2Y. Li, R. B. Cole ; Electrospray and MALDI Mass &prometry, 2nd ed.; R. B. Cole Ed.: John Wiley &uahs,
201Q Charge State Distributions in Electrospray andldA 491- 534.

% 3. K. Chowdhury, V. Katta, B. T. Chait ; Probingr@ormational Changes In Proteins By Mass Spectmymé

Am. Chem. Soc199Q 112 9012-9013.

* G. Wang, R. B. Cole ; Disparity Between SolutidmaBe Equilibria and Charge State Distribution isifAge-lon

Electrospray Mass SpectrometBrg. Mass Spectronl994 29, 419-427.

®J. C. Y. Le Blanc, J. Wang, R. Guevremont, K. Sklectrospray Mass Spectra of Protein Cations Edrim

Basic SolutionsOrg. Mass Spectroml994 29, 587-593.

® N. Felitsyn, M. Peschke, P. Kebarle ; Origin ananitber of Charges Observed On Multiply-Protonatetivida
Proteins Produced By ESht. J. Mass Spectron002 219, 39-62.

"'S. A. McLuckey, G. J. van Berkel, G. L. Glish ;d&Réons of Dimethylamine with Multiply Charged loo$

Cytochrome cJ. Am. Chem. Sqd99Q 112 5668-5670.

8 S. A. McLuckey, G. L. Glish, G. J. van Berkel ; &be Determination of Product lons Formed from i€iolh-

Induced Dissociation of Multiply Protonated Molegsilvia lon/Molecule Reaction8nal. Chem.1991, 63, 1971-

1978.
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Au début du 21 siécle, le meta-nitrobenzyl alcoomBA, précédemment utilisé comme
matrice pour améliorer les processus de désoritgation sous vide en spectrométrie de
masse par bombardement d’atomes rapidesB{MS pour Fast Atom Bombardment Mass
Spectrometry %1112 3 été proposé comme agent de « superchargenentssI(+)-MS par
Williams and co-worker§**>1® A travers ces études, ils ont montré non seuletaerapacité
demNBA a augmenter le plus haut état de charge obgasyg et I'état de charge moyemay)

de proteineS**>et de peptidés multiprotonés, mais aussi sa capacité & favoteseplus
hauts états de charge de polyméres catiorssg<PEG 1508 en ESI(+)-MS. Ils ont rapporté

une influence limitée delNBA sur des chaines A oxydées d'insuline en EQUS.

Ces différentes études, outre leur intérét pourmeéleure compréhension des processus ESI,
ont été menées pour le développement d’applicatmdytiques. Ainsi, avoir accés a de plus
hauts états de charge permet I'analyse de grogémsgstbiologiques lorsque la gamme de rapport
m/z de linstrument est limitée. De plus, la résioln atteinte peut aussi s’en trouver ameéliorée
pour des instruments ayant montré une baisse deopasolutif aux plus hautes valeurs de

m/z, e.g. le FT-ICR, I'Orbitrap. Enfin, une meilleure efficiéé de capture d’électron a été

observée pour de plus hauts états de charge despréourseurs lors de l'activation par des

méthodes électroniques.g. ECD'"*®°ou ETD.

® M. Takayama, T. Fukai, T. Nomura ; Effect of a nematrix system for low-polar organic compoundsastfatom
bombardment mass spectromeBiisuryo Bunseki988 36(4), 169-173.

19 G. Siuzdak, S. V. Wendeborn, K. C. Nicolaou ; Gaittation of organometallic carbonyl compounds st fion
bombardmentint. Journ. of Mass Spectrom. And lon Proc&892 112(1) 79-91.

3. D. Reynolds, K. D. Cook, J. L. E. Burn, C. Weqgdm-Nitrobenzyl Alcohol Electrochemistry in Fasiom
Bombardment Mass Spectrometdy Am. Soc. Mass Spectrori®92 3, 113-121.

12y, M. Ahn, W.-W. Lee, J. H. Jung, S.-G. Lee, J.ngdg Structural determination of glucosylceramitssated
from marine sponge by fast atom bombardment coliisnduced dissociation linked scan at constant B/Blass.
Spectrom.2009 44, 1698-1708.

13 A. T. lavarone, J. C. Jurchen, E. R. Williams p&wharged Protein and Peptide lons Formed by rekmtay
lonization.Anal. Chem.2001, 73, 1455-1460.

14 A. T. lavarone, E. R. Williams ; Superchargingelectrospray ionization: effects on signal and ghant. Journ.
Mass Spectrom2002 219 63-72.

15 A. T. lavarone, E. R. Williams ; Mechanism of Cfiag and Supercharging Molecules in Electrosprayzation.
J. Am. Chem. Sq003 125, 2319-2327.

5 A. T. lavarone, E. R. Williams ; Collisionally Aetted Dissociation of Supercharged Proteins Foriogd
Electrospray lonizatiorAnal. Chem.2003 75, 4525-4533.

M. V. Gorshkov, C. D. Masselon, E. N. Nikolaev, R.. Udseth, L. Pasa-Tolic, R.D. Smith ; Consideri for
electron capture dissociation efficiency in FTICRs® spectrometrint. J. Mass Spectron2004 234, 131-136.

18 R. A. Zubarev, M. Witt, G. Baykut ; Two-Fold Effancy Increase by Selective Excitation of lons for
Consecutive Activation by lon-Electron Reactiongl aribrational Excitation in Tandem Fourier Transfoton
Cyclotron Resonance Mass Spectromeinyal. Chem.2005 77, 2992-2996.
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Depuis son introduction, un grand nombre d’étudeféaréalisé afin de mieux comprendre
comment les caractéristiques physico-chimiquesntA ont mené au « superchargement ».
Parmi les propriétés considérées, on peut trouleetension superficielld2¢292122 |3 pression
de vapeur saturante (ou le point d’ébullitiofij°2922232425293 pasicité en phase gazesé®”
2521282930 atc D'aprés les travaux de Kebdrfd®2 ces propriétés peuvent étre divisées en deux
groupes correspondant aux étapes progressivespd&@tamn/désolvatation de la technique ESI.
La tension superficielle et la pression de vapeaturante sont des propriétés physico-chimiques
importantes dées les premiéres phases de décornopogiie la gouttelette chargée (état
macroscopique). D’autre part, les especes moléeslathargées en phase gazeuse, qu’elles
soient partiellement solvatées (agrégats chargéphase gazeuse) ou libre de tout solvant,
apparaissent uniqguement dans les derniéres phasdésdlvatation (état microscopique) ; d’ou

les variations d’enthalpie libre standardS0) des réactions de protonation et de déprotonation

M. A. McFarland, M. J. Chalmers, J. P. Quinn, CHendrickson, A. J. Marshall ; Evaluation and @ritiation
of Electron Capture Dissociation Efficiency in FeurTransform lon Cyclotron Resonance Mass Speatoml.
Am. Soc. Mass Spectrqra005 16, 1060-1066.

2 F, Kjeldsen, A. M. B. Giessing, C. R. Ingrell, . Jensen ; Peptide Sequencing and Characterizafi®ost-
Translational Modifications by Enhanced lon-Chaggand Liquid Chromatography Electron-Transfer Désation
Tandem Mass SpectrometAnal. Chem.2007, 79, 9243-9252.

LS. H. Lomeli, S. Yin, R. R. Loo, J. A. Loo ; Inasing Charge While Preserving Noncovalent Proteimglexes
for ESI-MS.J. Am. Soc. Mass Spectro2009 20, 593- 596.

22 H. J. Sterling, E. R. Williams ; Origin of Supesrjing in Electrospray lonization of Noncovalentn@uexes
from Aqueous Solution]. Am. Soc. Mass Spectro2009 20, 1933-1943.

%3, H. Lomeli, I. X. Peng, S. Yin, R. R. Loo, J. boo ; New Reagents for Increasing ESI Multiple @fiiag of
Proteins and Protein Complexds Am. Soc. Mass Spectro201Q 21, 127-131.

2 H. J. Sterling, M. P. Daly, G. K. Feld, K. L. Tleor, A. F. Kintzer, B. A. Krantz, E. R. Williams ffEcts of
Supercharging Reagents on Noncovalent Complex t8teiin Electrospray lonization from Aqueous Saus.J.
Am. Soc. Mass Spectrqra01Q 21, 1762-1774.

3. G. Valeja, J. D. Tipton, M. R. Emmett, A. G. iélaall ; New Reagents for Enhanced Liquid Chromatplic
Separation and Charging of Intact Protein lonsHi@ctrospray lonization Mass Spectrometinal. Chem.201Q
82, 7515-7519.

% H. J. Sterling, E. R. Williams ; Real-Time HydrogBeuterium Exchange Kinetics via SuperchargedtEispray
lonization Tandem Mass Spectrometiyal. Chem.201Q 82, 9050-9057.

27.C. R. Jr. Hogan, R.R. Loo, J. A. Loo, J. F. d®lara ; lon mobility—mass spectrometry of phosphasg B ions
generated with supercharging reagents but in chadscing bufferPhys. Chem. Chem. Phy201Q 12, 13476-
13483.

2.3, Yin, J. A. Loo ; Top-down mass spectrometrysopercharged native protein—ligand complexess.J. Mass
Spectrom.2011 300, 118-122.

2% H. J. Sterling, C. A. Cassou, M. J. Trnka, A. Lurlhgame, B. A. Krantz, E. R. Wiliams ; The roté
conformational flexibility on protein superchargimg native electrospray ionizatiothys. Chem. Chem. Phys.
2011, 13, 18288-18296.

30K. A. Douglass, A. R. Venter ; Investigating thel®of Adducts in Protein Supercharging with Swudfe.J. Am.
Soc. Mass Spectron2012, 23, 489-497.

31 p, Kebarle, M. Peschke ; On the mechanisms byhihie charged droplets produced by electrospray tegas
phase ionsAnalytica Chimica Acta200Q 406, 11-35.

32 P, Kebarle ; A brief overview of the present ssabfithe mechanisms involved in electrospray mpsstsometry.
J. Mass Spectron200Q 35, 804-817.
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d’especes multichargées (respectivement, afsBet AGC%cig.app SONt des grandeurs qui
n'interviennent qu’a partir de cette étape des ggeus de désolvatation. Comme la pression de
vapeur saturante deNBA (b, = 177°C a 3 Torf) est inferieure a celle de I'eau,(b 100°C a
766 Torr?), une influence remarquable d#NBA est observée sur les états de charge obtenus en
ESI(+) méme & de faibles concentrations en solutigneust¥*°?°?° En effet, au fur et a
mesure de I'évaporation des molécules d’eau, laemnation en agents de « superchargement »
augmente au sein des microgouttelettes et sa bottm devient la plus importante dans les
derniéres étapes de la vie de la gouttéfett@ette forte concentration en composé hautement
réactifi.e., un aromatique substitué d’'une fonction alcoal’'ehe fonctionnitro, pourrait induire
des modifications conformationnelles des macromuéécétudiéese.g.des protéinds 6202t

des complexes non-covalents constitués de proféitig§?? Notons que de plus faibles valeurs
de pression de vapeur saturante des solvants uepliqun refroidissement plus lent de la
gouttelette qui peut aussi favoriser des modiftoceticonformationnnelles de biomolécules dues

a leur plus haute énergie inteffig"

Ces derniéres années, la possibilité de modificatanformationnelle de protéines a été étudiée

435 0u des

en utilisant des conditions dénaturantes induitesdes modifications de solvah
variations de températufég”’, mais aussi en employant la stratégie inveeseen « bloquant »
chimiquement les structures tertiaires des progépa l'introduction de liaisons covalentes de
type pont disulfuré. Bien évidemment, la présence mdIBA n’a pas modifié la tendance de
corrélation existant pour les espéces biomoléadaie., plus la protéine est dépliée, plus elle
peut porter de charg@s’?%* Cependant un point n'a toujours pas été clarifééprésence de
sites chargés supplémentaires augmente-t-elle égailsions coulombiennes menant au
dépliement des protéines ou bien, le dépliementpdeteines induit par la présence mBA
révéle-t-il de nouveaux sites de protonation agblssmenant a 'augmentation d’état de charge
observé ? Méme si la valeur de GB di¥NBA a été impliquée comme la propriété
thermochimique majeure responsable de cette tesd&ié®*® les modifications

conformationnelles de l'analyte (qui peuvent ou rawoir lieu en réponse a la présence de

33 CRC Handbook of Chemistry and Physics. In [Onl8@th ed.; D.R. Lide, Ed. 2008-2009.

3 A. Kharlamova, B. M. Prentice, T.-Y. Huang, S.McLuckey ; Electrospray Droplet Exposure to Gasedisls
for the Manipulation of Protein Charge State Disitions.Anal. Chem.201Q 82, 7422-7429.

%S, M. Miladinovic, L. Fornelli, Y. Lu, K. M. Pidg H. H. Girault, Y. O. Tsybin ; In-Spray Superogiag of
Peptides and Proteins in Electrospray lonizatiosdviBpectrometryAnal. Chem.2012 84, 4647-4651.
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mMNBA) masquent la possibilité d’attribuer sans aniliggles raisons sous-jacentes au succes de

MNBA en tant qu'agent de « superchargement ».

Dans notre étude, l'influence ¢aNBA sur les processus d’évaporation et de désdlvatale
NCX biologiques est étudiée dans les deux modgmbgité d’ionisation. L'un des partenaires
composant ces NCX étant peptidique, nous escompioserver un effet induit par la présence
de mNBA dans I'échantillon. Nous pourrons aussi estithiefluence du partenaire nucléique et
vérifier si I'utilisation demNBA est d’intérét pour I'étude de la stabilité d¢€X biologiques en

phase gazeuse.

|. Les valeurs descriptives de l'intensité des sigretues états de charge

De tout temps, les chercheurs ont tenté de dderphis précisément possible leurs résultats afin
de vérifier, comparer et propager l'intérét de k&tinode employée. lls fondent leurs résultats sur
les spectres de masse qu'ils interprétentun graphique ayant en abscisse la dimensionégudi
(la valeur du rapport m/z ; aspect qualitatif) etoedonnée l'intensité du signal réponse observée
(le nombre de fois ou cette valeur m/z a été retnéen aspect quantitatif). lls peuvent donc

décrire aisément leurs observations par les cookksde la variation observée sur le spectre.

|. 1. Les variations d’intensité du signal

I. 1. a. Valeurs descriptives de l'intensité du signal

Les analystes décrivent les spectres de masseshéeissa 'aide de l'intensité
absolue du signale., le nombre de collisions regues par le détectétettion invasive)
ou le nombre de charges induites par les ions Eadétecteur (détection non invasive
spécifique au FT-ICR), ou lintensité relative digr&l donnée en pourcentage et
normalisée par rapport a l'ion le plus abondantsgactre de masse (par définition a
100%). Cependant, comme l'intensité du signal olisedépend de la gamme de rapport
m/z programmeée (possibilité de discrimination tantl'analyse qu’a I'affichage),

les limites de la gamme de rapport m/z sont togjpuécisées.

Bien gu’'un rapport m/z corresponde qualitativem&nin ou plusieurs ions de

méme valeur nominale du rapport m/z (dit isobadé&sjroduction de nouveaux états de
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charge accessibles par les processus de désawatdtuce de I'ESI complique
l'interprétation quantitative en subdivisant lergfyd’'un analyte sur différentes valeurs
m/z composant la distribution d’états de chargessibles a cet analyte. De plus, I'acces
a des instruments a plus hauts pouvoirs résolatifertes permis de lever certaines
ambiguités qualitativese.g. en basant I'attribution des ions sur leurs comntjmss
élémentaires, mais a compliqué linterprétation mjisative en dévoilant un massif
isotopique résolile., plusieurs pics représentatifs d’'un méme analyie atat de charge
donné.

l. 1. b. Introduction de la SEfR,

Afin de décrire au mieux les variations induites pae seule modification du
protocole expérimentale., I'introduction demNBA (tous les autres parametres restant
les mémes), il faut au préalable décrire le plécigeément possible chaque systérge
avant et apres la modification étudiée. Nous aviésidée : (i) de travailler & haute
résolution afin de permettre une identification dspeces basée sur les pics mono-
isotopiques.e., les valeurs de rapport (myz)des différents ions simultanément étudiés
(une valeur de (m/g) par analyte et par état de charge observé) ¢tdéiicalculer
l'intensité totale du signal issu de I'analytg:( Equation 3-1), correspondant au courant
ionique total d’'un analyte, en sommant les inté&ssitle chaque pic des massifs

isotopiques (k+j),i+) pour chaque état de charge observg (|
(Eq. 3-1 Itor = iy + oy + I3y + o + Iy = X7 (y)
avec Liy = Ion)iv + Ions),iv T lone2)iv + o + Ionen)iv = Z;‘l(l(m+j),i+)

Notons que les instruments a ultra hauts pouvésslutifs détectent un grand
nombre de signaux, ces valeurs d’abondance sort généralement décrites par de
grands nombres qui sont plus difficile a manipulgfin de faciliter la lecture et la
comparaison de ces grandes valeurs numeériques,avoas choisi de définir le rapport
d’amélioration du signal a 1% daaNBA (SER pour Signal Enhancement Ratio at 1%
of mMNBA comme le rapport entre la valeur dg én présence de 1% deNBA et la

valeur de  en absence deNBA (Equation 3-2).
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_ Y(;4) en présence de 1% de mNBA _ ltot en présence de 1% de mNBA

(Eq.3-2)  SERyy, =

Z}’(IH) en absence de mNBA Itot en absence de mNBA

Ainsi, une valeur de SER supérieure a 1 montre une amélioratiEnl’intensité totale

du signal d'un analyte donné et une valeur inféded 1 en montre la diminutio®e

plus, méme si tous les autres parametres expéamnerdt instrumentaux sont restés
inchangés, le fait de réduirg;len présence d@NBA par k en son absence permet de
s’affranchir de la variabilité induite par les pessus d’ionisation/désorption, de transfert,
de stockage, d’activation et de détection des ibasSERy, permet donc de n’observer
gue la variation globale induite par la présencentBA et de quantifier cette variation

afin de comparer les résultats inter-analytes etfar-échantillons.

|. 2. Les variations d’états de charge

l. 2. a. Valeurs descriptives de |'état de charge

L’état de charge d’'un analyte n'est pas accesgibleune coordonnée (abscisse
ou ordonnée) du spectre de masse mais doit égelé€aoit : (i) a partir de la valeur de
m/z lorsque la masse de I'analyte est connue(igadt partir de la différence de m/z entre
deux pics consécutifs d’'un massif isotopique loestgurésolution le permet. Ce concept
d’analyte multichargé a mené les analystes a smdowers les outils statistiques pour
décrire des distributions d’'états de chare,, (plusieurs états de charge représentatifs
d’'un méme analyte) qui, pic a pic, représententfdeames gaussiennes plus ou moins
déformées. En 1994Cole and co-worker§ ont adapté I'équation de la moyenne
pondérée Equation 3-3) permettant de moyenner une variable statistiquentitative

discrete, ici I'état de charge.

(Eq 3-3) VA _ 4t 2()+3Uz4) + A Uny) _ 2111 (i1iy) _ ltotponderee
. avg Ijp+ Iy + Izp+ oo+ Iy 2? Iiy) Irot

Dans cette équation, les intensités du signal dewhdes états de charge.(l;:

les effectifs de la variable) sont pondérées pamalaur de leur état de chargee(i les

% G. Wang, R. B. Cole ; Effect of Solution lonic &igth on Analyte Charge State Distributions in fasiand
Negative lon Electrospray Mass Spectromefyal. Chem.1994 66, 3702-3708.
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valeurs discrétes de la variable) puis sommées agites. Cette somme d’intensités

pondéréesl { ponderep €St €Nsuite réduite par la somme des intensit@pandéréed ).

La valeur d’etat de charge moyen,§) n'est pas la seule grandeur statistique
permettant de décrire cette population d'étatstdege. La médianiee., valeur d'état de
charge séparant la population en deux groupes deengdfectif, permettrait aussi de
décrire de tels systemes. De plus, de par l'altledorme gaussienne des distributions
d’états de charge, ces derniéres peuvent étretepar le mode (ou classe modale)
la valeur d’état de charge ayant le plus grandceffdz,.q9, €t I'étenduei.e, la

différence entre la plus grandaidy) et la plus petite valeur4,) atteinte par la série.

l. 2. b. Introduction de la CEfG,

Depuis I'introduction du concept de « superchargegmeparWilliams and co-
workerg? ce phénomeéne est décrit par les valeursydede zign et de »w avant et apres
la (ou les) modification(s) appliquée(s) au systéEre 2009,Loo and co-workef3 ont

décrit le pourcentage de charge supplémentaireuléadh partir de Equation 3-4).

(z en présence de mNBA)—(z, en absence de mNBA)
(Eq. 3-4) Yosup = —2 g X 100

Zgyg en absence de mNBA

Plus simplement, nous avons choisi de définir leffa@ent d’augmentation de
charges CEGyq, pour Charge Enhancement Coefficient at 1% of mNBAmme la
différence entre la valeur dg,gen présence de 1% d&NBA sur la valeur de &4 en
absence delNBA (Equation 3-5).

(Eq. 3-9)
CECyy, = (Zqvg enprésence de 1% de mNBA) — (z4,4 en absence de mNBA)

De cette maniére, une valeur de GE@ositive montre une augmentatide la

valeur de z4 d'un analyte et une valeur négative en montreidasimlition. La CEGo,

permet donc de n'observer que la variation indp#el’action demNBA et de quantifier
cette variation en nombre de charges supplémesitageayui facilitera la discussion de
leurs localisations.
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Il. Influence dunNBA sur les processus de désorption/ionisatiorgsi(+)

Ayant dorénavant les outils mathématiques nous @amt de quantifier et de comparer les
variations induites par I'ajout 1% aeNBA dans des solutions contenants des NCX, noussavo
décidé de commencer par évaluer I'effet de la piéselemNBA sur les peptides d’intérét pour
I'étude de la stabilité des NCX biologiques « suawits » en phase gazeuse. Nous pourrons ainsi

estimer I'influence de la présence du partenaiémgue composant ces derniers.

Il. 1. Variations observées pour les peptides

Nous avons choisi, pour cette étude, deux fragmeetsbradykinine modifiés de
séquences PPGFSRIK et PPGFSPRR (respectivement, notésKkK et —RR et, de
masses moléculaireb() égales a 1003,55 Da et 1059,56 Da), et le fraghei24 de I’
adrénocorticotrophineACTH) de séquenc PVGKKRR PVKVYP (noté11-24; My, =
1651,04 Da). Ces peptides ont été choisis pous learts caractéeres basiques (tant en
solution qu’en phase gazeuse) favorisant la foonatie SBI entre les résidus basiques
du peptide et les groupements phosphates acidesirid’ADN®’. En effet, les résidus
d’arginine et de lysine sont, avec les résidusdtitine, les acides aminés ayant les plus
fortes affinités protoniques. De plus, dans de ¢iéntes études de notre laborat8ite
I'utilisation des voies de fragmentation des pegiKK et—RR i.e., la perte d’'un (ou
de deux) résidu(s) proline lorsque ce résidu esopgé, a permis de localiser les charges

portées par ces peptides apres activation par @t danalyseur.

La Figure 3-1 présente l'influence de la présence de i®BA sur les distributions

d’états de charge de peptides protonés formés Plaefiemode positif.

37 K. Schug, W. Lindner ; Development of a screeniechnique for noncovalent complex formation between
guanidinium- and phosphonate- functionalized angioiols by electrospray ionization ion trap mass spetry :
assessing ionization and functional group inteoactnt. J. Mass Spectron004 235, 213-222.

% 3. Alves, A. Woods, J.-C. Tabet ; Charge StatedEfbn the Zwitterion Influence on Stability of Noovalent
Interaction of Single-stranded DNA with PeptidésMass Specrton2007, 42, 1613-1622.

393, Alves, A. Woods, A. Delvolve, J.-C. Tabet. irfhce of Salt Bridges Interactions on the Gas-pBésaility of
DNA/Peptide Complexesnt. J. Mass Spectron008 278 122-128.
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Figure 3-1.Spectres de masses de peptides protonés de ség(&npePPGFSPFKK(c, d) PPGFSPFRR
et (e, f) KPVGKKRRPVKVYP, formés par ESI en mode posifi, c, e)en l'absence efb, d, f) en
présence demNBA. Conditions expérimentales. Concentration: 5umol/L. Solvant: mélange
eau/méthanol (v/v, 1:1) tamponné par de I'acét&muohonium (20 mmol/L ; pH: 7). Instrument. LTQ-
Orbitrap-XL Paramétres de la source.Mode : ESI(+) par infusion. Débit liquide : (B./min. Tension
d’ionisation : +3,7 kV. Débit gazeux : 20 (u.&Parametres de l'interface.Température du capillaire de
transfert : 230°C. Tension au capillaire de tramsf80 V. Tension au « Tube Lens » : 130 V.

Pour les peptidesKK et —RR, la comparaison des spectres de masses obtensis san
(Figure 3-1aet 3-19 ou avec [tigure 3-1bet 3-1d) I'addition demNBA ne montre pas

de différences particulieres. En effet, les valeleas,gn comme celles dggg sont restees
inchangées. Seules les augmentations des intensitdives des signaux de plus hauts
états de chargdse. [-KK + 3HF" et FRR + 3HF", montrent une augmentation de la
valeur de g4 De plus, comme aucune modification des abondaretasves des pertes

de résidus proline n’a été observée, nous pouvansure que la localisation des charges
au sein des ions précurseurs ayant perdu des s&sidline (i.e.z = 1 etz = 2) n'a pas

été modifiée.
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Pour le peptidd.1-24 la comparaison des spectres de masses obtersu§-ganme 3-19

ou avec Figure 3-1f) l'addition de mNBA est plus représentative de l'effet (de
« superchargement ») que I'on pourrait attendreefiet, la distribution d’états de charge
a éte élargie par 'augmentation digz(dez = 4az = 5). De plus, l'intensité relative de

lion [11-24+ 4H[** a augmenté alors que celle de I'idd {24+ 2HF" a diminué.

Le Tableau 3-1présente les résultats numériques permettant eserigtion plus précise

des effets induits par la présencenadBA (lors des processus de désorption/ionisation

par désolvatation) sur l'ionisation de peptides.

PEPTIDES
ESI(+) KK | -RR | 1124
1+ 9,82 x16 7,58 x16 4,08 x106
2+ 8,42 x10 4,39 x10 4,95 x16
SansmNBA 3+ 3,77x16  7,95x16 1,05 x16
" 4+ 6,77 x16
Lu ot 1,32 x18 5,95 x10 2,23 x10
) 1+ 258x10  1,12x10 2,98 x10
Z 2+ 1,47x16  564x10  4,73x10
= 3+ 1,55 x18 1,39 x10 1,19 x10
£ 1% demNBA 4+ 9,30 x16
5+ 3,12 x16
ot 3,28 x16 8,15 x10 2,91 x10
SERyy, 2,48 1,37 1,30
Ziow 1 1 1
" SansmNBA Zave 2,21 2,01 3,08
% Zhiqh 3 3 4
x Ziow 1 1 1
< 1% demNBA Zove 2,39 2,03 3,37
© Zhigh 3 3 5
CEC1, 0,18 0,02 0,29

Tableau 3-1.Valeurs d'intensités absolues (par état de chadgs) états de charge les plus bgg)(et des
états de charge les plus hautg(zobtenues a partir des spectres de masse présamesaFigure 3-1 et
valeurs d'intensités totalekf), des rapports d’amélioration du sign8ER;«), des états de charge moyens
(Zavg) €t des coefficients d’amélioration de charG&C,,) calculés a partir deSquations 3-1, 3-2, 3-3t
3-5.

Dans un premier temps, nous pouvons remarquer daes les mémes conditions
instrumentales, I'ajout de 1% deNBA a augmenté l'intensité absolue de chaque espéce
moléculaire, hormis les plus bas états de chargeegtidel1-24(i.e.,z = 2etz = 1). En
effet, les valeurs de SER sont toutes supérieures a 1 (respectiver2g@ 1,37et1,30

pour—KK, —RR et11-24), montrant 'augmentation dil de chaque peptide.
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Dans un second temps, nous pouvons confirmer qaes des mémes conditions
instrumentales, I'ajout de 1% aaNBA a augmenté la valeur dg,gde chaque peptide
en favorisant leurs protonations (valeurs de @E@gales a0,18 0,02 et 0,29
respectivement powKK , —RR et11-24).

Il. 2. Variations observées pour les complexes non-cotslen

Il. 2. a. Influence de la présence de I'oligonucléotide |&aation de
MNBA

Comme le peptidd1-24 a montré une augmentation de la valeur de @
0,29 charge en moyenne, nous l'avons sélectionngé estimer l'influence de I'ajout
d’'un partenaire nucléique. Ce peptide a aussil@ésicpour le grand nombre de résidus
basiques, lui permettant potentiellement de podes protons supplémentaires aux
charges impliguées dans la (ou les) interacticanst le brin d’ADN. Nous avons choisi
parmi les partenaires nucléiques d’intérét, I'ofigoléotide de séquence@T3G, (My =
3686,62 Da) ayant une grande acidité apparentehasepgazeuse.€., une valeur de
AG%cig.app Plus faible), afin de favoriser la formation de IS&abilisant les NCX
biologiques, mais proposant néanmoins des sitesprdéonation énergétiquement

accessibles sur les nombreuses guanines.

Le Tableau 3-2présente les résultats numériques permettantdealées effets
induits par la présence de 1#NBA (lors des processus d’ionisation) sur des NCX

biologiques.

Dans un premier temps, nous pouvons remarqueregugaleurs de SER des
partenaires protonés (considérés individuellemamsde mélange) sont inférieures a 1
(respectivemen®,28 et 0,61 pour 11-24 et TsG,T3G,), montrant une diminution de la
guantité absolue de chacun des partenaires nomi@ppéan considérant que la présence
de mNBA, dans les microgouttelettes chargées (lorsptesessus d’évaporation) et/ou
dans les agrégats chargés (lors des processusaegatation), augmente I'état de charge

du peptide, on peut considérer que ce dernierlestsusceptible de former une (ou des)
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NCI avec le brin d’ADN avec qui il peut étre endrdaction. D’ailleurs, cette explication

est appuyée par la valeur de SERupérieure a 1 observée pour les iNGX.

MELANGE
ESI(+) 1124 | NCX | TG.T.0,
2+ 1,70 xlg 5 2,44 xlg
3+ 5,25 x1 7,21 x1 1,16 x1
a Sans mNBA = 2,54 x16
= Lot 6,95x160 2,62 x10 1,19 x10
2 2+ 1,51 xlg 5 1,48 xlg
m 3+ 1,58 x1 1,59 x1 5,81 x1
S| 1%demNBA 1 1'sgx16 419 x16
Lot 1,91x16  5,78x10° 7,29 x16
SERy, 0,28 2,21 0,61
Ziow 2 3 2
1) Sans mNBA Zavg 2,75 3,97 2,98
(Lg Zhigh 3 4 3
x Ziow 2 3 2
L | 1%demNBA | z, 3,02 3,73 2,80
© Zhign 4 4 3
CECyy 0,27 -0,25 -0,18

Tableau 3-2.Valeurs d’intensités absolues (par états de chadjétats de charge les plus bag.jzet

d’états de charge les plus hautggfr obtenues a partir d’'un mélange équimolaire ADNfjole dans les
mémes conditions expérimentales et instrumentalesles spectres présentés dan&itpure 1 valeurs

d'intensités totalesl{;), des rapports d’amélioration du sign8ERy ), d'états de charge moyerg,{) et

des coefficients d’amélioration de char@EC,.,) calculés respectivement a partir dgiations 3-1, 3-
2, 3-3et 3-5.

Dans un second temps, nous pouvons remarquer gaéelar de z,4des peptides
non appariés a augmenté en présence de 1%NBA et que cette augmentation est
comparable a celle obtenue en absence des bril¥N\I{EEC,¢, respectivement égales a
0,27 et 0,29, dans lefableaux 3-2 et 3-1 De plus, nous pouvons observer une
diminution de la valeur de,g des ionsNCX en présence de 1% aeNBA pouvant
s’expliquer par la diminution de la valeur dgqzles ionsTsG.T3G, qui est également
observée (valeurs de Clfgrespectivement égales-@25 et a-0,18. Cette diminution
pourrait donc s’expliquer par une action mdIBA directement sur les brins d’ADN.
Cependant, la valeur de Cg£de TsG,T 3G, (négative) peut aussi s’expliquer par la (ou
les) rupture(s) de la (ou des) NCI durant le trarish I'analyseur des iof$CX dont la
charge gpréalablement été réduite. Cela impliquerait agssi lemNBA a un effet sur
les brins d’ADN, mais seulement au sein 8&3X donc uniquement en présence d'une
entité peptidiqguevia un appariement a plusieurs corps. Dans ce caBmaution de la

valeur de zgo0bservée pour les io$G,T3G, n'est que le reflet de 'augmentation de la
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valeur de g4 des ionsl1-24par dissociation des partenaires impliqués darfeudes)
NCI. Afin de lever cette ambiguité, nous avons déai’examiner I'effet de la présence
de mMNBA dans des solutions ne contenant que des olgéatides par ESI en mode
positif.
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a) (FT 1000-2000) #1-10
RT: 0.01-1.76 AV: 10
FTMS+p ESI Full ms

| [DNA]2*
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Figure 3-2.Spectres de masse des oligonucléotides de séqugB£E;G, formés par ESI en mode positif
(a) en I'absence efb) en présence delNBA. Conditions expérimentales.Concentration : Gumol/L.
Solvant : mélange eau/méthanol (v/v, 1:1) tampgueréde I'acétate d’ammonium (20 mmol/L ; pH7).
Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Parametres de la sourceMode : ESI(+) par infusion. Débit liquide : 5
puL/min. Tension d’ionisation : +3,7 kV. Débit gazeuR0 (u.a.)Parametres de l'interface.Température
duMg:apiIIaire de transfert : 230°C. Tension aultzp de transfert : 80 V. Tension au « Tube Lensl30
V.

La Figure 3-2 présente l'influence de la présencerddBA sur la distribution
d’états de charge des ioiigG,T 3G, formés par ESI en mode positif. La comparaison
des spectres de masse obtenus shiggire 3-28 ou avec Figure 3-2b) I'ajout de
mNBA montre la méme diminution dwg que les échantillons contenant le peptide et le
brin d’ADN simultanément (valeurs de Ckfrespectivement égales-@,18 et -0,22).
Nous pouvons donc conclure que les valeurs de i HE@gatives observées dans le
Tableau 3-2sont dues a une protonation défavorable des WifBN en présence de
MNBA pendant les processus de désorption/ionisaiormode positif sans assistance

d’'un partenaire protéique.

40 B. Brahim, S. Alves, R. B. Cole, J.-C. Tabet ; @gaEnhancement of Single-Stranded DNA in Negative
Electrospray lonization Using the Supercharginggeea Meta-nitrobenzyl Alcoholl. Am. Soc. Mass Spectrom.
2013 (DOI 10.1007/s13361-013-0732-8)
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II. 2. b. Influence de la présence daNBA sur les voies de

fragmentations

La compréhension des voies de fragmentations d€X Niologiques est
essentielle a I'étude de leurs stabilités. Nousnavmontré précédemment (dans les
partiesll. 1. etll.2.) que la présence daNBA dans les solutions analysées augmente la
valeur de §; d’ions peptidiques formés par ESI en mode posi#pendant, afin de
pouvoir utiliser ces augmentations d’intensités signaux a I'étude de la stabilité des
NCX biologiques, nous devons veérifier si ces iorsirvivants » supplémentaires (rendus
possible par la présence d&NBA) ne présentent aucune modification structurelle
conformationnelle par rapport a leurs analoguesnésr en absence deNBA. Sans
entrer dans les détails (description plus exhagistans IeChapitre 5), la comparaison
des dissociations (induites par collisions en ssuou dans l'analyseur) d’ions
précurseurs issus du transfert en phase gazeuse,osaen présence adeNBA, n'a
montré aucune modification majeure de la naturel@liabondance des ions fragments

observés.

En effet, comme nous I'avons vu auparavant (t.fl.), la présence delNBA
lors des processus d’évaporation et de désolvatate modifie pas les dissociations
induites par collisions en source observées posirpaptides fragiles i.esKK et—RR
(Figure 3-1). Par exemple, indépendamment de la présenaaNEA, les ions—KK
doublement et simplement protonés (respectivememtzeb02.78&tm/z 1004.56ur les
Figure 3-laet 3-1b) perdent respectivement un et deux résidus preatiries ions-RR
doublement et simplement protonés (respectivememtzeb30.7%®t m/z 1060.5%ur les

Figure 3-1cet3-1d) ne perdent chacun qu’un résidu proline.

La Figure 3-3 présente l'influence de la présence de 1%nidBA sur les
dissociations induites par collisionSID pour Collision Induced Dissociatignde NCX

multiprotonés apres une étape d’isolation dansaliseur.
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Figure 3-3.Spectres CID de NCX multiprotonés i.@, b) [11-24 + EG,T5G, + 4HT*" et(c, d) [11-24 +
TeCTs + 4H]", formés par ESI en mode posifd, c) en I'absence etb, d) en présence deNBA.
Conditions expérimentales.Mélange équimolaire ADN/peptide. Concentration nmoaoes : Sumol/L.
Solvant : mélange eau/méthanol (v/v, 1:1) tampquaréde I'acétate d’ammonium (20 mmol/L ; pH7).
Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Parametres de la sourceMode : ESI(+) par infusion. Débit liquide : 5
uL/min. Tension d’ionisation : +3,7 kV. Débit gazeuR0 (u.a.)Parametres de l'interface.Température
du capillaire de transfert : 230°C. Tension aulzm de transfert : 80 V. Tension au « Tube Lensl30
V. Paramétres d’activation. Méthode : CID. Fenétre d'isolation: 3,6 (u.a.). djactivation : 0,250.
Energie de collision normalisée : 20 %. Temps dvation : 1,5 ms.

La comparaison des spectres CID obtenus dans leseséonditions instrumentales,
pour les ions I1-24 + TsG,T3sG, + 4H["" sans Eigure 3-33 ou avec Figure 3-3b)
I'ajout de MNBA et pour les ionsi[1-24 + T¢CTs + 4H]** sans Figure 3-39 ou avec
(Figure 3-3d) I'ajout de mNBA, ne montre aucune différence tant sur les vales
fragmentations que sur les intensités relativesates précurseurs et des ions fragments.
La nature des ions NCX issus des processus deexchigsggement » est donc similaire &
celle des ions de références. dNBA peut donc étre utilisé pour augmenter les
intensités des ions NCX et ainsi faciliter leur Igga sans risque pour la véracité des

résultats obtenus.

I1l. Influence dumMNBA sur les processus de désorption/ionisatior5®i(-)

Dans cette partie, nous allons examiner l'influedeenNBA sur les processus d’évaporation des
gouttelettes et de désolvatation des agrégats hek mode négatif. Les nombreux groupes
phosphates présents sur le squelette des oligatigels, et donc le caractére acide des brins

d’ADN, expliquent pourquoi ces composeés ont priatment été étudiés en mode
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négatif®414243444548) 5 seule étude décrivant un effet mBIBA sur des brins d’ADN a été
réalisée en ESI(-) pavladsen et Brodbélt Dans cette étude, il a été décrit que la présdace
MNBA dans des solutions de duplex d’ADN augmentadisité du signal de ces derniers sans
modifier leurs voies de fragmentation et facilitesaleur analyse. Il a aussi été montré, dans les
informations supplémentaires, qu'en présence eikeese MNBA, les duplex d’ADN ont
tendance a se dissocier en source, produisant lemsimples brins d’ADN correspondants.
Notons que méme si cette derniere remarque n'a g@scommentée par les auteurs,
I'observation de tels phénomenes sur les dupleXDfiiAcorrélant avec la dénaturation partielle
observée pour les protéines étudiées par ESI er mositif) pourrait n’étre que le reflet de la
perte de certaines NCI. Cependant, au vu des aésulbtenus précédemment par ESI en mode
positif (c.f.1l. 2. a.) i.e., une valeur de CEG; négative, nous avons décidé d’examiner de plus
pres I'effet denNBA sur la nature et I'intensité des signaux deptes brins d’ADN par ESI en

mode négatif.

I1l. 1. Variations observées pour les oligonucléotides

Dans le but de mieux comprendre I'influem®°,ciq,appdes oligonucléotides sur I'action
de mNBA durant les processus d’ionisation par ESI, &tghtes séquences d’ADN de

longueurs variables (de 6-mer a 12-mer) ont eténaees.

La Figure 3-4 montre l'influence de la présence m®IBA sur la distribution d’états de
charge des ions oligonucléotidiques de séquence(&imer) formés par ESI en mode

négatif. La comparaison des spectres de masse usbtans Kigure 3-48 ou avec

“L P, A. Limbach, P. F. Crain, J. A. McCloskey ; Giwerization of oligonucleotides and nucleic adigsmass
spectrometryCurrent Opinion in Biotechnology{ 995 6, 96-102.

“2P. F. Crain, J. A. McCloskey ; Applications of mapectrometry to the characterization of oligoeotitles and
nucleic acidsCurrent Opinion in Biotechnology 998 9, 25-34.

*3 E. L. Esmans, D. Broes, |. Hoes, F. Lemiere, Knhautte ; Liquid chromatography—mass spectrometry i
nucleoside, nucleotide and modified nucleotide abt@rizationJ. Chromatogr. A1998 794, 109-127.

4 J. Wu, S. A. McLuckey ; Gas-phase fragmentatioml@fonucleotide ionslnt. J. Mass Spectrom2004 237,
197-241.

% J. H. Banoub, R. P. Newton, E. Esmans, D. F. Ewig Mackenzie ; Recent Developments in Mass
Spectrometry for the Characterization of Nucleosjdgucleotides, Oligonucleotides, and Nucleic Aci@eem.
Rev, 2005 105 1869-1915.

“°F. Rosu, S. Pirotte, E. De Pauw, V. Gabelica jtResand negative ion mode ESI-MS and MS/MS fardging
drug-DNA complexesint. J. Mass Spectron006 253 156-171.

47J. A. Madsen, J. S. Brodbelt ; Asymmetric Charggiffoning upon Dissociation of DNA Duplexek. Am. Soc.
Mass Spectrom201Q 21, 1144-1150.
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(Figure 3-4b) I'ajout de MNBA montre clairement I'effet denNBA sur la distribution
d’'états de charge obtenue pour des simples briBN: La présence deNBA a élargi

la distribution d’états de charge de 1 a 4 étatstdgge détectés. De plus, alors que la
valeur de g, est restée inchangée, la présenceldBA a nettement augmenté la valeur
du zgh dez = -2az = -5. L'état de charge = -5 correspond a la déprotonation de tous
les groupements phosphates constituant ces sinipies d’ADN (6-mer) et par
conséquent, a I'état de charge maximum potensigl)( Enfin, notons que les pics
satellites présents sur lRagure 3-4b correspondent a des ions adduits avec des métaux

alcalins tandis qu’aucun adduit d®&BA n’a été observe.
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Figure 3-4.Spectres de masse de I'oligonucléotide de séquémgéormés par ESI en mode négdtj en
I'absence efb) en présence daNBA. Conditions expérimentales Concentration monomeres ufol/L.
Solvant : mélange eau/méthanol (v/v, 1:1) tampqgueréde I'acétate d’'ammonium (20 mmol/L ; pH7).
Parameétres de la sourcelnstrument : LTQ-Orbitrap-XL. Mode : Infusion p&Sl. Débit liquide : 5
uL/min. Tension d’ionisation : -3,5 kV. Débit gazeug0 (u.a.)Paramétres de l'interface.Température
du caa(i)llaire de transfert : 280°C. Tension au ltzp de transfert : -50 V. Tension au « Tube Lens
110 V.

La Figure 3-5 montre l'influence de la présence m®IBA sur la distribution d’états de
charge des iongG,A2T,ACA, (12-mer) formés par ESI en mode négatif. La
comparaison des spectres de masse obtenusFHgnse(3-59 ou avec Figure 3-5b)
I'ajout de MNBA suit la méme tendance que celle observée sdistabution d’états de
charge pour des brins d’ADN plus courts (6-mer). drasence denNBA a élargi la
distribution d’états de charge de 3 a 7 états @degehsimultanément détectés. De plus,

alors que la valeur dgo.z est aussi restée inchangée, la présencaeNBA a provoqué
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augmentation de la valeur dyi% dez = -4 az = -8 correspondant a la déprotonation
de 8 des 11 groupements phosphates constituasinegkes brins d’ADN (12-mer).
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Figure 3-5. Spectres de masse des oligonucléotides de séq@AgE,A,C,A, formés par ESI en mode
négatif (a) en l'absence ef{b) en présence denNBA. Conditions expérimentales. Concentration
monomeres : mmol/L. Solvant : mélange eau/méthanol (v/v, 1:1hpanné par de I'acétate d’'ammonium
(20 mmol/L ; pH= 7). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Paramétres de la sourceMode : ESI(-) par
infusion. Débit liquide : JuL/min. Tension d’ionisation : -3,5 kV. Débit gazeuf0 (u.a.)Parameétres de
l'interface. Température du capillaire de transfert: 280°Cnsi@ au capillaire de transfert: -50 V.
Tension au « Tube Lens » : -110%/.

Les Tableaux 3-3et 3-4 présentent les résultats obtenus par ESI en magitihgour
toutes les solutions d’oligonucléotides testéesabsence et en présence de 1% de
mMNBA.

Dans un premier temps, nous pouvons remarquer gsievdleurs de SER sont
systématiquement supérieures aThbleau 3-3 indiquant que la présence de 1% de

MNBA implique invariablement une amélioration durgijdes simples brins d’ADN.

Dans un second temps, nous pouvons remarquer gtesties valeurs de Ckfosont
strictement positivesT@bleau 3-9 montant la capacité deNBA a augmenter I'état de
charge moyen de simples brins d’ADN en favorisaotrd déprotonations. De plus, les
valeurs de CEG, des plus longs oligonucléotides semblent augmevies le nombre de
nucléobases thymines et de plus faibles variatisoist observées en fonction des

positions de ces dernieres.
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SansmNBA 1% mNBA
ESI(-) ™ RSD L RsD | SERuws RSD
6-mer
5-TTTTTT-3' 8.36 x16  +2% | 453x16 +12% 5,4 +12%
5-TTATTT-3’ 6.17x16 3% | 3.70x16 +3% 6,0 + 4%
5-TTCTTT-3' 6.55x10 2% | 4.41x16 +3% 6,7 + 3%
5-GTTTTT-3’ 8.60x16 +4% | 6.96x16 +2% 8,1 + 5%
5-GGGTTT-3' 561x16 +1% | 6.25x16 +2% 11,1 + 2%
12-mer
5-AAAAACCAAAAA-3’ 247x16 5% | 8.30x16 +1% 3,3 + 5%

5-GGAATTAACCAA-3’ 1.94x16 +2% | 7.67x10 +1% 3,9 +3%
5'-CCAATTAAGGAA-3’ 240x16 +3% | 7.66x16 1% 3,2 + 3%
5'-GGGCCACAATTT -3’ 229x16  +3% | 572x16 1% 2,5 + 3%
5-TTT CCACAAGGG-3' | 2.62x16 +2% | 6.33x10 +3% 2,4 + 4%
5-AAATTGTGGCCC-3 213x16  +4% | 6.37x16 3% 3,0 + 5%
5-CCCTTGTGGAAA-3’ 1.74x16  +5% | 4.72x10 +2% 2,7 +6%
5-TTGGTTAATTCC-3’ 1.61x16 +8% | 930x10 +2% 5,8 + 8%
5-GGTTAATTCCTT-3 317x16  +2% | 8.77x16 +6% 2,8 + 6%
Tableau 3-3. Valeurs d'intensités totales,{; Equation 3-1) et des rapports d’amélioration du signal
(SERyy ; Equation 3-3) calculées a partir des résultats obtedes spectres de masse réalisés dans les
mémes conditions expérimentales et instrumentaleslesFigures 3-4 et 3-5. Les écarts types relatifs
(RSDpourRelative Standard Deviatipont été calculés a partir de 10 mesures difféffit

SansnNBA 1% mNBA
Zavg RSD Zigh Zavg RSD Zigh CECl% RSD

6-mer
5-TTTTTT-3’ 2,00 +0,1% 2 3,17 +15% 5 1,17 +4,5%
5-TTATTT-3’ 2,00 +0,1% 2 3,17 +0,3% 5 1,18 +1,0%
5-TTCTTT-3’ 2,00 +0,1% 2 3,19 +0,3% 5 1,19 +0,9%
5-GTTTTT-3 2,00 +0,1% 2 3,36 +0,2% 5 1,36 +0,7%
5-GGGTTT-3’ 2,04 +0,1% 3 3,27 +0,2% 5 1,23 +0,5%

12-mer
5-AAAAACCAAAAA-3’ 2,88 +0,1% 4 4,22 +0,2% 7 1,34 +0,7%
5'-GGAATTAACCAA-3’ 3,04 +0,1% 4 452 +0,1% 8 1,49 +0,5%
5'-CCAATTAAGGAA-3’ 3,05 +0,1% 4 4,49 +0,4% 8 1,43 +1,9%
5-GGGCCACAATTT -3’ 3,17 +0,1% 4 456 +0,3% 7 1,38 +1,2%
5-TTT CCACAAGGG-3’ 3,16 +0,1% 4 456 +0,2% 7 1,41 +1,0%
5-AAATTGTGGCCC-3’ 3,09 +0,2% 4 462 +0,2% 8 1,52 +1,0%
5'-CCCTTGTGGAAA-3 3,23 +0,1% 4 476 +0,2% 8 1,54 +1,2%
5-TTGGTTAATTCC-3’ 3,12 +0,1% 4 471 +0,3% 8 1,59 +1,4%
5-GGTTAATTCCIT-3 3,13 +0,1% 4 4,73 +0,2% 8 1,60 +0,9%

Tableau 3-4.Valeurs d'états de charge moyeng(; Equation 3-3), d’états de charge les plus haug,{

et des coefficients d’amélioration de charggEC,y, ; Equation 3-4) calculées a partir des résultats
obtenugdes spectres de masse réalisés dans les mémesorenekpérimentales et instrumentales que les
Figures 3-4et 3-5. Les écarts types relatifRED pour Relative Standard Deviatipront été calculés a
partir de 10 mesures différent@s.
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I1l. 2. Variations observées pour les complexes non-cotslen

lll. 2. a. Influence de la présence du peptide sur I'act®emidBA

La Figure 3-6 montre l'influence de la présence o®BA sur les distributions
d’'états de charge issues d'une solution d'un meéagéguimolaire ADN/peptide,
respectivement sG,T3G, et 11-24 formées par ESI en mode négatif. La comparaison
des spectres de masse obtenus dagsre 3-68) ou avecfigure 3-69 I'ajout de 1% de
mNBA a montré une distribution d’états de charge slegples brins d’ADN similaire a
celle obtenue pour des solutions ne contenant gsielerniers.e., son élargissement par
'augmentation de sa valeur dgyz La distribution d’états de charge des idNGX suit
la méme tendance que celle observée pour les sirbples d’ADN. En effet, la présence
de mNBA a élargi leur distribution d'états de charge #ea 4 états de charge
simultanément détectés. De plus, alors que la valew,, est aussi restée inchangée, la

présence de?NBA a augmenté la valeur dug de z=-3 a z = -6.
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Figure 3-6. Spectres de masse d'un mélange équimolaire pepbd&/respectivement le fragment 11-24
d’ACTH et I'oligonucléotide de séquenceGTsG,, formés par ESI en mode négdéj en I'absence et en
présencgb) de 0,5% e(c) de 1% danNBA. Conditions expérimentales.Concentration monomeres : 5
umol/L. Solvant : mélange eau/méthanol (v/v, 1 d@hponné par de 'acétate d’'ammonium (20 mmol/L ;
pH = 7). Paramétres de la sourcelnstrument : LTQ-Orbitrap-XL. Mode : Infusion p&SI. Débit
liquide : 5uL/min. Tension d’ionisation : -4,0 kV. Débit gazeug0 (u.a.).Paramétres de l'interface.
Température du capillaire de transfert : 230°C.si@nau capillaire de transfert : -80 V. Tensionalube
Lens »: -130 V.
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Le Tableau 3-5présente les résultats obtenus par ESI en modsihagpartir de
solutions de mélange équimolaire entre le fragme24 d’ACTH et différents
oligonucléotides, respectivement de séquenceTsG,T3Gy, — T2GoToALTCo,

G2ALTLALCA;, et AsCoAs, testées en absence et en présence de HHEBA.

ESI() Slans MNBA 1% mNBA SERw, CECyy,
tot Zavg liot Zavg

5-TTTTTGGTTTGG-3’ 7.78E+05 3.24 2.01E+06 5.69 2.58 2.45
5-TTTTT GGTTT GG-3’ 3.09E+05 3.26 4.61E+05 5.67 1.49 241
NCX 6.11E+04 3.53 8.23E+05 4.89 13.47 1.36

11-24 1.77E+06 1.94 1.08E+05 1.47 0.06 -0.47
5-TTGGTTAATTCC-3 1.52E+06 3.3 3.26E+07 5.1%5 21.45 1.85
5-TTGGTTAATTCC-3’ 7.94E+05 3.27 8.26E+06 5.46 10.40 2.19
NCX 1.55E+05 3.41 5.05E+06 4.39 32.58 0.98

11-24 1.78E+06 1.96 8.30E+04 1.47 0.05 -0.49
5'-GGAATTAACCAA-3’ 1.36E+06 3.21 2.40E+07 494 17.65 1.73
5'-GGAATTAACCAA-3’ 7.30E+05 3.19 4.04E+06 5.19 553 2.00
NCX 1.20E+05 3.37 3.16E+06 4.36 26.33 0.98

11-24 1.79E+06 1.96 8.09E+04 1.52 0.05 -0.44
5'-AAAAACCAAAAA-3’ 1.64E+06 3.07 1.47E+07 4.49 8.96 1.42
5-AAAAACCAAAAA-3’ 1.23E+06 2.97 5.36E+06 486 4.36 1.89
NCX 1.83E+05 3.21 3.94E+06 4.16 21.53 0.95

11-24 1.96E+06 1.92 1.22E+05 1.4% 0.06 -0.47

Tableau 3-5.Valeurs d'intensités totale§( ; Equation 3-1), d’états de charge moyerg, ; Equation 3-

3), des rapports d’amélioration du sign8ER;« ; Equation 3-3) et des coefficients d’amélioration de
charge CEC,y ; Equation 3-4) calculées a partir des résultats obterles spectres de masse
d'oligonucléotides seuls (séquencen italiqug et de mélanges équimolaires peptide/oligonuaéoti
réalisés dans les mémes conditions expérimentaiasteimentales que Eigures 3-6

Dans un premier temps, NoUsS pouvons remarquercqu&airement aux résultats
obtenus en mode positik., la diminution de l'intensité des signaux corrasgents aux
deux partenaires constituant le NCX, seules leswalde SER, des ionsl1-24 sont
inférieures a 1 par ionisation en mode négatifpdis, méme si les valeurs de SiRles
oligonucléotides, en présence du peptidé-24 sont toutes supérieures a 1
(respectivement, 1,49 10,4Q 5,53 et 4,36 pour Ts5G2T3Gz, T2G2T2ALTCo,
GoALTLACA, et AsCLAsg), la comparaison de ces valeurs de $ERvec celles
obtenues pour des solutions de contenant queitgsnaktléotides (séquencea italique
dans leTableau 3-5 montre la diminution de la quantité absolue djoliucléotides
déprotonés en présence du peptide. De la méme maaqie pour les ions de peptides
produits en mode positif, la présence @BBA dans les microgouttelettes chargées
augmente I'état de charge de I'oligonucléotide exdennégatif en favorisant sa (ou ses)

déprotonation(s), on peut alors considérer queecrier est plus susceptible de former
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une (ou des) NCI avec le peptide avec lequel it p&e en interaction. D’ailleurs, encore
une fois, cette explication est appuyée par legewal de SER, (supérieures a 1)
observées pour les ioNCX (respectivement3,47, 32,58 26,33et21,53pour les NCX
contenant sGoT 3Gz, ToGoaT2ALT2C,, GoALT2A2CA et AsCoASs).

Dans un second temps, nous pouvons remarquer amneution des valeurs de
Zayg des ions dd1-24en présence de 1% d®BA i.e., des valeurs de CEé négatives,
indépendamment de la séquence du partenaire otigmitidique. Nous pouvons aussi
remarquer, indépendamment de la présence du peptideaugmentation des valeurs de
Zavg (et de CEGy) des oligonucléotides présentés danbadbleau 3-5par rapport a ceux
présentés dans [€ableau 3-4 attribuée aux conditions de désolvatation plusesiu

nécessaires au transfert des NCX de plus hautsntapp/z jusqu'a I'analyseur.

De plus, notons que méme si les IONEX montrent (comme en mode
d’ionisation positif) la méme tendance que les $amrins d’ADN, de par la présence
du peptidel1-24au sein des ionNCX, leurs valeurs de CE§ (respectivement égales a
1,36 0,98 0,98 et 0,95 pour les NCX constitués des oligonucléotidess,T 3G,
T2G2TLALTCo, GoALTALCA, et AsCoAs) sont restées inferieures aux valeurs calculées
pour les oligonucléotides déprotonés dans le mélé@& Gy, égales 2,41, 2,19 2,00et
1.89respectivement potrsG,T3Ga, ToGoT AT 2Co, GoALT,ALCLA, et AsCLAS).

lll. 2. b. Influence de la présence daNBA sur les voies de

fragmentations

Comme en mode d’ionisation positifl.(2. b.), afin de pouvoir utiliser les
augmentations d’intensités des signaux a I'étudéadstabilité des NCX biologiques,
nous devons veérifier si les ions « survivants »pg&pentaires (rendus possibles par la
présence delNBA) ne présentent aucune modification structurelieconformationnelle
par rapport a leurs analogues formés en absencelNRA. Encore une fois, la
comparaison des dissociations induites par exgitatésonnante dans le LTQ d'ions
précurseurs formés, sans ou en présencenNdiBA, n'a montré aucune modification

significative de la nature et de I'abondance das foagments observes.
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La Figure 3-7 montre l'influence de la présence de 1% rdBBA sur les
dissociations induites par excitation résonnantérites d’ADN triplement déprotonés.
La comparaison des spectres CID obtenus dans leseséonditions instrumentales,
pour les ions [AC,As — 3HJ*, sans Figure 3-78 ou avec Figure 3-7b) l'ajout de
mNBA, ne montre que l'augmentation de I'abondanes idns précurseurs sans aucune
modification des voies de fragmentations détecitéesde I'abondance relative des ions

fragments les uns par rapport aux autres.
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Figure 3-7. Spectres CID d'oligonucléotides triplement déprémie., [AC,As — 3HF", formés par ESI
en mode négatifa) en I'absence efb) en présence de 1% deNBA. Conditions expérimentales.
Concentration monomeres umol/L. Solvant : mélange eau/méthanol (v/v, 1:panné par de I'acétate
d’ammonium (20 mmol/L ; pH: 7). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL Parameétres de la sourceMode :
ESI(+) par infusion. Débit liquide : hL/min. Tension d'ionisation : -3,5 kV. Débit gazeu5 (u.a.).
Parameétres de l'interface. Température du capillaire de transfert: 230°Cnsi@n au capillaire de
transfert : -50 V. Tension au « Tube Lens » : -Y1MParamétres d’'activation. Méthode : CID. Fenétre
d’isolation : 3,6 (u.a.). gd’activation : 0,250. Energie de collision normsék : 30%. Temps d’activation :
1,5 ms.

La Figure 3-8 montre I'influence de la présence de 1%nadBA sur les dissociations
induites par excitation résonnante de NCX multirdggnés. De méme que pour les
simples brins d’ADN, la comparaison des spectre® ©btenus dans les mémes
conditions instrumentales, pour les ions [11-24&;TsG, — 4H]", produits par ESI sans
(Figure 3-89 ou avec Figure 3-8b) I'ajout demNBA, ne montre que I'augmentation de
'abondance des ions précurseurs sans aucune paiifi des voies de fragmentations

détectéese., de I'abondance relative des ions fragments lsspan rapport aux autres.
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Figure 3-8. Spectres CID de NCX multi-déprotonés i.e., [11-2Zs6,T;G, — 4H[", formés par ESI en
mode négatifa) en I'absence dfb) en présence de 1% d®NBA. Conditions expérimentales.Mélange
équimolaire ADN/peptide. Concentration monomerésumol/L. Solvant : mélange eau/méthanol (v/v,
1:1) tamponné par de l'acétate d’ammonium (20 moolpH =~ 7). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL
Parameétres de la sourceMode : ESI(+) par infusion. Débit liquide :i&/min. Tension d’ionisation : -3,5
kV. Débit gazeux : 25 (u.a.Paramétres de l'interface.Température du capillaire de transfert : 230°C.
Tension au capillaire de transfert : -50 V. Tenssn« Tube Lens » : -110 VParameétres d’activation.
Méthode : CID. Fenétre d'isolation : 3,6 (u.a.).dipctivation : 0,250. Energie de collision norrsak :
30%. Temps d’activation : 1,5 ms.

Nous pouvons conclure que la nature i.e., la leatibn des sites chargés (libres ou en
interaction avec le partenaire), des ions NCX rudfprotonés issus des processus ESI de
« superchargement » en mode négatif est donc siendlacelle des ions de références. Le
mMNBA peut donc étre utilisé pour augmenter les isités des ions NCX et ainsi faciliter
leur analyse sans risque pour la véracité des tagsubbtenus aussi bien en mode

d’ionisation positif qu’en mode d’ionisation nédati

V. Modéle proposé pour la désolvatation des agréhaisiés

IV. 1. Dépendance du modéle vis-a-vis de la polarité

Ces dix dernieres annéesnBIBA a été décrit en profondeur dans la littérafooar sa
capacité & augmenter, par ESI en mode posititetisité du signat, la valeur de tgh €t
la valeur de zg>'%*°%%%°de peptideS?°?5 de protéingd™*0:232>2729303%¢ de NCX
protéiques-??4?® Trés tot, Williams and co-worker$ ont proposé que la tension

superficielle du solvant constitue un facteur macopique important dans le mécanisme
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de «superchargement ». En effet, la limite de &gkl (quantifiant la cascade
d’explosions Coulombienne des gouttelettes) poue gouttelette sphérique est
généralement donnée paEdjuation 3-6, ou z est la limite de charge unitaire,est la
charge élémentaire; est la permittivité du miliey, est la tension superficielle Btest le
rayon de la gouttelette.

(Eq. 3-6) zye =81 (g Rz

La modification de la tension superficielle indupar la présence deNBA, et par
conséquent, la limite (de charge) de Rayleigh tasté est supposée indépendante de la
polarité des ions choisis. Par conséquent, les m@ameliorations doivent étre observées
guelque soit la polarité de I'agrégat chargé loeslgs mémes préparations d’échantillons
et les mémes conditions expérimentales sont miseseavre (dans la limite des
possibilités de transferts de protons de I'analy@¢pendant, les valeurs de SER
obtenues pour des peptides protonés par ESI en pusiif sont toutes supérieures a 1
alors que celles obtenues en mode négatif soreganierieures a 1. Réciproquement, les
valeurs de SER, obtenues pour des simples brins d’ADN protonés 4681 en mode
positif sont toutes inférieures a 1 alors que setlbtenues en mode négatif sont toutes
supérieures a 1. De méme, les valeurs de ;@ E@lculées présentent deux tendances
différentes selon la nature de l'analyte, indépemdant de la polarité utilisée : (i)
l'addition de MNBA dans des solutions de peptides a augmenté o de charges
nettes positives (en mode positif) et a diminuadenbre de charges nettes négatives (en
mode négatif), et réciproquement, (ii) 'additioardNBA dans des solutions de simples
brins d’ADN a diminué le nhombre de charges nettesitives (en mode positif) et a

augmenté le nombre de charges nettes négativesq@a négatif).

Ce contraste des résultats obtenus pour les delaxitps d’ionisation montre que la
tension superficielle du solvant n’est probablemeas le seul facteur impliqué dans le
mécanisme ESI de « superchargement ». D’aillewwscantraste est probablement un
indice d’intérét du mécanisme de « superchargemeBn effet, il suggére quaNBA
favorise un transfert de proton intermoléculairetrf-agrégat) unidirectionnel

indépendant de la polarité d’ionisation résultapts¢it dans un plus grand nombre de
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résidus peptidiques basiques protonés, (ii) soisdm plus grand nombre de phosphates

déprotonés.

V. 2. Modéle de désolvatation existant pour les protémetonées

Pour les protéines, outre les ambiguités non-néghtes apportées par leur dénaturation
due a la présence deNBA lors de leur transfert en phase gazeusmy and co-
workerg>? ont montré que comme : (i) aucun ion mMNBA prototaéété observé dans la
région de bas rapports m/z, et (ii) les ions adgdd&mNBA sur les protéines sont perdus
sous forme d’espéces neutres (a de plus hautegi€nate transfert des ions vers
I'analyseur) bien qu’ils conduisaient a des ionslalenyoglobine « superchargés » par
ESI en mode positif, IMNBA est supposé posséder une valeur de GB plue loassles
valeurs de GRydes ions de la myoglobine multi-protonés de plust$ états de charge.
Dans le cas de nos peptides de tailles limitéeterdance ne corréle pas directement le
nombre et la nature des sites basiques, et ingtiaht, leurs basicités en phase gazeuse.
Bien que le peptidé1-24 (préesumé le plus basique en phase gazeuse depémides
testés) ai obtenu la valeur de GzQa plus grande(Q(29; Tableau 3-1), la valeur de
CEGCy Obtenue pour le peptiddRR est inférieure a celle obtenue pour le peptl&),
bien que ce dernier soit présumeé moins basiqudasepgazeuse (respectivemejiR et
0,19; Tableau 3-]). Ce résultat s’explique par la présence de SBhmmoléculaire
favorisé énergétiquement entre un groupement gunamid de I'arginine (tres basique en
phase gazeuse) et le groupement acide carboxyteju@nal (suffisamment acide en
phase gazeuse) qui, de plus, n'est pas défavoriz@pguement pour des résidus
arginines situés a I'extrémité. & °. Le manque de « superchargement », s'expliquant
par un site basique moins disponible, n’est dore lgueflet de la « survie » d’une SBI
pendant les processus de désorption/ionisationrésepce denNBA. D’ailleurs, cette
explication est cohérente par les valeurs ggde—RR qui restent inferieures a celles de

—KK, et ce, indépendamment de la présenaaNiBA.

8. S. Prell, J. T. O'Brien, J. D. Steill, J. OoragB. R. Williams ; Structures of Protonated Dijegs: The Role of
Arginine in Stabilizing Salt Bridges. Am. Chem. Sq009 131, 11442-11449.
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IV. 3. Modéle de désolvatation proposé pour les oligomiiclés

déprotonés

A partir d’observations analogues & cellesld® and co-workefd?* mais pour nos
expériences en mode neégatif d’ionisation (pas dectlén d’ion (MNBA — HJ, ni
d’adduits danNBA négativement chargés sur les oligonucléotidasyaleur deAG® de
MNBA est supposée supérieure aux valeura@®iq appdes oligonucléotides déprotonés
une ou plusieurs fois. Cependant il est aussi plessjue lemNBA n’interagisse pas
directement avec les groupements phosphates efgsikécene assistance pour déprotoner
les simples brins d’ADN. De fait, une suppressian gignal est observée lorsque le
tampon acétate d’ammonium n’est pas introduit d&cbantillon durant sa préparation.
L’acétate d’ammonium, communément utilisé comme piam dans les échantillons
d’ADN, ne contrble pas uniquement le pH de la sofut(e.g. limite la production
indésirable de duplex), mais interagit aussi aves ¢roupes phosphates qui sont
totalement déprotonés en solution (pKa < 1) et dgmere une compétition entre les ions
ammonium (NH") et les métaux alcalins pour le réle de contreformation de sel$.

Si un transfert de proton intermoléculaire (intgrémat) se produit entre mNBA et les
ions oligonucléotides pendant les derniéres étajgesdésolvatation, l'augmentation
d’états de charge obtenue devrait étre observébsence de contre-ion WH Les effets
induits par la présence daNBA peuvent donc étre expliqués par le modele de
désolvatation précédemment établi pour le trandfeltgonucléotides de la solution vers
la phase gazeuse p@aabelica and co-worke&*°

Dans ce modele, apres I'évaporation compléte duangl et durant les dernieres étapes
de désolvatation au niveau microscopique, un (os) deansfert(s) de proton
intermoléculaire(s) peut(vent) se produire entsedrions oligonucléotides et les cations
NH," menant & la neutralisation de certains phosphiEe®ligonucléotid4&>° Comme

'ammoniac (NH) n’est pas suffisamment basique pour former ddss&fbles en phase

%9 R. H. Griffey, H. Sasmor, M. J. Greig ; Oligonuafile Charge States in Negative lonization Elegirag-Mass
Spectrometry Are a Function of Solution Ammonium @oncentrationJ. Am. Soc. Mass. Spectroif97, 8, 155-
160.

0 F. Rosu, E. De Pauw, V. Gabelica ; Electrospragsrepectrometry to study drug-nucleic acids inteas.
Biochimig 2008 90, 1074-1087.
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gazeuse avec les groupements phospiiatés tels transferts de protons se produisent
préférentiellement pendant les dernieres étapesdéplvatation et sont guidés
respectivement par les valeurs de GB dezNBIL9 kJ.mdl)>" et de AG®sc.app des
oligonucléotides multi-déprotonés. Par définitida, valeur deAG°iq ne peut étre
employée uniquement pour des ions solvatés en pi@seuse, soit des agrégats de
[MNBA / NH4/ DNA"* chargés négativement libérés en phase gazeussifdes
microgouttelettes (principalement composéesnidBA dont la pression de vapeur
saturante est inférieure a celle de I'eau). Altmssque les ions NH ont I'opportunité de
laisser un proton a un oligonucléotide multi-dépngt, la présence deNBA semble
faciliter 'autre voie de désolvatation compétitivepliquant le départ direct d’'un cation
NH;" plutot qu'une molécule de Ntheutre. Il en résulte la création d’'un groupement
phosphate chargé négativement supplémentaire isardligonucléotide, et ce transfert
peut étre itéré plus d’'une fois, jusqu'a atteindreniveau maximum de déprotonation
dicté par les valeurs d&G°scappdes oligonucléotides multi-déprotonés. En consiater
ce type de réaction de déprotonation consécutiva dligonucléotide, la valeur de
AG°scappde chaque espéce multi-déprotonée augmente psogreent jusqu'au dernier
transfert de proton intermoléculaire permis therymashiquement, éventuellement le
plus haut état de charge,{®) accessible. La largeur de la distribution d’étdg¢scharge
des oligonucléotides en phase gazeuse correle alongammes de valeurs d&°%c app
des oligonucléotides déprotonés entre le premiete etlernier transferts de proton
intermoléculaire. On a donc cherché une relatidredraugmentation du nombre et de
I'efficacité de tels transferts de protons et lakeurs deAG%%ciq.app, QUi SONt dépendantes
des séquences d’ADN et notamment du nombre de ugtsfhospho-thymidine

(nucléotide le plus acide) présents sur les plngddrins d’ADN (12-mer).

V. 3. a. Cas des plus longs brins d’ADN (12-mer)

Conformément a notre modele, 'augmentation du mende charge due a la
présence denNBA se produit durant les étapes finales de la ldésation des agrégats

chargés. Le modéle peut expliquer la differencealeurs de z,4 obtenues par I'ajout de

*LE. P. Hunter, S. G. Lias ; Evaluated Gas PhasiiBas and Proton Affinities of Molecules: An UpeaJ. Phys.
Chem. Ref. Datal998 27(3), 413-656.
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mMNBA pour les différentes séquences d’ADN de la méomgueur mais contenant un
nombre différent de résidus phospho-thymidiriee.,( nucléotide le plus acide).
Indépendamment de la présencemidBA, il a été observé que les valeurs dg pour
des séquences d’ADN contenant trois paires de ugdidymine adjacentd.€., trois
motifs -TT-) sont plus importantes que celles ob&npour des séquences ne contenant
guun motif -TT-. Par exemple, les ions BFGGTTAATTCC-3' et 5'-
GGTTAATTCCTT-3 ont montré respectivement des valeurs gg de : (i) 3,119 et
3,133 sans introduction deNBA et, (ii) 4,71et 4,73 avec 1% aeNBA (Tableau 3-9 ;
tandis que les ions 5-GGAA AACCAA-3' et 5-CCAATTAAGGAA-3' n'ont
seulement atteint respectivement que des valeurg.gale : (i) 3,035 et 3,052 sans
mMNBA et, (ii) 4,53 et 4,49 avec 1% aaNBA (Tableau 3-4. De plus, les valeurs de
CEGC des oligonucléotides déprotonés ont suivi la méandance.e., 1,59 et 1,60 pour
les mémes séquences riches en résidus phosphadthgroomparées a 1,49 et 1,43 pour
les séquences les plus pauvres en phospho-thymidirebleau 3-4. En effet, la
présence de résidus thymine supplémentaires augrieenombre de sites acides et, par
conséquent, facilite la production de plus hauassade charge d’oligonucléotides multi-
déprotonés. D’ol, la premiére libération de RKHse produit plus tét pendant la
désolvatation (en opposition a un transfert degoreters le simple brin d’ADN), tandis
gue l'apparition des charges suivantes reste gipdédéa compétition entre la libération
de NH/NH4" a partir des autres nucléotidesg, G, C et A)i.e, par les valeurs de
AG%cid.appdes oligonucléotides déprotones. Par exemplay BlEeAAAAACCAAAAA-3’

a montré des valeurs dg,gzde : (i) 2,883 sans ajout deNBA et, (ii) 4,22 avec 1% de
mNBA ; donc, une valeur de Ck& de 1,34 qui est la plus petite valeur du groupe de
12-mers Tableau 3-9.

Le nombre de résidus thymine n’est pas la seuleposante influencant
'augmentation de charge induite paNBA, leurs emplacements le long de la séquence
d’ADN jouent aussi un role. En effet, les valeues@EGy, obtenues pour les séquences
d’ADN contenant trois résidus thymine consécutédg. 1,38 et 1,41, respectivement
pour les ions 5-GGGCCACAARTT-3" et 5-TTT CCACAAGGG-3’ (Tableau 3-9,
sont inférieures a celles obtenues pour des ségae8@DN ayant trois résidus thymine

non-consécutifse.g.1,52 et 1,54, respectivement pour les ions 5'- AAASTGGCCC-
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3 et 5-CCCITGTGGAAA-3’ (Tableau 3-4. Comme décrit précédemment, les
transferts de proton intermoléculaires entre;Nét les simples brins d’ADN sont guidés
par les propriétés thermochimiquesg. AG®%c app inCluant tous les effets entropiques
(dont les interactions électrostatiques font partils sont donc aussi orientés par la
proximité d’autres sites chargés, positivement @gativement, qui vont localement
modifier I'énergie d’activation nécessaire a un &ue de proton potentiel. Pour les
séquences d'’ADN contenant trois résidus consécutfs thymine, i.e. 5'-
GGGCCACAATTT-3' et 5-TTT CCACAAGGG-3, lorsqu’'un groupement phosphate
directement lié a une thymidine (site le plus addda séquence) porte déja une charge
négative, I'énergie requise pour stabiliser une@eaaharge négative sur un groupement
phosphate adjacent (directement lié a une secomgmidine) est augmentée, et la
formation de cet anion voisin est donc défavorisBar conséquent, malgré la
relativement grande acidité des résidus phosphwmithge, leur proximité spatiale
défavorise le départ consécutif de cations,Né, au contraire, contrebalance en rendant
le départ d’'une molécule de NiHeutre plus compétitif. Notre modéle est donc caroed
avec les mécanismes d’ESI précédemment proposéwatdcla désorption/ionisation

d’oligonucléotides déprotonés vers la phase gaZ&tse

V. 3. b. Cas des brins d’ADN plus courts (6-mer)

Les exemples du groupe des 12-mers, ci-dessus,renongue les effets
entropiques induits par des charges locales peuexetrcer une influence sur
I'orientation majoritaire donnée par les considéra d’acidité en phase gazeuse sur le
phénoméne de « superchargement ». La situatioremelien moins claire lorsque I'on
considére le « superchargement » de la série dasré-ou la plus grande différence
d’augmentation est obtenue pour les ionr§ BATTT-3’ (résidus de thymines disperseés,
valeur de CEg, la plus basse) et B5TTTTT- 3’ (résidus de thymines consécutifs,
valeur de CEg, la plus haute) bien qu’ils aient un nombre dedéside thymines
identique. Donc, dans le cas de brins plus cogties en résidus thymine, une forte
densité de thymines méne a de plus hautes valeuGELG . L'effet entropique qui
semble prendre le dessus dans ce cas est quetdmaiion des nucléobases guanines

(valeur de GB la plus haute des nucléobases) s#uigamt dans les agrégats., la
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présence d'une charge positive locale, faciliteaspmment la formation de charges
négatives sur le phosphate le plus proche. Petalanite des étapes de désolvatation, ce
proton peut étre perdu avec le départ des molécddeslvant, ne laissant ainsi que des
charges négatives sur le simple brin d’ADN qui @sténavant un anion hautement
chargé. Le 6-mer (ci-dessus) contenant un résiéniad (valeur de GB plus basse que
les résidus guanine) ne peut apparemment pas mdatrméme niveau d'influence
entropique. Donc cet exemple montre que l'effetindcin site acide adjacent peut étre
submergé par d’autres effets entropiques favorisaséprotonation.

Le méme raisonnement peut expliquer pourquoi BFGIT -3’ a une valeur de
CEGCy supérieure a celle de BFTTTT -3’ (respectivement,36et1,17; Tableau 3-
4), méme si le premier a un résidu thymine en moemparés aux deux brins
précédents, S5FTCTTT-3' et 5-TTATTT-3' montrent des valeurs de Ckf
légerement inférieures (respectivemérit9 et 1,16; Tableau 3-9, ce qui est en accord
avec notre modele. Seul 5’-GG®T -3’ (avec la séquence la plus pauvre en résidus de
thymine) donne une valeur de CgfX1,23; Tableau 3-4 qui apparait inhabituellement
haute, pointant a nouveau le role spécial que #mnige semble jouer dans les processus

de « superchargement ».

V. 4. Cas particulier des complexes non-covalents ADNigep

Les ions NCX ont systématiquement suivi la mémeldane de déprotonation que les
oligonucléotides. En effet, les valeurs de G&Gbtenues pour ces ions par ESI en mode
positif sont toutes négatives et celles obtenuesnede négatif sont toutes positives.
Cette tendance s’explique : (i) soit par I'excés sites déprotonables par rapport au
nombre de sites protonables présents sur chacumpatesnaires composant les NCX
(respectivement, 11 sites trés acides sur les esriptins d’ADN (12-mers) et 7 sites
basiques sur le peptidel-24), et ce, indépendamment du nombre de NCI stabiliea
NCX ou, (ii) soit par une action accrue cdiNBA sur les oligonucléotides comparée a

son action sur les peptides.

Notre modéle propose que la présence de résidusirtbysupplémentaires augmente le
nombre de sites de trés forte acidité et, par apresd, facilite la production de plus
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hauts états de charge d’oligonucléotides déprotdpass le cas des ions NCX composes
de séquences d’ADN de la méme longueur contenéiiéretits nombres de phospho-
thymidines formés par ESI en mode négatif, bien lggeNCI impliquent généralement
ces sites de tres forte acidité des oligonucléstidei ont donc une grande probabilité
d'étre occupés, l'influence de la valeur A€°qyapp(Via le nombre de résidus thymine
restants) semble étre plus importante que l'impades sites basiques du peptide
(potentiellement non-appariés). Indépendammentad@résence denNBA, il a été
observé que les valeurs dggzpour des ions NCX composes de sequences d’ADN
contenant un nombre croissant de thymines sorg aligsi croissantes. Par exemple, les
ions NCX composés des séquences dADN 5-AAAAACCARMAZ, 5'-
GGAATTAACCAA-3, 5-TTGGTTAATTCC-3' et 5-TTTTT GGTTTGG-3' ont
montré respectivement des valeurs dgg zdle : (i) 3,21 3,37, 3,41 et 3,53 sans
introduction demNBA et, (ii) 4,16 4,36 4,39 et 4,89 en présence de 1% aaNBA

(Tableau 3-5. De plus, les valeurs de Clgdes oligonucléotides déprotonés ont suivi

la méme tendancee. 0,95 0,98 0,98 et 1,36 pour les mémes seéquences d’ADN
(Tableau 3-5.

Notre modele propose aussi que la proximité de pgments phospho-thymidines,

réciproquement, limite la production de plus hattets de charge. En effet, en absence

de m-NBA, les ions 5FTTTT GGTTT GG-3'i.e, la séquence d’ADN la plus riche et la
plus dense en thymines, présentent des valeurg,gi@férieures a celles obtenues pour
les ions 5TTGGTTAATTCC-3' i.e,, une séquence d’ADN moins riche en thymidines
mais qui sont plus dispersées au sein du brin d’AeSpectivement (13,24 et 3,30 pour

des solutions ne contenant que des oligonucléogitj€s) 3,26 et 3,27 pour des solutions
contenant aussi le peptidéableau 3-5. Cependant, indépendamment de la présence de
MNBA, les ions NCX composés de la séquence d’ADNTBFTT GGTTT GG-3

présentent des valeurs dggsupérieures a celles obtenues pour les ions N@xpoeés
de la séquence FTGGITAATTCC-3, respectivement (i)3,53 et 3,41 sans
introduction demNBA et, (i) 4,89 et 4,39 en présence de 1% deNBA. L'effet
entropique qui semble prendre le dessus dans cestaglie la modulation d’'une charge
négative induite par la présence d'une NCI (préarie en solution) facilite

apparemment la formation de charges négatives esyphbsphate le plus proche en

- 113 -



CHAPITRE 3 :

modifiant localement I'énergie d’activation nécessa un échange de proton potentiel.
Ainsi, lorsqu’un groupement phosphate directemiéra lune thymidine (site le plus acide
de la séquence) porte une charge négative modatda présence d’'une charge positive
sur le partenaire dans la NCI, I'énergie requisermbabiliser une autre charge négative
sur un groupement phosphate adjacent directeméné lune seconde thymidine est
diminuée, et la formation de cet anion voisin estafavorisée. Par conséquent, malgré
la relativement haute densité des phospho-thymsdideur grande proximité ne

défavorise pas le départ consécutif de cationg'N#f au contraire, contrebalance en

rendant le départ d’'une molécule de Nté¢utre plus compeétitif.

V. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons examiné les variatiénat de charge de polyméres biologiques et
de certains de leurs complexes induites par laepogs demNBA pendant les processus de
désorption/ionisation par électro-nébulisation emden positif et en mode négatif. Aprés avoir
vérifié la tendance décrite dans la littératuréorséaquelle lemNBA améliore I'intensité totale

du signal et augmente les valeurs gdg de protéines (et de peptides) multi-protonées éasn
par ESI en mode positif, nous avons observé unelatere antagoniste pour des ions
oligonucléiques. Nous avons donc décidé d’étudesiplilis pres I'action denNBA en mode
d’ionisation négatif. Outre I'observation de la dance antagoniste a celle obtenue pour les
mémes solutions de peptides en mode positif, neoissamontré que I'addition deNBA a des
solutions d’oligonucléotides améliore I'intensitéale de leurs signaux et augmente leurs valeurs

de z.g (par 'augmentation de leurs valeurs ggnzobtenues par ESI en mode négatif.

Pour les NCX « peptide/oligonucléotide », indépencheent de la polarité d’ionisation, nous
avons observé la méme tendance de chargementyissdamNBA) que celle observée pour les
simples brins d’ADN.e., des déprotonations accrues des ions formés gaDESDlus, les états
de charge supplémentaires obtenus par I'élargigsede leur distribution (par ionisation en
mode négatif) peuvent permettre I'obtention d’imf@tions complémentaires en comparant les
voies de fragmentations empruntées par les esgéddéfrents états de charge. Enfin les NCX
sont les seuls ions dont 'abondance a invariabi¢r@g augmentée par I'additiofNBA, aussi

bien en mode d'ionisation positif que négatif. @ass « survivants » supplémentaires, attribués
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a des appariements favorisés par l'augmentation’édat de charge moyen de l'un des
partenaires (selon le mode d’ionisation), ont m@dwine répartition de charges similaires a leurs
analogues formés en absencenidBA faisant de ce dernier un outil analytique ddirét pour
I'étude de la stabilité des NCX « peptide/oligoratide » dont les faibles abondances limitent,

dans notre cas, I'analyse par spectrométrie dearastandem.

L’introduction des grandeurs SER et CEGoy nous a certes, facilité la quantification des
modifications spectrales dues a l'addition de 1% ndéBA, mais nous a surtout permis
d’examiner les aspects sous-jacents des basesatesismes ESI, e.g. le transfert de proton lors
des processus de désolvatation au sein des agobgags précurseurs en phase gazeuse. Nous
avons proposé un modele soulignant le role desursilde AG%ciqapp €t donc des voies de
désolvatation compétitives des agrégats chargés, leaphénomeéne de « superchargem&nt »
Parmi les caractéristiques examinées : (i) le nenderthymine, (ii) la dispersion des résidus de
thymine, et (iii) la présence (éphémére ou permi@ene charges positives proches
spatialement ; chacune de ces composantes senditeres effets entropiques variables sur la
tendance générale de production d’'un site changéouire, notre modeéle souligne 'implication
des cations NI dans le mécanisme de « superchargement » dodlelest en accord avec les
mécanismes d’ESI (précédemment établis) décrivarttésorption/ionisation de simples brins
d’ADN vers la phase gazeuse. Alors qu’aucun consengeel sur le mécanisme de
« superchargement » n’a encore émergé, nous pnopawite contribution comme une brique
supplémentaire pour la construction des fondatido® mécanisme de « superchargement »
commun aux deux modes d’ionisation par ESI.
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CHAPITRE 4 :

Conception d’'une source sans hautes tensions-HAM

Le développement de sources de désorption/ionmsatiqression atmosphériquARl pour
Atmospheric Pressure lonizatipntelle que lionisation par électro-nébulisati¢BSI pour
ElectroSpray lonisatioyi, a grandement simplifié les analyses par MS. ®auite, la nécessité
de préparation de ['échantillon a été éliminée (geandement minimisée) grace au
développement de sources API permettant I'étudeatlyges dans leur environnement (ou
matrice) naturel(le) gu'il (ou elle) soit liquideucsolide. Ce champ, connu sous le nom de
« source d'ionisation ambiante » (en anglaisbient mass spectromefry*> a été introduit
avec (i) l'ionisation par désorption a électro-nigation OESI pour Desorption ElectroSpray
lonizatior)® permettant la désorption/ionisation des analyt€g)&'analyse directe en temps réel
(DART pour Direct Analysis in Real Timé permettant I'ionisation en phase gazeuse des

analytes.

Il y a quelques annéeBberlin and co-workefsont introduit une source d'ionisation ambiante
appelée ionisation ambiante par spray soniges(pourEasy Ambient Sonic-spray lonizatjon
Descendante de I'ionisation par spray sonigB8Ipour Sonic-Spray lonization, la source
EASI n'est assistée par aucune tension, radiatiorcltauffage et n’‘opéere que par la seule
assistance du gaz de nébulisation & haute véldcaémme pour la désorption/ionisation par

1J. B. Fenn, M. Mann, C. K. Meng, S.F. Wong, C.Whitehouse ; Electrospray ionization for mass speoétry
of large biomoleculesscience1989 246, 64-71.

2R. G. Cooks, Z. Ouyang, Z. Takats, J. M. Wisemambient Mass Spectrometrgcience2006 311, 1566-1570.

3 G. A. Harris, L. Nyadong, F. M. Fernandez ; Readstelopments in ambient ionization techniquesafualytical
mass spectrometrpnalyst 2008 133 1297-1301.

*D. R. Ifa, C. P. Wu, Z. Ouyang, R. G. Cooks ; Dption electrospray ionization and other ambiemization
methods: current progress and previéwalyst 2010 135 669-681.

® R. M. Alberici, R. C. Simas, G. S. Sanvido, W. RamP. M. Lalli, M. Benassi, |. B. S. Cunha, M. Bberlin ;
Ambient mass spectrometry: bringing MS into theal'ngorld", Anal. Bioanal. Chem201Q 398 265-294.

6 7. Takats, J. M. Wiseman, B. Gologan, R. G. CooMass Spectrometry Sampling Under Ambient Condtio
with Desorption Electrospray lonizatioBgience2004 306, 471-473.

"R. B. Cody, J. A. Laramee, H. D. Durst ; Versahilew lon Source for the Analysis of Materials ineBpAir under
Ambient ConditionsAnal. Chem.2005 77, 2297-2302.

8 R. Haddad, H. M. S. Milagre, R. R. Catharino, M. Bberlin ; Easy Ambient Sonic-Spray lonization Blas
Spectrometry Combined with Thin-Layer Chromatogsgpgtnal. Chem.2005 77, 2297-2302.

° A. Hirabayashi, M. Sakairi, H. Koizumi ; Sonic @prlonization Method for Atmospheric Pressure latizn
Mass Spectrometrnnal. Chem.1994 66, 4557-4559.
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spray thermiqueTSI pour ThermoSpray lonizatigf’, le spray dense formé par EASI contient
simultanément des gouttelettes chargées positiveatatiautres chargées négativement dont la
somme maintient I'équilibre des charg¥s Ce spray bipolaire de gouttelettes favorise la
désorption et I'ionisation de molécules, que cé [doi+ H]™ et/ou [M — H], voire méme certains
adduits,e.g.avec des métaux alcalins (ou alcalino-terreuxjuetfes halogénures. Comme avec
une source SSI, la formation d’'ions nus en phagzeus® ne nécessite que peu d’éneirgie
'EASI est une méthode d’ionisation douce n’induisgue peu, ou pas, de fragmentation des
ions transférés de la solution ionique a la phazegs¥. Bien que les intensités absolues des
signaux soient légérement inférieures a cellesmigt® en ESI (d’un ordre de grandeur), le bruit
chimique di a la désorption d'agrégats non-spaefqdimpuretés et/ou de solvant est
grandement réduit, améliorant ainsi les performsmrmlytiques de cette sourtE En effet, la
faible quantité de charges présente a la surfasgaigttelettes permet une désorption/ionisation
préférentielle des analytes améliorant la sengbéin augmentant le rapport signal sur biSuiN(
pour Signa-to-Noise ratip. Cette amélioration du rapport S/N a été montaie pes drogué$

des peptidés ou des médicamerits Enfin, 'EASI est libre de toutes interférences
électrochimique®, pouvant entrainer des mécanismes d'ionisation pétitifs et/ou des

réactions d’oxydation et de réduction non désirées.

Plus récemmen€Eberlin and co-workers ont proposé une source d'ionisation amélioréeupar
systéeme d’aspiration libre, c’est a dire ne nétassiplus d'assistance pour l'injection de la

solution en flux continue.g. ni pousse seringue ni systeme chromatographigppelée

10°a) C. R. Blakley, J. J. Carmody, M. L. Vestal ;New Soft lonization Technique for Mass Spectrometfy
Complex MoleculesJ. Am. Chem. Sqcl98Q 102 5931-5933. b) C. R. Blakley, J. J. Carmody, MMestal ;
Liquid Chromatograph-Mass Spectrometer for AnalgéiBlonvolatile Sample#Anal. Chem.1980Q 52, 1636-1641.
c) C. R. Blakley, J. J. Carmody, M. L. Vestal ; Gurmed Liquid Chromatograph/Mass Spectrometer fooliatile
Biological SamplesClin. Chem, 198Q 26, 1467-1473.

1 F. Zivolic, F. Zancanaro, D. Favretto, S. D. FaraR. Seraglia, P. Traldi ; Pneumatically assisted
desorption/ionization: Some thoughts on the poesimization mechanism3d, Mass Spectron201Q 45, 411-420.
12 7. Takats, S. C. Nanita, R. G. Cooks, G. Schlgskei/ekey ; Amino acid clusters formed by soniaasp
ionization,Anal. Chem.2003 75, 1514-1523.

13 A, Hirabayashi, M. Sakairi, H. Koizumi ; Sonic 8grMass Spectrometrjnal. Chem.1995 67, 2878-2882.

4 R. Haddad, R. Sparrapan, M. N. Eberlin ; Desorpsionic spray ionization for (high) voltage-freetiemt mass
spectrometryRapid Commun. Mass Spectro@006 20, 2901-2905.

5'M. B. Sorensen, P Aaslo, H. Egsgaard, T. Lund teBeination of D/L-amino acids by zero needle vgéta
electrospray ionizatiorRapid Commun. Mass Spectrog008 22, 455-461.

1635, p. Pasilis, V. Kertesz, G. J. Van Berkel ; Uented Analyte Oxidation during Desorption Elegpray
lonization-Mass Spectrometrfnal. Chem.2008 80, 1208-1214.

v, G. Santos, T. Regiani, F. F. G. Dias, W. Romaod,. Paz Jara, C. F. Klitzke, F. Coelho, M. Nefin ;
Venturi Easy Ambient Sonic-Spray lonizatidknal. Chem.2011, 83, 1375-1380.
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ionisation ambiante par spray sonique a pompageudefV-EASIpour Venturi Easy Ambient

Sonic-spray lonization(Figure 4-1).

N, (Air)

Q
°°o°ooo
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Figure 4-1 Schéma d’'une source V-EASI

La source V-EASI a trouveé application dans des doesaaussi variés que la chimie organique
(suivi de réactions chimiques en tempsféeit/ou inorganique (caractérisation de complexes d
coordination labiles et de composés sensibles gydaréduction®), la chimie du vivant
(imagerie de peptides et de lipides dans un cereaaemps ré&l), la chimie environnementale
(caractérisation de bois natff®l ou la pétrochimie (caractérisation de composéssisdu

raffinage du pétrofé).

Cette source permet aussi bien de nébuliser unnéiibdbia en solution (mode direct) que de
pulvériser du solvant sur un échantillon solidedans sa matrice naturelle (mode ambidntla
source V-EASI suit donc les mémes mécanismes demté@m/ionisation et de désolvatation que
la source SSI ou que la source EASI (selon la eatier 'échantillon). Elle aurait donc pu
s'appeler V-SSI mais comme le rappeéMe N. Eberlinlors de ces présentations, I'acronyme V-
EASI (comme le précédemnt., EASI) a été choisi pour rappeler a quel pointst vraiment

facile (very easyen anglais) de mettre en ceuvre une source d’tmispermettant de transférer

18 M. M. Antonakis, A. Tsirigotaki, K. Kanaki, C. Bilios, S. A. Pergantis ; Bipolar Mass Spectromaify abile
Coordination Complexes, Redox Active Inorganic Comms, and Proteins Using a Glass Nebulizer foricSon
Spray lonization]J. Am. Soc. Mass Spectro2013 24, 1250-1259.

19K .-C. Schafer, J. Balog, T. Szaniszlo, D. SzadyMezey, J. Denes, L. Bognar, M. Oertel, Z. Tak&eal Time
Analysis of Brain Tissue by Direct Combination ofitrdsonic Surgical Aspiration and Sonic Spray Mass
SpectrometryAnal. Chem.2011, 83, 7729-7735.

20E C. Cabral, R. C. Simas, V. G. Santos, C. L.i@ge, V. S. da Cunha, G. F. de Sa, R. J. DarodaJ MEberlin

; Wood typification by Venturi easy ambient sonfray ionization mass spectrometry: the case oktitangered
Mahogany tree]. Mass Spectron2012 (wileyonlinelibrary.com) DOI 10.1002/jms.2016

2L R. Haddad, T. Regiani, C. F. Klitzke, G. B. Samvi¥. E. Corilo, D. V. Augusti, V. M. D. Pasa, R. C. Pereira,
W. Romao, B. G. Vaz, R. Augusti, M. N. Eberlin ;$6line, Kerosene, and Diesel Fingerprinting vicaPMarkers,
Energy Fuels2012 26, 3542-3547.
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des analytes (sans excés d’énergie interne) some fd'ions « nus » d’une solution ionique vers

la phase gazeusta la formation d’agrégats chargeés.

Toutes les composantes électriques d’'une source usBelle ayant été retirées, il parait

effectivement facile d’assembler intelligemment é@snposantes restantes pour construire Soi-
méme une source V-EASI. C’est donc ce que nous sousnes propose de réaliser dans le but
d’étudier les NCI stabilisant les NCX biologiquas raoyen de cette source d’ionisation décrite

comme étant plus douce que 'ESI.

|. Description de la source V-EASI

|. 1. Description de I'effet Venturi

Figure 4-2 Schéma de I'effet Venturi. La pression au poiesiiplus grande qu’au point 2 car la vitesse du
fluide au point 2 est plus grande qu’au point 1.

L’effet Venturi (Figure 4-2), découvert par le physicien italigd. B. Venturj est un
phénoméne de la dynamique des fluides ou il y mdtion d’'une dépression dans une
zone ou un fluide, composé de particules liquidasgazeuses, est accéléré par un
rétrécissement de sa zone de circuldfioie théoréme de Bernoulli permet de
comprendre ce phénomene : si le débit de fluide@sstant et que le diamétre diminue,
la vitesse du fluide augmente nécessairement aduwlé la conservation de I'énergie,
'augmentation d’énergie cinétique se traduit pae diminution d’énergie élastique.,
une dépression dans cette Z0n€ependant, I'effet Venturi ne concerne que léssges

d’écoulement subsoniques (< Mach*1)

22R. D. Zucker, O. Biblarz ; Fundamentals of gasatyits (2* Edition),John Wiley & Sons, Inc2002 130-141
2 R. D. Zucker, O. Biblarz ; Fundamentals of gasaiyits (2* Edition),John Wiley & Sons, Inc2002 51-66
24R. D. Zucker, O. Biblarz ; Fundamentals of gasatyits (2 Edition),John Wiley & Sons, Inc2002 221-226
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|. 2. Description de la source V-EASI dans la littérature

Lors de son introductidfy la description de la source V-EASI n’était qu'wteine de 5
publications, renvoyant dans un premier temps adaseription simpliste de la source
EASP et renvoyant finalement une description trés déeade la source S8I(Figure 4-
3).

R FS capillary
Swagelok® T-element (1/16 SS ) (L=2.5 cm
. 025 mm ID
™
Graphite ferrule Supeltex™ ferrule "0 oD)
(0.2 mm ID) (0.4 mm ID)
| 0.1-0.2 mm
|
|
'I \ spray
FS capillary
Sample (L= 50 cm
(1-50 uL min*) - PTFE Ferrule 0.1 mm ID
(17116 ) 0.2 mm OD)
Abbreviations — PTFE tublnb
SS-Stainless Steel
FS-Fused Silica N (p ~8-12*10°Pa)

PTFE-poly(tetrafluoro-ethylene)

Figure 4-3 Schéma de la tranche longitudinale d’une sourde [S&hantillon liquide est nébulisé par le
débit gazeux coaxial. La surface transversale @ere de circulation gazeuse est limitée & 0,017.1hm

La Figure 4-3 montre la tranche longitudinale d'une source SSbus pouvons
remarquer que la source SSI comporte déja unectesirde la zone de circulation
gazeuse induite par la faible surface transversadgante entre les deux capillaires
coaxiaux. En effet, cette restriction permet I'décation du flux gazeux assurant la
formation du spray sonique: Mach 1) bipolaire sans exces de charge. La sdB&le
utilise donc déja I'accélération du flux gazeuxuitgar I'effet Venturi sans en porter le
nom. Nous pouvons aussi remarquer que, comme dansstles sources API de
désorption/ionisation par formation de spray, IFértité du capillaire en verre apportant
I'échantillon liquide en flux continu est situé’extérieur de la zone de restriction ce qui
favorise la formation du spray et limite les conitzations par dép6t sur la face interne du
capillaire de plus grand diamétre.
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Dust Cleaner

Figure 4-4 Schéma d’'une source V-EASI Spartiate. L’extrérditécapillaire en verre apportant la solution
est située a l'intérieur de la restriction de laede circulation du gaz (ou zone de dépressron).

La premiére description réelle du pompage Venteigure 4-4) a été publiée un an et

demi (et 5 publications) apres l'introduction destaurce V-EASI avec la proposition de
la source V-EASI SpartiateSY-EASIpour Spartan V-EAS°. Dans cette derniére

évolution, Eberlin and co-workeront amélioré la transportabilité de la source @t o

introduit la possibilité d’injecter la solution pempulsion plutét qu’en flux continu. Dans

cette publication, ils ont aussi révélé le « sesrdti pompage Venturi ; I'extrémité du

capillaire en verre apportant I'échantillon liquidst située a l'intérieur de la zone de
restrictioni.e., dans la zone ou une dépression est formée). ipage Venturi est donc

régi par la différence de pression entre la zoneedtiction (a P < ) et I'échantillon

(2 Pim). Cependant, afin de limiter les contaminations g6t sur la face interne de la

zone de restriction, le capillaire n’est rentré deequelques millimeétres.

|. 3. Conception d’'une source V-EASI

Afin de concevoir une source V-EASI au laboratoiteus devons fixer les objectifs a
atteindre pour en déduire les contraintes expéiiaenqui se posent et, par conseéquent,
trouver les solutions appropriées. L'objectif pipat est qu'un gaz pressurisé assure a la

fois le pompage de la solution et la formation guag de gouttelettes permettant aux

% N. V. Schwab, A. M. Porcari, M. B. Coelho, E. Mct8nidt, J. L. Jara, J. V. Visentainer, M. N. EberliEasy
dual-mode ambient mass spectrometry with Ventufimenping, canned air, disposable parts and velfage
sonic-spray ionizatiomnalyst 2012 137, 2537-2540.
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analytes chargés d’atteindre I'analyseur. Un gnaohbre de contraintes résulte de cet

objectif. Cependant celles-ci étant souvent lissolutions le sont aussi.

Le pompage de la solution implique que la difféeee pression, entre I'entrée et la
sortie du capillaire amenant la solution, soit siguee a la force nécessaire au transfert
de massee., au déplacement de la solution contenue danspidladee. Pour faciliter ce
pompage, il faut donc (i) placer la sortie du dap®# d’injection dans la zone de
restriction du flux gazeux, (ii)) augmenter la désien de la zone de restriction en
réduisant la surface transversale restante ensed&ux capillaires coaxiaux afin
d’accélérer le flux gazeux sans travailler a deBitdégazeux trop importants et, (iii)
favoriser le transfert de masseg.en limitant la quantité de solution a déplaceoieen
limitant les pertes de charges du systeme. La fiomad’'un spray sans assistance
électrique implique que le gaz porteur entoureaigiiaire injectant la solution et que le
rapport entre les débits gazeux et liquidetsedt important. Pour faciliter la nébulisation,
il faut donc (i) accélérer le flux gazeux en rédnisla surface transversale restante entre
les deux capillaires coaxiaux et/ou (i) limiterdébit de la solution injectée. Le transfert
d’analytes solvatés chargés de la source a I'amalyisnplique (i) de pouvoir adapter la
géomeétrie de la source afin de favoriser I'évaponaties microgouttelettes et le transfert
des agrégats chargés vers I'analyseur par le a@pildle transferti.€., I'orifice d’entrée

de linstrument) et (i) que la source soit recommar l'instrument afin d'éviter tout
message d’erreur du logiciel pilotant ce derniemiasi permettre le transfert des ions

(libre de tous solvants) jusqu'a I'analyseur.

Comme la source SSI (décrite dans Flgure 4-3), la source V-EASI développée au
laboratoire est basée sur un simple T permettarttdduction du capillaire d’injection
par les entrée/sortie opposées du T et lintroductdu flux gazeux par I'entrée
orthogonale. Afin de permettre une meilleure hefeitétdu systeme, nous avons décidé
de remplacer le capillaire en verre portant le flggzeux par un tube métallique
inoxydable maintenant aussi I'équilibre des chargesitives et négatives. La surface
transversale de la zone de restriction a été mduitdiminuant le diamétre interne du
tube métallique portant le flux gazeux (initialerhdie 250um et réduit & 20@m) mais

surtout en ajustant le diamétre externe du caggllal'injection (& 190um) afin
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d’accentuer I'effet Venturi dans cette zone etalefiser la formation du spray. Comme
décrit parEberlin and co-workersla sortie du capillaire d’injection a été placgge-3
mm avant la sortie du tube métallique,, dans la zone de dépression, afin de permettre
le pompage de la solution sans contamination dada interne du tube métallique. De
plus, le diameétre interne du capillaire d’injectianitialement de 10Qum, a été limité a
50 um afin de diminuer son volume interne et de faailia mise en inertie de la solution
contenue. Notons que cette réduction du diameteene, sans modification du diametre
externe, du capillaire d’injection permet aussiugiaenter son épaisseur et améliore
grandement la résistance et la maniabilité du gi§hoEnfin, ce dispositif a été installé
sur une plate-forme initialement concue pour unerc® DESIi.e, reconnue et
compatible avec le spectrométre de masse, perrmettamanipuler avec précision la
position de la source V-EASI par rapport au capélae transfertife., I'orifice d’entrée

de linstrument). Cette plate-forme, munie d’'unecmoivanne pour contréler le flux

gazeux, permet comme une source SV-EASI de negaaslter en flux continu.

Des tests préliminaires ont permis de montrer quigépendamment de la longueur du
capillaire d’injection, le pompage de notre sougsemaximal lorsque la pression du gaz
est comprise entre 8 et 9 bars. Cependant, le déhia solution pompée dépend de la

longueur du capillaire d’injection et de la visdédie la solution.

Il. Etude énergétique des ions produits par la SOEASI

Il. 1. Notion de distribution d’énergie interne

L’énergie interne K;,) déposée sur une population d’ions par spectroender masse
n'est pas une valeur discrete. On parle donc distilalition d’énergie interne » (notée
p(E)). Cette distribution correspond a la probabilisupune population d’ions d’avoir
une énergie donnée E. La population étudiée esérglament normalisée par la
population d’'ions précurseurs par intégration deolaction p(E) = f(En) (pour des

valeurs d’ly allant de 0 a I'infini).
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I1. 2. Origines de la distribution d’énergie interne dmssien phase gazeuse

Une population d’ions a une température €t a pression atmosphériquf) possede
une distribution d’énergie interne initiale diteetmiqué® correspondant aux vibrations
des oscillateurs (ou liaisons) composant l'iont€énergie interne dépend des propriétés
physico-chimiques de la populatfdnnotamment de la taille des individus., de leur
nombre d'oscillateurs (aussi appelés degrés detd)p®e En solution, les ions sont, par
définition, solvatés par les molécules de solvatg disposent donc de peu d’énergie
interne. Durant I'étape d’évaporation des microtglattes et de formation des agrégats
chargés en phase gazeuse, la population dionantesblvatée ; leur distribution
d’énergie interne ne varie donc pas. Ce n'est quard I'étape de desolvatation des
agrégats chargés., durant le guidage des espéces charges au séinstieiment, que

la population d’ions, peu a peu libérée des mokxule solvants par une cascade de
collisions avec les molécules de gaz environnanéesjuiere principalement leur
distribution d’énergie interne définitive. En efféénergie interne de I'ion moins solvaté

augmente avec le départ des derniéres moléculssivbnts.

Une source de désorption/ionisation API est d'auphms énergétique qu’elle nécessite
d’énergie pour désolvater les agrégats chargéomn«inus » en phase gazeuse. Les
origines de cette énergie étant (i) thermidqee issue du chauffage du capillaire de
transfert, (i) cinétiqua.e., issue de l'accélération des espéces chargésepdemsions
appliguées au cone (ou skimmer), et/ou, (i) ecadelle i.e, issue des
activations/désactivation par collisions avec leslétules de gaz environnantes.
Cependant, I'énergie nécessaire a la desolvatdéeragrégats chargés dépend de la taille
et de la charge de ces derniers. En effet, plgsd@at est gros, plus il nécessite d’énergie
pour « dénuder » totalement 'ion contéray, pour retirer toutes les molécules de solvant
de l'agrégat. Ainsi, I'énergie cinétique grandi avia taille des agrégats et, par
conséquent, la distribution d’énergie interne desiissus de plus gros agrégats est plus

disperséeRigure 4-5). Il en résulte une fragmentation préférentielés ions issus de

% p_J. Robinson, K. A. Holbrook ; Unimolecular Réas. Wiley, London. 1972

27p_J. Derrick, P. M. Lloyd, J. R. Christid¢lv. Mass Spectroml995 13, 25-52.

% | . Drahos, K. Vekey ; Determination of the thernemlergy and its distribution in peptidek.Am. Soc. Mass
Spectrom.1999 10, 323-328.
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gros agrégats par rapport a ceux issus d’agregissptits Figure 4-5). Une source de

désorption/ionisation API est donc d’autant plugrggtigue gu’elle engendre de gros

agrégats chargés en phase gazeuse.

Population
A lonsissusde
petit agrégats
lonsissusde

\ gros agrégats

! > Eint

Eé Eapp

Figure 4-5 Représentation qualitative des distributions d’gieeinterne de la population d’ions « nus » en
phase gazeuse issue de petits et de gros agrégaitgs. La zone hachurée en pointillés correspdad a
portion de la population ayant recue suffisammeénetgie pour théoriguement se dissocier. La zone
hachurée en traits continus correspond a la pod#ola population se dissociant.

Rappelons qu’en spectrométrie de masse, les rdaadmdissociations se produisent sous
contrdle cinétiqgue et sont modulées par la quantiéhergie interne recue par l'ion
précurseur. En effet, pour qu'une réaction de dission soit possible, cela suppose que
l'ion excité doit acquérir suffisamment d’énergi@erne afin d’avoir le temps de se
décomposer dans la zone considérée (avant theatiatiset détection par I'instrument).
De part la diffusion de I'énergie interne sur tdas oscillateurs de l'ion, une énergie
supplémentaire est nécessaire a I'énergie critibpueissociation Ep) pour observer la
réaction dans la gamme de temps du spectrométneadse imposée par les conditions
instrumentales choisies. Cette énergie supplémengai appelée déplacement cinétique
(KS pour Kinetic Shify?>®. L'énergie d’apparition B ; Figure 4-5 et Equation 4-1)
constitue donc le seuil d’énergie réel conduisdatfarmation d’ions fragments.

(Eq. 4-1) Eapp = Eo+ KS

29 C. Liftshitz ; Time-resolved appearance enerdiesakdown graphs, and mass spectra : the elugiegidishift.
Mass Spectrom. Rev., 1982, 1, 309-348.

%0 R. C. Dunbar ; New approaches to ion thermocheynisa dissociation and association. Adv. Gas PHege
Chem., 1996, 2, 87-124.
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Cette fragmentation en source dans la zone dewg@atbn, aussi appeid-source CID
(pourin-source Collisionnaly Induced Dissociatiopermet, entre autres, la comparaison
énergétique de différentes sources de désorptioséton.

Il. 3. Molécules thermomeétres : Les sels de benzyl-pyitidis substitués

®
NTX
@ Rupture Simple R/©/ + O (a)
o0
|
= \ ASREN
R Rearrangement + @ (b)
R™ N2 Z
}

avec R={MeO ; Me ; Cl; NO, ; ...

Figure 4-6.Réaction de dissociation d’'un benzyl-pyridiniga) en benzylium ou
(b) en tropylium.

La famille des sels de benzyl-pyridiniuBz-Pyy) fait partie du groupe des « molécules
thermométres » permettant I'étalonnage énergétdjua spectrometre de masse. En
effet, toute la famille a une voie de fragmentatiagoritaire communee., la rupture de
liaison C-N dont I'énergie peut étre calculée, atflagmentation de I'ion précurseur
engendre systématiquement un ion fragment détecisdlie de la perte d’'une molécule
de pyridiné". Cette perte d'une molécule de pyridine peut &beenuevia deux
mécanismes distinctise., une dissociation par rupture simpRY ou une dissociation
par réarrangementRR et donne, respectivement, un benzylium substituéun ion
tropylium substitué de méme rapport m/z. Les émrsrdiactivation de ces deux chemins
réactionnels sont différentes et dépendantes dsulbstitution. Il est donc possible
d’'estimer la distribution d’énergie interne de lapplation résultant des processus
d’ionisation (ou d’activation) en se basant suritgensités relatives de I'ion fragment et
de I'ion survivant et en considérant les énerg@maes de dissociation de la liaison C-N
(via RS et/ouvia RR) comme les seuils énergétiques de dissociaties ions

précurseurs®® Les énergies de dissociation des ions Bz-Pyrévétprincipalement

3L E. L. Zins, C. Pepe, D. Schroder ; Energy-dependisociation of benzylpyridinium ions in an i@ mass
spectrometerd. Mass Spectron201Q 45(11) 1253-1260.

32C. Collette, L. Drahos, E. De Pauw, K. Vekey ; Qamison of the internal energy distributions ofsgroduced
by different electro- spray sourcé&apid Commun. Mass Spectrod98 12, 1673-1678.
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obtenues par calculs théoriques de structuresréhegties (plus ou moins précis) et ont
servis de références pour estimer I'énergie résutte différents processus d’ionisation
conventionnels tels que le FAB® le MALDI®®? [ESI?®3°404! |e DESF? ou le
DART®., Dans une étude récente visant a comparer érmugéient une source
d’ionisation par nébulisation acoustique de surf@@&ANpour Surface Acoustic Wave
Nebulizatiod & une source E$] les auteurs ont calculé « & haut niveau » de iehim
théorique (pour high-level computational calculatipnles énergies critiques de
dissociations en ions de type benzylium et tropyl{@ableau 4-1).

B3LYP/6-31+G(dp) (V)  CCSD(T)/6-311++G(3df.2p) (eV)

R Benzylium Tropylium Benzylium Tropylium
MeO 1.457 1.382 1.870° 1.916
Me 1.808 1.575 2.303 2.139%
Cl 1.947 1.756 2.407 2.301°
NO, 2.471 2.101 2911 2.623%

Tableau 4-1.Energies critique de dissociation calculées posr de
benzyl-pyridinium para-substitués. ¥ Chemin de moindre
énergief*

3 C. Colette, E. De Pauw ; Calibration of the int#renergy distribution of ions produced by eleqiray. Rapid
Commun. Mass Spectrgri998 12(4), 165-170.

3 D. H. Williams, S. Naylor ; The internal energytlibution in fast atom bombardment/liquid secogdan mass
spectraJournal of the Chemical Society, Chemical Commuitng 1987 18, 1408-1409.

% F. Derwa, E. De Pauw, P. Natalis ; New basis fanethod for the estimation of secondary ion inteeraergy
distribution in soft ionization technique@rganic Mass Spectrometr§991, 26, 117-118.

% J. F. Greisch, V. Gabelica, F. Remacle, E. De PauWhermometer ions for matrix-enhanced laser
desorption/ionization internal energy calibrati®apid Commun. Mass Spectrog003 17(16) 1847-1854.

% G. H. Luo, I. Marginean, A. Vertes ; Internal emerof ions generated by matrix-assisted laser
desorption/ionizationAnal. Chem.2002 74(24) 6185-6190.

3 C. Colette, L. Drahos, E. De Pauw, K. Vekey ; Cangbn of the internal energy distributions of igmsduced
by different electro- spray sourcé&gapid Commun. Mass Spectro@®98 12(22) 1673-1678.

39 J. Naban-Maillet, D. Lesage, A. Bossee, Y. Gimbdrt Sztaray, K. Vekey, J.-C. Tabet ; Internal gper
distribution in electrospray ionizatiod. Mass Spectron2005 40(1), 1-8.

‘0 A. Pak, D. Lesage, Y. Gimbert, K. Vekey, J.-C. @ablnternal energy distribution of peptides ieattospray
ionization : ESI and collision-induced dissociatgpectra calculatiord. Mass Spectron2008 43, 447-455.

“1D. Touboul, M. C. Jecklin, R. Zenobi ; lon intefremergy distributions validate the charge resichalel for
small molecule ion formation by spray methagapid Commun. Mass Spectrp008 22, 1062—1068.

*2 M. Nefliu, J. N. Smith, A. Venter, R. G. Cookshtérnal energy distributions in desorption elegiray ionization
(DESI).J. Am. Soc. Mass Spectro2008 19, 420-427.

*3G. A. Harris, D. M. Hostetler, C. Y. Hampton, F. Fernandez ; Comparison of the internal energysiépn of
direct analysis in real time and electrospray iation time-of-flight mass spectrometry. Am. Soc. Mass
Spectrom.201Q 21, 855-863.

Y. Huang, S. H. Yoon, S. R. Heron, C. D. MasselbrS. Edgar, F. Turecek, D. R. Goodlett ; Surfaceustic
Wave Nebulization Produces lons with Lower Interalergy than Electrospray lonizatiodh. Am. Soc. Mass
Spectrom.2012 23, 1062-1070.
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Il. 4. Calcul du taux d’ions survivants

Dans la littérature, le taux d’ions survivan8Y(pour Survival Yield est utilisé pour
estimer la distribution d’énergie interne déposéeadt la formation de I'ion « nu » en
phase gazeus&dquation 4-2). La méthode du taux d’ions survivants mesuregdation
de benzyl-pyridinium ayant une énergie interne essdus du seuil de dissociation.
L'utilisation de plusieurs molécules thermometrgard différentes énergies critiques de
dissociations permet de remonter a la distributidnergie interne de la population

d’ions « nus ».

(Eq. 4-2) Yy = [;° p(E)AE

Expérimentalement, la valeur de SY est obtenue &urant le rapport entre I'abondance
du benzyl-pyridinium résiduel et la somme des abaods du benzyl-pyridinium et de
ses ions fragments de type benzylium ou tropyligguation 4-3). Dans des conditions
de transfert plus énergétiques, plusieurs ionsfeays consécutifs peuvent étre observés.
Dans ce cas, la valeur de SY est obtenue en médaraapport entre I'abondance du
benzyl-pyridinium résiduel et la somme des abonéamit benzyl-pyridinium et de tous
ses ions fragments de type benzylium et tropylilouétion 4-4).

M%)

- 1 - —_—

(Eq. 4-3 SYkp = Ty X 100
] mo_ o 1mh

(Eq. 4-4) SYZy = Ty X 100

Il. 5. Comparaison énergétique des sources ESI et V-EASI

Les valeurs de Slgxp de trois sels de Bz-Pyrara-substitués.e., le para-nitro-benzyl-
pyridinium (@NO,-Bz-Pyr; Figure 4-7a et 4-7b), le paramethyl-benzyl-pyridinium
(pMe-Bz-Pyr, Figure 4-7c et 4-7d) et, le para-methoxy-benzyl-pyridinium OMe-Bz-
Pyr ; Figure 4-7eet 4-7f), ont été calculées a partir des spectres de nuddsaus par
ESI (Figure 4-7a 4-7c et 4-76 ou par V-EASI Figure 4-7b, 4-7d et 4-7f) dans les
mémes conditions instrumentales de transfert. Aigeau I'étude, nous pouvons déja
remarquer que les valeurs de'Syobtenues par V-EASI sont toutes supérieures ascell

obtenues par ESI.
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Figure 4-7. Spectres de masse avec dissociation en-s¢ayrceet e)ESI ou(b, d et f) V-EASI de trois sels
de benzyl-pyridiniunpara-substitués : g et b) le para-nitro-benzyl-pyridinium NO,-Bz-Py, (c et d) le
para-methyl-benzyl-pyridinium gMe-Bz-Pyy et, € et f) le para-methoxy-benzyl-pyridiniumpgOMe-Bz-
Pyr). Conditions expérimentales.Concentration : 2@mol/L. Solvant : mélange eau/méthanol (v/v, 1:1).
Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Parameétres de la source ESIMode : ESI(+) par infusion. Débit liquide :
5 pL/min. Tension d’ionisation : +3,7 kV. Débit gazeug0 (u.a.).Parametres de la source V-EASI.
Mode : V-EASI(+) par pompage. Dimensions du cap#éla longueur 20 cm, d.i. 50m, d.e. 190m.
Pression du gaz: 8 bars. Débit liquide : ~ 200mih/ Parametres de linterface. Température du
capillaire de transfert : 230°C. Tension au cajpdlde transfert : 10 V. Tension au « Tube Leng® V.

MassKinetic§ est un logiciel (développé psekey and co-worketd basé sur la théorie

RRKM. Il permet, entre autres, de remonter a ldridigtion d’énergie interne d'une

population d’ions, a partir des conditions expéntates utilisées et d’une description

tres détaillée du systeme étudié dont les grandénensnodynamiques sont connues.

Ainsi, en configurant dans ce logiciel : (i) lesgras et les fréquences de vibrations de

I'ion précurseur (lesd x naomes- 6] fréquences obtenues par calculs de chimie théeriq

pour ces systemes non-linéaires), (i) I'énergigiqure de dissociation (obtenue par

calculs de chimie théorique et dépendante du mexen)j (iii) le temps de dissociation

avant thermalisation dans [l'analyseur, nous pouvéamise varier le facteur pré-

exponentiel &) de la loi d’Arrhenius décrivant la vitesse deacaténs de dissociation

(Equation 4-5; ouA est une constante appelée le facteur pré-expeheiiirrhenius,E,

% L. Drahos, K. Vékey ; MassKinetics, a theoreticabdel of mass spectra incorporating physical pme®s
reaction kinetics and mathematical descriptidnglass Spectroni2001, 36, 237-263.
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est I'énergie d’activation qui dans notre cas g assimilée a la valeurk, R est la
constante des gaz parfaits €test la température qui dans notre cas correspdad a
température de I'ion précurseur) afin de vérifiselgchemin réactionnel est favorisé dans

la gamme de temps de l'instrument.
(Eq. 4-5 k = Ae Fa/RT
(Eq. 49 A= *aT cassis

Notons que le facteur pré-exponentiel A est carsétépar I'état de transition (comme le
montre le terme entropique d&¢uation 4-6; oukg est la constante de Boltzmanest

la température effective de la molécuiiest la constante de PlanckA& est la variation
d’entropie entre I'état initial et I'état de tratisn) et, par conséquent, du mécanisme de
dissociation. Les valeurs de log(A.s) sont de Ferde 14 a 16 et de l'ordre de 10 a 12,
respectivement pour des dissociations par RS et g@sl dissociations par RR ; ce qui
représente le fait qu'a plus hautes énergies ieteles dissociations par RS sont
systématiquement favorisées. Ainsi, la possibdigécroisement entre les deux chemins
réactionnels, et la valeur diga laquelle il a lieu, ne dépendent que de la diffée des
valeurs d’'p de chaque chemin réactionned.,, des points d'origines des courbes de
constantes de vitessEduation 4-5). Lorsque la valeur d'Ede la dissociation par RS
(Eor9 est inférieure a la valeur & de la dissociation par RR (R, les deux courbes
de constantes de vitesse de dissociation ne ssentojamais. Dans ce cas, les
dissociations par RS sont favorisées indépendamaheneémps de dissociation et, par
conséquent, de li de la population d’ions. La valeur dgdg est alors utilisée pour les
calculsvia MassKinetic§. Lorsque la valeur d'§ksest supérieure & la valeur g’k les
deux courbes de constantes de vitesse se croid@ms. ce cas, les dissociations par RR
sont favorisées aux plus faibles valeurs;g'&upérieures adrr et les dissociations par
RS sont favorisées a partir de la valeurf’Bu point de croisement des courbes
jusqu’aux plus hautes valeurs ghiE La valeur de E a utiliser pour les calculs via
MassKinetic§ dépend alors des valeurs de log(A.s) de chaquminheactionnel et de

la valeur d’Ey; de la population d’ionse., de son « temps » de dissociation.
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Dans notre cas, les calculs de chimie théoriques glus précis) disponibles dans la
littérature Tableau 4-1) montrent que seuls les ions pMe-Bz-Pyr et pl8@-Pyr ont
une valeur d’'lgrg inférieure a leur valeur dgrs Différentes valeurs de facteur de
fréquence ont donc été testées afin de détermuralegvaleur d’lz doit étre considérée
dans la gamme de temps de dissociation en-sournetoeinstrument qui est de I'ordre
de la milliseconde (Ids). LaFigure 4-8 montre les différentes courbes de vitesses en
fonction de I'g. de l'ion précurseur du pMe-Bz-PyFigure 4-8aet4-8b) et du pNG-
Bz-Pyr Figure 4-8c et 4-8d). Dans la gamme de temps de notre instrumentuabe
correspondant a une dissociation par RS est stragte supérieure aux différentes
courbes correspondant aux dissociations parfdrife 4-8). Ainsi, les dissociations par

RS sont favorisées par notre instrument pour @as sels de benzyl-pyridinium testés.
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Figure 4-8. Courbes de vitesses en fonction de,J'&e I'ion précurseufa et b)du pMe-Bz-Pyr efc et d)

du pNQ-Bz-Pyr. Les courbes en trait continu sont foncttnI'Ey rs du pyridinium considéré avec un
facteur pré-exponentiel de 14. Les courbes en piittillé sont fonctions deggg avec un facteur pré-
exponentiel variable de 12 a 10. Les fleches hotaes représentent la constante de vitesse dans la
gamme de temps de dissociation en source propasée IpT Q-Orbitrap-XL.

Sachant quelles valeurs @'Hoivent étre utilisées.€., les valeurs d’Erg), les valeurs
d’énergie d'apparition des ions fragments,,gE dans nos conditions expérimentales
peuvent étre déterminées et sont égales a 3,4@,6¥,eV et 6,22 eV, respectivement
pour le pOMe-Bz-Pyr, le pMe-Bz-Pyr et le ppBz-Pyr Figure 4-9).
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a) RS (14) b) RS (14)
2 OMe-Bz-P
pOMe-Bz-Pyr RS (14) pOMe-Bz-Pyr

pMe-Bz-Pyr RS (14)
2 / / / 6 8 10 12 1 16 1 2 ‘ ‘ ‘
v v v
7( is 4 a5 s ss 6

RS (14) pMe-Bz-Pyr

PNO,-Bz-Pyr
Figure 4-9. Courbes de constantes de vitesse en fonction Eig d'ion de benzyl-pyridiniumpara-
substitués poutog(A.s) = 14 Les courbes continues sont fonctions de dd&du sel considéré avec un
facteur pré-exponentiel de 14. Les fleches horalestreprésentent la gamme de temps de dissocgtion
source proposée par le LTQ-Orbitrap-XL. Les fleckhegicales indiquent les énergies d’apparition des
ions fragments (& qui sont de 3,404 eV, 4,625 eV et 6,225 eV, rethpement pour le pOMe-Bz-Pyr, le
pMe-Bz-Pyr et le pN@Bz-Pyr.

RS (14)
PNO,-Bz-Pyr

f(Bnt) d’'ions benzyl-pyridinium
f(Bnt) d’'ions benzyl-pyridinium

log(k.s)
log(k.s)

Les températures caractéristiques des ions préosrée,,) induites par ESI et par V-
EASI ont été deduites des valeurs gikket de SY,p et sont respectivement de 1346 K et
de 1253 K. En outre, des calculs supplémentairésnamtré que, dans notre cas, pour
atteindre la méme valeur de SY : (i) une augmeoriatiun facteur 10 sur le temps de
dissociation de I'ion précurseur induit une dimioatde la valeur degk de ~ 100 K é.g.
TealESI; 10% s] = 1260 K) et, (ii) une diminution d’'un factedd® sur le temps de
dissociation de Iion précurseur (18) induit une augmentation de la valeur dg de ~
100 K (.9.TeafESI ; 10* s] = 1445 K).

L
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ws| | V-EASI >
(1253 K)

<« | EsI
(1346 K)

°

ESI
(1346 K)
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V-EASI
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Taux de survivants (SY)

°

Distributions d’ énergie interne thermique

0
0 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 0 1

Figure 4-10.(a) Distributions d’énergie interne thermique calcsl@eur une valeur de.dde 1253 K (V-
EASI) et de 1346 K (ESIXb) Taux de survivants (SY) en fonction de;l;Ele la population d’ion. Les
courbes représentent les S¥alculés par intégration des distributions;d'Ehermiques pour la source V-
EASI et la source ESI. Les points correspondent\algurs de S¥, obtenues pour la source V-EASI
(cercles) et la source ESI (triangles).

2 3 a B 6 7 8 9 10

Les distributions d’énergie interne « thermiquee»athaque source d’ionisation ont été
obtenues de leur valeur degT(Figure 4-10g et ont été intégrées pour calculer les

valeurs de S¥ représentées par des « courbes en S » paourves Figure 4-10b. La
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superposition des valeurs de &Y (représentées par des cercles et des triangles,
respectivement pour la source V-EASI et la soursg;Figure 4-10b et des valeurs de
SYn (représentées par les courb&sggure 4-10H montre que I'hypothése d'une

distribution d’E thermique est valide.

La source ESI induit donc plus de dissociationtad®pulation d’ions précurseurs que la
source V-EASI. Cette différence énergétique ergseedources API étudiées peut avoir
deux origines : (i) la source ESI forme de plussgagrégats chargés nécessitant plus
d’énergie pour étre totalement désolvatés et iraigne distribution d’énergie interne
de la population d’ions plus dispersée que dassuace V-EASI, et/ou (ii) la source ESI
laisse plus de temps a la population d’ions pré&zussen phase gazeuse pour se dissocier
que dans la source V-EASI. Dans le cas de la dermpeoposition, les calculs de la
variation de Ty induite par une modification du temps de dissammatu systéme ont
montrés que la source V-EASI laisse jusqu'a 10 fhis de temps aux ions précurseurs

nus en phase gazeuse pour se dissocier.

I1l. Applications du V-EASI aux complexes non-covalents

Ayant dorénavant une source de deésorption/ionisgbermettant un transfert plus doux des
analytes (molécules et/ou interactions) vers lasphgazeuse sans application de tension pour
assister la désorption, de nhombreux phénomenesvessors des processus de désorption et
d’ionisation sous un champ électriqgue peuvent &examinés. Parmi ceux-ci, (i) I'échange de
métal, (i) la désorption/ionisation de NCX biolgges en milieu physiologique et, (iii) le

superchargement des oligonucléotides par le m-NBAt brievement été.

I1l. 1. La désorption/ionisation de complexes métal/ligamadsniques

Le composé SK-19703 (de structure confidentiellst @n NCX « fer/ligands
organiques » de la forme Fe(LgdlLors de l'analyse par ESI de ce complexe non-
covalent tres labile, un échange de métal estreggiguement observeé et la nature de ce
métal dépend du spectromeétre utilisé.(Cu ou Ag respectivement pour les instruments
Therm& et Brukef) sans que ces métaux fassent partie du protoeleydthése du

composé ou de préparation des échantillons.
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Figure 4-11. Spectre de masse d'un complexe de la forme [Fefdgle SK-19703 de structure
confidentielle) obtenuéa, c et e)par ESI e(b, d et f) par V-EASI dans des conditions de désolvataféon
et b) extrémes (140 V et 250 V(¢ et d) dures (100 V et 150 V) €t et f) douces (20 V et 70 V). Les
acronymes CV et TL représentent respectivementelesions appliquées au capillaire de transfertuet a
« Tube Lens ».Conditions expérimentales. Concentration : 10umol/L. Solvant : dichlorométhane.
Instrument. LTQ-Orbitrap-XL.Parameétres de la source ESIMode : ESI(+) par infusion. Débit liquide :
5 pL/min. Tension d'ionisation : +4,0 kV. Débit gazeug0 (u.a.).Parametres de la source V-EASI.
Mode : V-EASI(+) par pompage. Dimensions du cap#éla longueur 20 cm, d.i. 50m, d.e. 190m.
Pression du gaz: 9 bars. Débit liquide : ~ 200mib/ Parameétres de linterface. Température du
capillaire de transfert: 230°C. Tension au caipdlae transfert : variables. Tension au « Tubesben
variables.

La Figure 4-11 présente les spectres de masse du composé SK-b8#8is par ESI
(Figure 4-113 4-11cet 4-119 et par V-EASI Figure 4-11h 4-11d et 4-11f) dans des
conditions de désolvatation plus ou moins doucessbes conditions de désolvatation
les plus douces (i.e., CV =20 V et TL = 70 Figure 4-11eet4-111), bien que les NCX
majoritairement détectés par ESI aient subit uraggl de métal (Fe pour Cigure 4-
116, aucun échange de métal n'a été observé par -ER§ure 4-11f). D’ailleurs
cette difference est observée indépendamment dergiie de déposée pendant I'étape de
désolvatation. Dans des conditions de désolvatg@lios duresi(e., CV =100 V et TL =
150 V; Figure 4-11c et 4-11d), alors que le spectre ESI-MS montre de nombreux
fragment non-covalents contenant majoritairementuure EFigure 4-119, le spectre
V-EASI-MS montre un unique fragment majoritaire respondant a un ligand protoné
(Figure 4-114d. Enfin, dans des conditions de désolvatationéexés i(e., CV = 140 V
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et TL = 250 V, lesmaximatolérés par l'instrumentEigure 4-11aet4-11b), alors que le
spectre ESI-MS montre de nombreux fragment conteannon, un métal et aucun ion
précurseurKigure 4-119, le spectre MS obtenu par V-EASI montre encorprésence
des ions précurseurs. Pour toutes ces raisongulaes V-EASI a grandement facilité
'analyse des massifs isotopiques pour la détertioimade I'état d’oxydation du fer au
sein du complexe SK-19703 « natif » ; ce qui étaltspensable a la bonne poursuite de

cette étude (menée en collaboration avec une éqtiipe de I''lPMC).

I1l. 2. La désorption/ionisation des complexes biologicqums-covalents

La compréhension des processus de désorption @tishition des NCX biologiques
constitue une étape importante de I'étude de lailééades NCI. La possibilité d’'étudier
ces NCX au moyen d’une source d’ionisation encooinménergétique que les sources
de désorption/ionisation par ESI permettrait de ntemiir une conformation au plus
proche de leur(s) état(s) natif(s). En effet, lmgee de temps proposé par les sources ESI
nécessite bien souvent I'ajout d’un solvant orgaeifin de favoriser les processus de
désorption a partir des microgouttelettes et lecggsus de désolvatation des agrégats
chargés, risquant de dénaturer d’éventuelle(s)atordtion(s) native(s). La source V-
EASI étant moins énergétique., elle produit de plus petit agrégats chargés exs@h
gazeuse, la désolvatation de ces derniers ne fitécdsac probablement pas I'assistance
d'un solvant organique initialement présent pouwtuiée la tension superficielle des

microgouttelettes.

La Figure 4-12 présente les spectres de masse d’'un mélange Apfdee(4: 1),
respectivement I'oligonucléotide de sequeng€Ts (My = 3571,60 Da) et le fragment
11-24 I’ACTH (M, = 1651,04 Da), obtenus par V-EASI en mode po§tidure 4-123

et en mode négatif{gure 4-12h). Ces spectres montrent la possibilité de traasfde la
solution vers la phase gazeuse des assemblés dennadécules biologiques stabilisées
par des interactions non-covalentes,(M5222,64 Da) dans un tampon aqueux adéequat,

et ce, indépendamment de la polarité d’observation.
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Figure 4-12 Spectres de masse d’'un mélange ADN/peptide (4 rebpectivement ¢CTs et 11-24,
formés par V-EASI(a) en mode positif et(b) en mode négatif.Conditions expérimentales.
Concentrations : [ADN] = 20umol/L et [Peptide] = 5umol/L. Solvant: tampon aqueux d'acétate
d’ammonium (20uM). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Parametres de la source V-EASIMode : V-
EASI(+) et V-EASI(-) par pompage. Dimensions duiltajpe : longueur 25 cm, d.i. 50m, d.e. 190m.
Pression du gaz: 9 bars. Débit liquide : ~ 200mb/ Parameétres de linterface. Température du
capillaire de transfert : 230°C. Tension au caipdlale transfert (a) 130 V et(b) -130 V. Tension au
« Tube Lens » (a) 190 V et(b) -190 V.

Comme aucun champ électrique n’est appliqué periddotmation et I'évaporation des
microgouttelettes, les charges positives et lesgesanégatives sont mieux réparties sur
leur surface ; il est donc possible de désolvaterguider et d’observer aussi bien en
polarité positive que négative les analytes issusmé&me spray bipolaire. Ainsi, les
répulsions de charges identiques étant réduites sulface des microgouttelettes, les
productions d’agrégats chargés par IEM sont défsges par rapport a celles par CRM.
En effet, bien que I'observation de tels NCX a séié I'application de conditions de
désolvatation comparable a celle utilisées en E8is mssez durese., induisant un
nombre non négligeable de fragmentations en solscerésence de nombreux ions
adduits avec des cations alcalins caractéristiques dsources APl par

désorption/désolvatation n’a pas pu étre atténkiggie 4-12aet4-12h).
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I1l. 3. Le super-chargement de simples brins d’ADN par V-EASI

Le super-chargement des oligonucléotides obsemgdes processus de désorption et
d’ionisation sous un champ électrique est un phé&manparticulierement d’intérét a nos
yeux’®. En ayant la possibilité, il était donc indisperisade vérifier I'influence de

'absence de champ électrique sur ce phénomene.

100 a) [ADNI*  [ADN]® (o, = -3,69 / |o; = 1,45 X10)
[ADN]
50 GL [ADN] 2-
A ADN]®-
2 0 [ L I]J wa L -
% 100 b) [ADN] (Zayg = -2,67 /l | = 7,33 X10)
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2 50 NH,OAg
5 [ADN] 4
'% 0 L L IL .
21009 [ADN]* (Zawg = 4,301/ |, = 4,38 x16)
2 [ADN]* . H20
£ 50 Japnje [ADN] mMNBA
3 [ADN]?
% 0 " Ll [P
g2 d [ADN]® (Zyyg = -3,40// |, = 5,87 x106)
2 ADNI H20
2-
NH,0Ad PN
mNBA I
LR AR DL
1000 1500

m/z
Figure 4-13.Spectres de masse V-EASI en mode négatif de ssnfypies d’ADN (TG, T3G, ; 12-mer)(a)
en d'une solution aqueusé)) en solution aqueuse tamponnée (20 mM de,¥t), (c) en solution
aqueuse en présence de 1%ndéBA, et (d) en solution aqueuse tamponnée (20 mM de@kt) en
présence de 1% deNBA. Conditions expérimentales.Concentration : fumol/L. Solvant : variable.
Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Parametres de la source V-EASI.Mode : V-EASI(-) par pompage.
Dimensions du capillaire : longueur 30 cm, d.i.. 80, d.e. 19(m. Pression du gaz : 9 bars. Débit liquide :
~ 200 nL/min.Parameétres de l'interface. Température du capillaire de transfert: 230°Casian au
capillaire de transfert : 80 V. Tension au « Tulead.» : 130 V.

La Figure 4-13 présente les spectres de masse V-EASI en modetifnétga
l'oligonucléotide de séquencesG,T3G, (12-mer; M, = 3686,62 Da) en solution

6 B. Brahim, S. Alves, R. B. Cole, J.-C. Tabet ; @gaEnhancement of Single-Stranded DNA in Negative
Electrospray lonization Using the Supercharginggeea Meta-nitrobenzyl Alcoholl. Am. Soc. Mass Spectrom.
2013 (DOI 10.1007/s13361-013-0732-8)
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aqueuse Kigure 4-133, en solution aqueuse tamponné par 20 mM dacétate
d’ammonium Figure 4-13b), en solution aqueuse en présence de 1%NIRA (Figure
4-139 et, en solution aqueuse tamponné par 20 mM diseéammonium en présence
de 1% demNBA (Figure 4-13d. A priori, les spectres de masse pourrait laisser penser
gue le spectre de masse de référence dsglae 4-13b cependant il n’en est rien ; le
spectre de masse de référence est bel et bigguee 4-13apour lequel les simples brins

d’ADN sont dilués dans de I'eau pure.

L’ajout du tampon acétate d’ammoniumidure 4-13b ne contréle pas uniquement le
pH de la solution mais interagit aussi avec lesiges phosphates qui sont totalement
déprotonés en solution (pKa < 1) et donc génére ecomapeétition entre les ions
ammonium (NH") et les métaux alcalins pour le réle de contre(formation de sel§).
Ainsi, durant les derniéres étapes de désolvataegsmagrégats chargés en phase gazeuse,
les ions NH" appariés a un phosphate déprotoné ont la pogsitdi transférer un proton
au phosphate avant qu’'une molécule d’ammoniaclibéitte comme le décrit le model
de désolvatation des oligonucléotides proposéGamelica and co-workef&*® 1l en
résulte une diminution de la quantité de chargegatides portées par les
oligonucléotides (deagg = -3,69a zyg = -2,67; respectivement dans IEgure 4-13aet
4-13b).

L’action majeure denNBA a été conservée dans cet environnement librehdenp
électriquei.e,, I'ajout de mNBA a invariablement augmenté le nombre de charges
négatives portées par I'oligonucléotide (dg z -3,69a z, = -4,30et de z,4=-2,67a

Zavg = -3,40; respectivement pour |€3gures 4-13aet4-13cet pour led=igures 4-13bet
4-13d). De plus, alors qu'une perte totale de signal éfaservée en absence d'acétate
d’ammonium (et indépendamment de la présenaeMBA) par ESI, la source V-EASI
semble permettre la détection d’oligonucléotidemsdaes solutions aqueuses non-

tamponnées Higure 4-13a et 4-139 laissant supposer que l'action @eNBA est

*"R. H. Griffey, H. Sasmor, M. J. Greig ; Oligonuafile Charge States in Negative lonization Elegirag-Mass
Spectrometry Are a Function of Solution Ammonium [@oncentration). Am. Soc. Mass. SpectroiP97, 8, 155-

“8 F. Rosu, S. Pirotte, E. De Pauw, V. Gabelica jtResand negative ion mode ESI-MS and MS/MS fardging
drug-DNA complexesint. J. Mass Spectron006 253 156-171.

9 F. Rosu, E. De Pauw, V. Gabelica ; Electrospragsrepectrometry to study drug-nucleic acids inteas.
Biochimig 2008 90, 1074-1087.
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pratiquement indépendante de la présence de catidHg'. Cependant, le
superchargement des oligonucléotides induit pggutademNBA a une solution aqueuse
non-tamponnéeHgure 4-139 est accompagnée de la formation d’un grand nombre
d’ions adduits avec des métaux alcalins ayant pffet de disperser le signal observé
pour chaque état de charge et, par conséquentindeudr d’'un facteur 2 l'intensité
totale des espéces moléculaires protonés.{de 1,45 x16 a ko = 4,38 x10 ; pour les
Figures 4-13aet 4-139. Bien que I'ajout du tampon acétate d’ammoniurdeatelles
solutions empéche la production d’ions adduits alecmétaux alcalingigures 4-13-c
et4-13d, le spectre de masse obtenu reste comparablgeatres de masse de référence
(Figure 4-139. Ainsi, la présence deNBA lors des processus de désolvatation par V-

EASI ne semble avoir qu’un trés faible intérét gtigqle.

En effet, la Figure 4-13a (issue d'une solution aqueuse non-tamponnée
d’'oligonucléotide) présente un spectre comparabbe @ésultats obtenus par ESI en
présence denNBA dans un meélange équimolaire eau/méthanol tamgoh est donc
possible que I'action majeure aoNBA soit de compenser la diminution du nombre de
charges négatives sur les oligonucléotides inchatela présence des cations Nidui,
réciproguement, limite les cationisations induite [a présence daNBA. Cette notion

de concertation moléculaire est d'ailleurs en atcavec le model proposé dans le
chapitre précédent pour expliquer le phénomeéne uperehargement induit par la

présence deNBA durant les derniéres étapes du processus dévdéstion.

Outre la présence de nombreux ions adduits avec ndésux alcalins sur les
oligonucléotides qui pourrait étre représentativend affinité du mNBA pour ces
métaux, laFigure 4-13cne montre qu'une légére augmentation du nombrehdeges
négatives portées par I'oligonucléotide. Cette aampation peut s’expliquer : (i) par un
transfert de proton intermoléculaire (de I'oligot&atide vers lenNBA) qui ne serait que
partiellement favorisé, et/ou (ii) par une désatian dumNBA lente qui ne produirait

des ions hautement chargés nus que trés tardivement
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I\V. Conclusion

La conception d'une source V-EASI au laboratoirepermis son étude eénergétique par
comparaison avec une source ESI. Les résultatsrimg@aux ont montrés que les ions
précurseurs produits par V-EASI sont moins sounuig dissociations en-source que ceux
produits par ESI. Cette différence énergétique peair deux origines : (i) les agrégats chargés
produits par V-EASI sont plus petits et nécessitimic moins d’énergie pour étre totalement
désolvatés et produire des ions « nus » en phasugm, et/ou (i) la source V-EASI laisse

moins de temps a la population d’ions précurseaus pe dissocier que dans la source ESI.

Cette source plus douce a permis de réexaminemugel phénomenes observés lors des
processus de désorption et d’ionisation sans gchamp électrique soit appliqué. La source V-
EASI a donc permis : (i) 'analyse de NCX métakllingl extrémement sensibles aux échanges de
métaux, (ii) la désorption/ionisation de NCX bialpges « peptide/oligonucléotide » dont la
masse moléculaire est supérieure a 5 kDa en soltaimponnéeée., plus proche de conditions
physiologiques que les solvants généralement égilipar ESI et, (iii) le phénomene de
« superchargement » observé lorsqudBA est ajouté a la solution étudiée. Ainsi, I'exage
charges présent a la surface des microgouttelpttetuites par ESI (ce qui constitue la plus
grande force de cette méthode) induit une ionisation-sélective des composés présents dans

les microgouttelettes (ce qui constitue la plusdesfaiblesse de cette méthode).

L’'opportunité de développer une source V-EASI nest’présentée que trées tard dans
l'avancement de ces travaux de thése (grace aitdtion du Professeur Eberlin) mais le
potentiel de cette source est, trés certainement,lbin d’avoir été exploité. En effet, un grand
nombre de phénomenes observés lors des procesdésatption et d’ionisation sous un champ
électrique peuvent encore étre réexamimég, les réactions d’oxydation et/ou de réductions
activées par un autre composé chimique, par un aatement électronique, voir-méme, par un

faisceau laser.
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CHAPITRE 5:

Comportement des complexes biologigues non-covalkmts de leur

activation en phase gazeuse

Il est tres difficile d’examiner avec précisionrature et la position de NCI stabilisant les NCX
biologiques, ou la répartition des charges surdegsiers, par des approches basées sur un seul
niveau d'analyse par MS En revanche, les expériences de spectrométrienaese « en
tandem » KMIS/IM3 de NCX ont montrés leur capacité a répondre ocesstipné®. Les
expériences MS/MS englobent toutes les méthodediguamt, au moins, deux niveaux
d’analyse par MS reliés par un processus de dasmciou une réaction chimique induisant une
modification de la masse et/ou de la charge d’'uit%8 Les expériences MS/MS impliquent
formellement un premier analyseur ou les ions pe&Eus sont isolés et fragmenteront par la
suite (spontanément ou par activation) pour preddés ions fragments qui seront détectés lors
d'une seconde analysell est possible d’augmenter le nombre d'étapdsotiition/analyse
jusqu'a des expériences M®U n est le nombre de la génération dions analysés
spectrometres de masse permettant des expérien8&gSMpeuvent étres congus de deux
manieres : (i) par le couplage d’au moins deux yam®airs distincts (instruments a faisceau
d’ions) ou, (ii) par l'application d'une séquenc&wkEnements dans un méme analyseur a

stockage d’ions (instruments a séquence temparelle)

|. Méthodes d’activation usuelles des ions en phazeuse

Lorsque les ions précurseurs transférés de laigolédt la phase gazeuse sont suffisamment

stables, il est possible de les isoler (lors d’premiére analyse) et de les « activer » en déposant

1 J. M. Daniel, S. D. Friess, S. Rajagopalan, S. 8t/eR. Zenobi ; Quantitative determination of novalent
binding interactions using soft ionization masscsmametry.int. J. Mass SpectronR002 216 1-27.

2S.Yin, J.A. Loo. Elucidating the Site of ProtédP Binding by Top-Down Mass Spectrometdy. Am. Soc. Mass
Spectrom201Q 21, 899-907.

% K. Pagel, S.-J. Hyung, B.T. Ruotolo, C.V. Robinsaiternative Dissociation Pathways Identified imaBge-
Reduced Protein Complex lorsnal. Chem201Q 82, 5363-5372.

*R. G. Cooks, J. H. Beynon, R. M. Capriolo, G. Bster ; Metastable lons, Elsevier (Amsterdaify,3

® F. W. McLafferty ; Tandem Mass Spectrometry ; F.M¢éLafferty Ed.: John Wiley and Sons (New York®83

® K. L. Busch, G. L. Glish, S. A. McLuckey ; Massesprometry/Mass Spectrometry : Techniques and Apftins
of Tandem Mass Spectrometry, VCH (New York388

" E. de Hoffman ; Tandem Mass Spectrometry : a Rrilnélass Specroql996 31, 129-137.
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une distribution donnée d’énergie jusqu'a atteinoir@tat énergétiguement excité (vibrationnelle
et/ou électronique) de lion afin d’'induire desdmaentations dépendantes de la méthode de
dépot d’énergie Les méthodes d’activation d’'une population d'i@msphase gazeuse peuvent
donc étres divisées en deux catégories : (i) Vatitn « par chauffage » de la population d’ion
menant généralement a des mécanismes de dissod#to« ergodiques e., ou la vitesse de
dissociation de I'ion est inférieure a la vitesgerépartition de I'énergie sur tous les oscillageur
harmoniques de l'ion, et (ii) I'activation « parutelisation de charge(s) » issus de transfert(s)
d’électron(s) (ajout ou détachement) de la poputatiions multichargés menant généralement a
des mécanismes de dissociation dits « non-ergosligie, ou la vitesse de dissociation de I'ion
est supérieure a la vitesse de répartition de Higaesur tous les oscillateurs harmoniques de

I'ion.

I. 1. Méthodes d’activation « par chauffage »

Les méthodes d’activation par chauffage peuversétles-mémes subdivisées en deux
catégories : (i) I'activation de la population daigpar collision avec un gaz neutre inerte
(les dissociations induites par collision sur ungfexe, SID pour Surface-Induced
Dissociatiorl, ne seront pas discutées) ou, (ii) 'activationlaepopulation d'ions par

exposition & un rayonnement.
(i) Le chauffage par collision avec un gaz inerte

Différentes méthodes permettent I'activation d’ypuopulation d’ion par collisioff***2
e.g. les dissociations induites par collisio8ID pour Collision-Induced Dissociatign
aussi appelées décompositions activées par calli@@AD pour Collision-Activated
Decomposition Dans ces méthodes (dit€gD), la population d’'ions accélérés a plus ou

moins haute énergie entre en collision avec demegomu des molécules de gaz cibles

8 L. Sleno, D. A. Volmer ; lon activation methods fiandem mass spectrometd; Mass Spectrom2004 39,
1091-1112.

® M. A. Mabud, M. J. Dekrey, R. G. Cooks ; Surfandticed dissociation of molecular iomst. J. Mass Spectrom.
lon Process.1985 75, 285-294.

9'R. G. Cooks ; Collision-Induced Dissociation : Riegs and Commentary. Mass Spectrom1995 30, 1215-
1221.

1 A. K. Shukla, J. H. Futrell ; Tandem mass spectmyn: dissociation of ions by collisional activaii J. Mass
Spectrom.200Q 35, 1069-1090.

12K, R. Jennings ; The changing impact of the dolisnduced decomposition of ions on mass spectigmiet. J.
Mass Spectrom200Q 200, 479-493.
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immobiles. Dans les instruments a faisceau d’iomg cellule de collision placée entre
les deux analyseurs contient le gaz cible inetteeapression suffisante pour favoriser les
collisions avec la population d’ions ; la difféerence pressions entre la cellule de
collision et les analyseurs étant assurée par mppge différentiel. Dans les instruments
a séquence temporelle, I'analyseur sélectionn®iesprécurseurs puis, devient la cellule
de collision ou les ions fragments seront prodeitsedevient, par la suite un analyseur
afin de détecter les ions fragments. A de plusldai&nergies d’activation (de 1 a 100
eV), lénergie interne des ions excités est priament vibrationnelfg.
Réciproquement, a de plus hautes énergies d'activétie I'ordre du keV), I'énergie
interne des ions excités est principalement élritirE® (transition électronique

verticale) et, par la suite, est redistribuée ear@ie vibrationnelle.

La fragmentation de la population d’ions résulteto®s étapes successives dont les
durées ne sont pas homogénes. Dans la premiée &gmpulation d’ions sélectionnée
est soumise a une (ou de nombreuses) collisionéx) la cible gazeuse présente dans la
cellule de collision. Lors de ces collisions, unartig de I'énergie cinétique
translationnelle d’'un ion peut étre convertie eergie interne (collision activante de
I'ilon précurseur) ou peut étre transférée sous éadfénergie cinétique a une molécule de
gaz inerte (collision désactivante de l'ion préeury. Le nombre de collisions de basses
énergies nécessaires pour atteindre un état edeiféon étant dépendant de la nature de
ce dernier, de la nature de l'instrument (a faiscddons ou a paquet d’'ions) et des
conditions instrumentales de la cellule de collisfpression, température, nature du gaz
cible...). La deuxiéme étape est trés rapide (d& 4010'° s) et correspond & la derniére
collision activante permettant & un ion d’atteindreétat excité. Enfin la derniere étape
correspond a la décomposition de l'ion activé. Bigre le temps de décomposition des
ions précurseurs dépende de la nature de la lia@mopue et des fragments engendres,

les ions fragments observés dépendent de la gararsagbs de I'instrument.

13 R. N. Schwartz, Z. I. Slawsky, K. F. Herzfeld ;|€dation of Vibrational Relaxation Times in GasdsChem.
Phys, 1952 20, 1591-1599.

14 H. Yamaoka, P. Dong, J. Durup ; Energetics of dblision-Induced Dissociations. Chem. Phys1969 51,
3465-3476.
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Ainsi, en considérant que ces processus sont eygesli: (i) le temps de dissociation de
I'ion considéré est plus long que le temps d’exigita(par une collision), (ii) la vitesse
de dissociation de l'ion est inférieure a la viteske redistribution de I'énergie issue
d’'une collision activante sur tous les oscillateb@asmoniques de l'ion, (iii) I'ion atteint
un état d’équilibre énergétique interne ou I'énerggt répartie avec une probabilité égale
sur tous les oscillateurs harmoniques, et (iv) pesduits de dissociations observés
résultent de séries de réactions compétitives ewosécutives. Dans ces conditions, les
voies de fragmentations empruntées par la populatimns ne dépendent que de la
guantité d’énergie déposée et ménent généralemémtridpture de la liaison de plus
faible énergie par des mécanismes dirigés par dageh Pour les mémes raisons, les
molécules composées d'un plus grand nombre d'atofeas les macromolécules)

nécessitent plus d’énergie pour se décomposerlda@nme de temps de l'instrument.

Les inconvénients majeurs des méthodes CxD sonta: frésence d’'un gaz de collision
a une pression supérieure aux pressions communép@lijuées aux analyseurs et
indispensables a leur bon fonctionnement et,difalble quantité d’énergie que I'on peut
déposer sur un ion limitant les possibilités dgrnantations de I'ion aux liaisons de plus

faible énergie.
(i) Le chauffage par exposition a un rayonnement

D’autres méthodes d’activation vibrationnelle fassent de I'énergie a une population
d'ions sans compromettre le vide poussé des anab/is€es méthodes permettent
I'activation d’'une population d’ion en I'exposanua rayonnement infrarouge diffus ou
focalisé, respectivement pour les dissociationsiited par radiation infrarouge d’'un
corps noir BIRD pour Blackbody Infrared Radiative Dissociatidn et pour les
dissociations induites par plusieurs photons iofsges [RPMD pour InfraRed
MultiPhoton Dissociatiojt®. Dans ces méthodes (dites de photodissociaticn), |

population d’'ions est irradiée au sein de I'analys€omme le chauffage par irradiation

15 p. D. Schnier, W. D. Price, R. A. Jockusch, E.VRlliams ; Blackbody Infrared Radiative Dissociati@f
Bradykinin and Its AnaloguesEnergetics, Dynamics, and Evidence for Salt-BriSgictures in the Gas Phage.
Am. Chem. Soc1996 118 7178-7189.

15D, p. Little, J. Paul Speir, M. W. Senko, P. BCGnnor, F. W. McLafferty ; Infrared Multiphoton Bisciation of
Large Multiply Charged lons for Biomolecule SequeagcAnal. Chem.1994 66, 2809-2815.
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nécessite une exposition plus longue de la populatiions, ces méthodes d’activation
sont principalement réalisées dans des instruntentemps permettant le stockage de la

population d’ions.

Le mécanisme de fragmentation par photodissociatiglique I'absorption de quelques
(ou plusieurs) photons par un ion. L'énergie apporpar chague photon absorbé se
repartit dans tous les oscillateurs harmoniqueléeérgie interne de l'ion s’accumule
jusqu'a induire la dissociation de ce dernier avezvitesse de dissociation suffisamment
grande pour observer la production d’ions fragmesass la gamme de temps de
linstrument. Les méthodes de photodissociationsit sdonc aussi des méthodes
d’activation ergodigues ou I'énergie est redistéiblau fur et a mesure de son ajout sur
l'ion, et ce, avant sa fragmentation. Ces méthooless 'avantage de déposer plus
sélectivement I'énergie sur les ions absorbants larigueur d’onde d’irradiation et un
meilleur contrdle sur la quantité d’énergie dépopéamettant d’affiner la distribution

d’énergie interne de la population d’ions considérée

Historiquement, les lasers émettant dans l'ultiatifpasers UV et dans le visibledsers
Vis) ont été les premiers a étre testés mais, de ows,jles lasers émettant dans
l'infrarouge (asers IR sont bien plus courants. En comparaison avetagess UV, les
lasers IR sont moins sélectifs et moins énergéigimsi, lorsque I'absorption d’un seul
photon UV fournit suffisamment d’énergie pour induila dissociation d'un ion,

I'absorption de plusieurs photons IR est nécesgaive activer et dissocier le méme ion.

|. 2. Méthodes d’activation par neutralisation de chape(

Les méthodes d’activation par neutralisation derg#@) peuvent étres subdivisées en
deux catégories : (i) la neutralisation de changaé¢da population d’ions par exposition a
un faisceau d’électrons incidents d’énergie cingtiqontrélée ou, (i) la neutralisation de
charge(s) de la population d’ions par transferndlou de plusieurs) électron(gp des

réactions ion-ion intermoléculaires.
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() La neutralisation par exposition a un faiscedi@lectrons

Parmi les méthodes d’activation fournissant dedigie a une population d’ions sans
compromettre le vide poussé des analyseurs, ladigsn par capture d’électroeCD
pour Electron Capture Dissociatioh *® et la dissociation par détachement d'électron
(EDD pour Electron Detachement Dissociatibh permettent I'activation d'une
population d’'ions, respectivement multi-protonésneiti-déprotonés, en I'exposant a un
faisceau d’électrons incidents, de distributionn@¥gie cinétique contrélée et de section
transversale de capture suffisante produits, paraathode émettrice. Outre, la polarité
de la population d’ions étudiée, la différence megeentre ces deux meéthodes réside
dans I'énergie cinétigue des électrons incidents dpit étre : (i) faible pour que
I'électron incident soit capturé par une especdirpubtoné (faible énergie d’activation),
ou (ii) forte pour que I'électron incident détache électron d’'une espéce multi-

déprotoné (haute énergie d’activation).

La fragmentation de la population d’'especes mutitgnées par ECD résulte de la
capture d’'un (ou plusieurs) électron(s) de faibiergie cinétique (< 0,2 eV) permettant
leur fragmentation. Ce processus d'activation (<**18) est plus rapide que les
fréquences de vibration des liaisons standardssj,al permet la dissociation directe de
liaisons autour du radical. Par conséquent, etramaiment aux meéethodes d’activation
vibrationnelle, 'ECD est décrit comme un processos-ergodique ; ce qui explique
pourquoi cette méthode d’activation a été appligadec succes a la fragmentation de

macromolécules multiprotonables.

Les voies de fragmentations observées par ECD dungtit la dissociation d’espéces
multiprotonées ayant un nombre impair d'électrobs. plus, de par la nature non-
ergodique de ces processus, les voies de fragnmrgtatmpruntées par la population

d’ions activée ne dépendent que de la positioradical. Elles ménent généralement a la

"' R. A. Zubarev, N. L. Kelleher, F. W. McLaffertyElectron capture dissociation of multiply chargedtgin
cations A nonergodic process.Am. Chem. Sqd 998 120, 3265-3266.

18 R. A. Zubarev, K. F. Haselmann, B. Budnik, F. ggn, F. Jensen ; Towards an understanding of ¢ceamism
of electron capture dissociation: a historical pecsive and modern idea8ur. J. Mass Spectron2002 8, 337-
349.

19 B. A. Budnik, K. F. Haselmann, R. A. Zubarev ; &fen detachment dissociation of peptide di-anicars:
electron-hole recombination phenomenGhem. Phys. Le{t2001, 342, 299-302.
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rupture d’'une liaison qui n’est pas forcement laspfaible mais qui est proche de la
charge neutralisée par la capture d’'un électiardes mécanismes dirigés par le radical
permettant I'observation d’ions fragments difféeemte ceux observés par activation
ergodique. Cependant, le faible diametre du faisckélectrons n’expose qu’une petite
partie du volume ou la population d’ions est coddinAinsi, I'efficacité de fragmentation
de la population d’'ions est bien inférieure a celservée par activation collisionnelle.
De plus, il est tres difficile de réaliser des eigrices ECD dans un analyseur de type
piege a ionsIT pourlon Trap. En effet, les forts champs électriques appligaiésie
piege perturbent le mouvement des électrons damselge et limitent grandement la
durée d’interaction avec les ions. C’est pourqd@utres méthodes d’activation basées
sur le transfert intermoléculaire d’électron pas déactions ion/ion ont été développées

pour ces analyseurs.
(i)  La neutralisation par transfert intermolécutai d’électron

Historiquement, le transfert intermoléculaire datten en phase gazeuse a été proposeé
par Stephenson and McLucK8yia la réduction du nombre de charges portées par des
oligonucléotides multi-déprotonés en interactioe@ues cations radicaux de xénon. De
nos jours, la principale méthode permettant I'adton d’'une population d’ions par
transfert d’électron est la dissociation par trartsfd’électron ETD pour Electron
Transfer Dissociatio)f’. Dans cette méthode, la population d’espéces +prdtbnées
étudiée est mise en interaction avec une populatimmons radicalaires(g.des anions
radicalaires de fluoranthene). Ce type de réadtoron n’est possible que dans des
instruments a piégeage d’ions permettant aux i@s#ifs et négatifs de coexister dans

un domaine particulier du diagramme de stabitité=(f(q,))*%

203, L. Jr. Stephenson, S. A. McLuckey ; Charge ctidn of oligonucleotide anions via gas-phase etectransfer
to xenon cationRapid Commun. Mass Spectrof97, 11, 875-880.

21 3. E. P. Syka, J. J. Coon, M. J. Schroeder, batmvitz, D. F. Hunt ; Peptide and protein sequemaysis by
electron transfer dissociation mass spectromBige. Natl. Acad. Sci. U. S.,2004 101, 9528-9533.

22 3.-C. Mathurin, S. Gregoire, A. Brunot, J.-C. Talig E. March, S. Catinella, P. Traldinvestigation of Space
Charge Interactions Which Arise During Simultane@@nfinement of Positive and Negative lons in an Toap
Mass Spectrometedpurnal of mass Spectrometty97, 32, 829-837.
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La fragmentation de la population d’ions lors déactions de transfert d’électron en
ETD se déroule en plusieurs étfieFout d’abord, les espéces multi-protonées et les
anions radicalaires s’apparient. Cette étape niéee$s rencontre des partenaires
(défavorisée entropiquement) qui sont porteurs darges opposees (favorisée
enthalpiguement) ; cette étape est donc plus ragugedans une réaction ion/molécule
mais reste I'étape la plus longue des réactionsratesfert électronique. Une fois les
partenaires apparié€s, un électron est transfét&awien radicalaire vers I'espéce multi-
protoné (de plus grande réactivité due a la présdamlusieurs charges positives sur les
ions précurseurs). Il en résulte la réduction d&at’' de charge de I'espéce multiprotonée
et la neutralisation de I'anion radicalaire en roalé (processus exothermiques). Comme
I'état final du systeme est plus stable que sonigitzal, cette étape est enthalpiguement
favoriséei.e, elle est tres « rapide ». Ce n’est que lors déidaociation du complexe
ion/molécule résultant que l'ion acquiére un exd@sergie interne. L’'ion activé par un
radical peut alors, selon la position de ce deysierdécomposer et/ou répartir cet exces
d’énergie interne sur tous ses oscillateurs harquas. Ainsi, les voies de fragmentation

et les ions fragments observés sont analoguesxéobservés par ECD.

|. 2. Nomenclature des ions fragments

Afin de faciliter la compréhension de la suite @geabapitre, la nomenclature des ions

fragments issue des polymeéres biologiques étudigmppelée.

I. 2. a. Fragmentation des peptides en phase gazeuse

La nomenclature la plus utilisée pour décrire lagfnentation de peptides
linéaires est celle proposée frRoepstorff and Fohimah(Figure 5-1). Le clivage de la
chaine peptidique peut avoir lieu a trois niveauMndméme résidu d’'acide aminé
engendrant donc six difféerents types de fragmdritpufe 5-1). Ainsi, lorsqu’au moins
une charge est portée par le c6té N-terminal desfragmentsahb, et G, sont observés

et, lorsqu’au moins une charge est portée partie€Cé&erminal des ions fragments, ¥m

%3, J. Pitteri, P. A. Chrisman, S. A. McLuckey eé&fon-Transfer lon/lon Reactions of Doubly Proteda
Peptides : Effect of Elevated Bath Gas TemperaAmal. Chem.2005 77, 5662-5669.

% p. Roepstorff, J. Fohlman ; Proposal for a commomenclature for sequence ions in mass spectrapifdes.
Biomed. Mass Spectrom984 11, 601.
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et z, sont observésF(gure 5-1). Les méthodes d’activation vibrationnelle de kass
énergie induisent la dissociation de la liaisorplls basse énergie critique correspondant

a la liaison amide engendrant des ions fragmergs Y.

X3 Y3 4L X Yo 4L X Y1 4
r= r_ - -
1

|R2

A
I /N
NI \W
H |

i | O
G a b

Figure 5-1. Voies de fragmentation séquentielles d'un tétratide selon la nomenclature &Roepstorff
and Fohlmaf®. Le groupement Reorrespond & la chaine latérale du n-iéme acideéam

Les voies de dissociations des peptides en phasiggm sont aussi dépendantes
de la nature des groupements latéraux des résidcisies aminés les composant. Ainsi,
la présence de groupements latéraux basiques psothncoté N-terminal ou C-terminal
favorise aussi la détection en mode positif de sleions fragments respectifs.
Réciproquement, la présence de groupements latéeigles déprotonés du coté N-
terminal ou C-terminal favorise aussi la détectem mode négatif de leurs ions

fragments respectifs.

I. 2. b. Fragmentation des brins d’ADN en phase gazeuse

La nomenclature la plus utilisée pour décrirerégimentation (& basse et a haute
énergie) d'oligonucléotides linéaires est cellepmse paMcLuckey et af®. Le clivage
du squelette oligonucléotidique peut avoir lieu @atge niveaux autour d’un méme
groupement phosphodiester engendrant donc huiérdiffts types d’ions fragments
(Figure 5-2). Ainsi, lorsqu’au moins une charge est portée lpacoté5’ des ions
fragments g h,, ¢, et d, (Figure 5-1) sont observés et, lorsqu’au moins une charge est

portée par le cot®' des ions fragmentswXm, Ym €t z, (Figure 5-2) sont observés. Les

% 3. A. McLuckey, G. J. van Berkel, G. L. Glish ;ifem mass spectrometry of small multiply charged
oligonucleotidesJ. Am. Soc. Mass Spectrei992 3, 60-70.
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méthodes d’activation vibrationnelle induisent lasdciation de la liaison de plus basse
énergie critique correspondant a la liaison 3«@PG;R) » engendrant des ions
fragments (@- By) et w, ; des ions fragments, @&t z, correspondant a la rupture d’'une

liaison « (RQP)O-G; », sont aussi observés.

»
N

Wo o Yo & Wi X
o

B, B,

NI NG
HO_ | [o+P—0{| {O+P— OH
N | N

OH j

31 B1 C, a1 a, b, c, d

Figure 5-2.Voies de fragmentation séquentielles d’un tri-dotide selon la nomenclature BleLuckey et
al.?>. Le groupement Bcorrespond & la base nucléique du n-iéme nuckotid

O

~ TR

O -
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Les voies de dissociations des oligonucléotidesplease gazeuse sont aussi
dépendantes de la nature des bases nucléiquesnpegant. De nombreux mécanismes
expliquant la formation des ions fragments issusé’ population d’oligonucléotides
positivement chargée ont été proposés dans leatite®>" 232303132 ang |a majorité
des mécanismes proposes, les pertes de base neghaonée initient la fragmentation
du squelette oligonucléique. En effet, les baseteiques sont des bons nucléofuges (ou

groupes partants) ; elles peuvent donc étre perdaoes forme de molécules dont la

% M. T. Rodgers, S. Campbell, E. M. Marzluff, J. Beauchamp ; Site- specific protonation directs kEwergy
dissociation pathways of dinucleotides in the daaspInt. J. Mass Spectrom. lon ProcessE®95 148 1-23.

273, Ni, M. A. A. Mathews, J. A. McCloskey ; Collisi-induced dissociation of polyprotonated oligoeotides
produced by electrospray ionizatidgdapid Commun. Mass Spectro997, 11, 535-540.

%8 P, Wang, M. G. Bartlett, L. B. Martin ; Electrosgrcollision-induced dissociation mass spectra asitpvely
charged oligonucleotideRapid Commun. Mass Spectroi®97 11, 846-856.

2 A. Weimann, P. lannitti-Tito, M. M. Sheil ; Chatadsation of product ions in high-energy tandenssnspectra
of protonated oligonucleotides formed by electragponizationInt. J. Mass Spectron200Q 194, 269-288.

30 A. K. Vrkic, R. A. J. O'Hair, S. Foote, G. E. ReidFragmentation reactions of all 64 protonatechéri
oligodeoxynucleotides and 16 mixed base tetranigondéoxynucleotides via tandem mass spectrometaniion
trap.Int. J. Mass Spectron200Q 194, 145-164.

31 K. Hakansson, R. R. Hudgins, A. G. Marshall, R.JA.O’Hair ; Electron Capture Dissociation and &néd
Multiphoton Dissociation of Oligodeoxynucleotidedations.J. Am. Soc. Mass Spectro2003 14, 23-41.

323, Wu, S. A. McLuckey ; Gas-phase fragmentatioml@fonucleotide ionslnt. J. Mass Spectrom2004 237,
197-241.
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basicité en phase gazeuse est suffisante pounsmpr a houveau via un complexe ion-
molécule. Les bases nucléiques peuvent donc étdeigee neutres ou chargées. Ainsi, la
probabilité d’observer des fragments de séquenegmente avec la basicité en phase
gazeuse de la base nucléique la plus proche. Dedleécde basicité en phase gazeuses

des bases nucléiques sont rappelées :

0] Gua > Cyt > Ade >> Thy? pour des bases nucléiques seules,
(i) dGuo > dAdo > dCyd > Thd pour des désoxynucléosides et,
(i) dAMP > dGMP > dCMP > TMP?> pour des désoxynucléotides.

D’autres mécanismes expliqguant la formation des foagments issus d’'une population

d’ions négativement chargés ont été proposés dditeétaturd?36-37:38:39.40.41,42

% N. Russo, M. Toscano, A. Grand, F. Jolibois ; &mation of thymine, cytosine, adenine, and guamhg
nucleic acid bases: Theoretical investigation itite framework of density functional theord.. Comput. Chem.
1998 19, 989-1000.

3 F. Greco, A. Liguori, G. Sindona, N. Uccella ; Gamse proton affinity of deoxyribonucleosides aalted
nucléobases by fast atom bombardment tandem messa@petryJ. Am. Chem. Sqcl99Q 112, 9092-9096.

% K. B. Green-Church, P. A. Limbach ; Mononucleotigies-phase proton affinities as determined by thetik
method.J. Am. Soc. Mass Spectro200Q 11, 24-32.

% R. L. Cerny, M. L. Gross, L. Grotjahn ; Fast atbambardment combined with tandem mass spectrorfwttiie
study of dinucleotidesAnal. Biochem.1986 156, 424-435.

3" M. T. Rodgers, S. Campbell, E. M. Marzluff, J. Beauchamp ; Low- energy collision-induced dissdéaiabf
deprotonated dinucleotides : determination of thergetically favored dissociation pathways and ithlative
acidities of the nucleic acid basé#. J. Mass Spectrom. lon ProcessE394 137, 121-149.

% 3. A. McLuckey, G. Vaidyanathan, S. Habibi-Goudlar€harged vs. neutral nucleobase loss from miyltip
charged oligoribonucleotide aniorls.Mass Spectronl995 30, 1222-1229.

39 S. Habibi-Goudarzi, S. A. McLuckey ; lon trap ésibbnal activation of the deprotonated deoxymondenside
and deoxydinucleoside monophosphalegim. Soc. Mass SpectroiR95 6, 102-113.

%S, A. McLuckey, G. Vaidyanathan ; Charge stateeaf in the decompositions of single-nucleobase
oligonucleotide polyaniongnt. J. Mass Spectrom. lon ProcessE397 162, 1-16.

“1 D. Balbeur, D. Dehareng, E. De Pauw ; Identifimatiof Fragmentation Channels of Dinucleotides Using
Deuterium Labelingd. Am. Soc. Mass Spectro201Q 21, 23-33.

“2 A. De Nino, A. Liguori, L. M. T. Marino, A. Procap, G. Sindona ; Participation of the nucleobaseshe
regioselective backbone fragmentation of nucleidsacA molecular dynamics and tandem mass spectrimme
investigation on a model dinucleoside phosphotiedt Am. Soc. Mass Spectroi997, 8, 1257-1261.
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Il. Fragmentations des complexes biologigues « parfictugs»

[l. 1. Comportement des complexes « peptide/oligonucléctid
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Figure 5-3.Spectres CID des complexes « peptide/oligonucléotittiplement protonés [(—KK) + (DNA)

+ 3HJ** formés avec les oligonucléotides de séquéaid;oG,, (b) TsG,T3G;, () T(CGLAGT,, et des
complexes « peptide/oligonucléotide » triplemendtpnés [(-RR) + (DNA) + 3H[ formés avec les
oligonucléotides de séquenga) T.1oG,, (b) TsG,T:G,, (c) To(CGLAGT,. Les ions précurseurs sont
marqués d’une étoile « * ». Les fleches blanches ¢4, les fleches noires @ ») et les croix (« X »)
marqguent les ions fragments résultants de la raptes NCI et correspondent respectivement au @eptid
simplement protoné, a I'oligonucléotide doublemprtitoné et a des ions fragments d’ADN résultants de
dissociations consécutives. Les cercles (« O s®isignes égaux (« = ») marquent les ions fragsnent
résultants de la dissociation de I'oligonucléosdas rupture des NCI. Les accolades sont utiligéesles
annotations communes de pic€onditions expérimentales. Mélange équimolaire ADN/peptide.
Concentration monomeres umol/L. Solvant : mélange eau/méthanol (v/v, 1:panné par de I'acétate
d’ammonium (20 mmol/L ; pH: 7). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Parameétres de la sourceMode :
ESI(+) par infusion. Débit liquide : pL/min. Tension d’ionisation : +3,7 kV. Débit gazeug0 (u.a.).
Parameétres de l'interface. Température du capillaire de transfert: 230°Cnsi@n au capillaire de
transfert : 80 V. Tension au « Tube Lens » : 130P"rameétres d’'activation. Méthode : CID. Fenétre
d’isolation : 2 (u.a.). gd'activation : 0,250. Energie de collision norrsék : variable. Temps d’activation :
1,5 ms.Analyseur des ions produitsLTQ.
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Les spectres de masses obtenus par ESI en mod#f gogpartir de mélanges
peptide/oligonucléotide ont montré différents étdd#scharge (i) des monomeres (peptide
et oligonucléotides) et (i) des NCX peptide/oligotéotide. LaFigure 5-3 présente les
spectres CID de NCX triplement protonés (espécepllies abondantes) formé par ESI en
mode positif entre les peptides basiqu&& (Figures 5-33 5-3b et 5-3¢) ou avec-RR
(Figures 5-3d 5-3eet5-3f), respectivement de séquence PPGK¥PEt PPGFSPRK ,

et différents oligonucléotides, respectivement dausnce 710G, TsG,T3G, et
To(CGLAGT,.

Il. 1. a. Influence de la basicité en phase gazeuse dudgepti

La comparaison des spectres CID de NCX composdigabunicléotides de méme
séquence mais de peptides variant uniguement pabésicité en phase gazeuse.(la

43442 mis en évidence deux types

valeur de GB deRR est plus haute que celle dEK)
majoritaires de voies de fragmentation des NCX:Iés voies de fragmentations
engendrant la dissociation du NCX par rupture dés & (ii) les voies de fragmentations
engendrant la dissociation du NCX par rupture a@isdins covalentes de I'oligonucléotide
mais préservant des NCI. Par exemple, I'ion préaur§—KK) + To(CGLAGT, + 3HF*
(marqué d’'une étoile a m/z 1548,Figure 5-39 se dissocie principalement par la
rupture des NCI. Le peptide simplement protoné guéard’'une fleche blanche a m/z
1004,6 ; Figure 5-39, l'oligonucléotide doublement protoné (marqué reéufleche
noire a m/z 1821,3 Figure 5-39 et, des séries d’ions fragments-Bg et (w)
simplement chargés (marqués d’'une crdsigure 5-3g Table S3de I'’Annexe 2 sont
majoritairement détectés. Réciproquement, l'ioncpréeur (-RR) + To(CGLAGT, +
3H]** (marqué d’une étoile & m/z 1566,Bigure 5-3f) se dissocie principalement par la
rupture de liaisons covalentes de l'oligonucléotislec préservation de NCI engendrant
des ions fragments non-covalents (marqués d’'ufecetcd’un signe égalFigure 5-3f,

Table S3de 'Annexe 2. Ces expériences CID ont démontré la plus gratalalité en

*3a) Z. C. Wu, C. Fenselau ; Proton Affinities ofy@ycines Assessed By Using the Kinetic MethddAm. Soc.
Mass Spectrom1992 3, 863-866. b) Z. C. Wu, C. Fenselau ; Structuralebreinants of Gas Phase Basicities of
PeptidesTetrahedron1993 49, 9197-9206.

4 a) X. Li, A. G. Harrison ; A kinetic approach toet proton affinities of amine bas&g. Mass Spectrom1993

28, 366. b) A. G. Harrison ; The Gas-Phase Basichied Proton Affinities of Amino Acids and Peptidésass
Spectrom. Rey1997, 16, 201-217.
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phase gazeuse des NCX impliquant des résidus diaegplus basiques (i.e., le peptide
RR) par rapport a ceux contenant des résidus deely§ie., le peptide-KK) en
interaction avec I'oligonucléotide. De telles voutes fragmentation avait été rapportées,
dans de précédentes études de notre laboratoiredpe complexes peptide/ADN multi-
déprotonés analogu®$® ou la grande stabilisation des NCX induite papriésence de

résidus d’arginine avait aussi été soulignée.

L’augmentation de la production d’ions fragmentsiHtovalents (marqués d’un
cercle ou d'un signe égaFigure 5-3, Tables S1 S2 et S3 de 'Annexe 2 constatée
pour des peptides contenant des résidus dargimeiete le renforcement des
interactions de type pont salin (impliquant le gitetoné de plus grande valeur de GB)
qui assure la stabilité du complexe peptide/oligéntide multi-protoné. Dans la
littérature, la stabilité accrue de NCX impliquales résidus peptidiques de plus grande
basicité en phase gazeuse a été décrite pour dgse@s peptide/oligonucléotid’ et
des complexes polyamines/oligonucléotidenulti-déprotonés et pour des complexes
peptide/peptid®*® positivement chargés. La principale différenceeies expériences
CID réalisées sur les ions NCX peptide/oligonudtiest multi-protonésHigure 5-3) et
leurs analogues multi-déprotofit¥ est une fragmentation préférentielle des

oligonucléotides observée en mode positif.

Il. 1. b. Influence de la séquence de I'oligonucléotide

Les oligonucléotides utilisés pour ces études fférdnt que par leurs séquences.
Dans leurs états multichargés, ils sont donc céraés par différentes valeurs de
AG°spdacid) Par conséquent, la stabilité des interactionsyge pont salin, qui est

dépendante de la charge du systéme, differe edle-aune grande stabilité des NCI est

%3S, Alves, A. Woods, J.-C. Tabet ; Charge StatedEfbn the Zwitterion Influence on Stability of Noovalent
Interaction of Single-stranded DNA with PeptidésMass Specrton2007, 42, 1613-1622.

'S, Alves, A. Woods, A. Delvolve, J.-C. Tabet. irfhce of Salt Bridges Interactions on the Gas-pBésaility of
DNA/Peptide Complexednt. J. Mass Spectron2008 278 122-128.

47'p. Terrier, J. Tortajada, G. Zin, W. Buchmann nblavalent Complexes Between DNA and Basic Polypepti
or Polyamines by MALDI-TOFJ. Am. Soc. Mass Spectrod007, 18, 1977-1989.

“8 A.'S. Woods, K. Fuhrer, M. Gonin, T. Egan, M. UgarK. J. Gillig, J. A. Schultz ; Angiotensin Il—&tylcholine
Non-covalent Complexes Analyzed With MALDI- lon Miity—-TOF MS. Journal of Biomolecular Techniques
2003 14, 1-8.

9 A. S. Woods, M. A. Huestis ; A Study of Peptidepfde Interaction by Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonizationJ. Am. Soc. Mass Spectro2001, 12, 88—96.

- 156 -



Comportement des complexes biologiques non-cogdlanstde leur activation en phase gazeuse

observée pour les NCX impliquant un oligonucléotidée en résidus thymines,g.les
ions précurseurs [(-RR) #10G, + 3HF' (Figure 5-3d). Les oligonucléotides
multichargés sont aussi caractérisés par diffésevaeurs de GB, Par conséquent, les

voies de fragmentation empruntées par ces desnatdifférentes.

Dans notre étude, I'excés de charges positivesritae/ta protonation des bases
nucléigues et, par conséquent, la fragmentatiorsglielette oligonucléotidique sans
rupture des NCI stabilisant le complexe. Les ioragrents non-covalents les plus
abondants correspondent a des ruptures de liaisunslentes du squelette
oligonucléotidique initiées par la perte de basedéiques protonées les plus basiques en
phase gazeuse (i.e., Gua > Cyt > Ade). Tous les K{p¥ment protonés contenant le
peptide —RR se sont dissociés préférentiellementieenséries d’ions fragments non-
covalents simplement ou doublement chargés de tyfiesptide) +(di) + nH]™,
[(Peptide) + (a-B)) + nHI"" et, [(Peptide) +(w;) + nHI". Les ions fragments
oligonucléiques (toujours en interaction avec lptijgke) composant les ions fragments
non-covalents étaient systématiquement composé¥hge e.g. l'ion fragment non-
covalent [(-RR) +(di-T) + 2HF" (marqué d’un cercle & m/z 1997,Figure 5-3d,
Table S1de I'Annexe 2 pour le NCX impliquant le brin 1§G,, les ions fragments non-
covalents [(-RR) Hds) + 2H]2+ et [-RR +(as-G) + 2H]2+ (marqués d'un cercle
respectivement a m/z 1299,9 et a m/z 133%Bure 5-3g¢ Table S2de 'Annexe 2
pour le NCX impliquant le brin G,T3G; et, les ions fragments non-covalents [(—RR) +
(wg) + 2H]2+ et [(-RR) +(wg) + 2H]2+ (marqués d'un cercle respectivement a m/z
1147,9 et a m/z 1468,Figure 5-3f, Table S3de I’Annexe 2 pour le NCX impliquant
le brin To(CGRLAGT,.

Etonnamment, aucune fragmentation du squelettéqpeptonservant les NCI n'a
été observée en mode positif, alors que la pertr diotif PP a été rapportée pour des
complexes analogues étudiés en mode négatifUne telle perte inattendue dans un
NCX peptide/oligonucléotide en mode négatif a é&gdliguée par la présence de protons
sur le NCX négativement chargé montrant I'existedee structures zwitterioniques.
Comme l'exces de protons en mode positif est suppbsrger préférentiellement les

résidus les plus basiques localisés sur le peftideles résidus d’arginine et de proline
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pour le peptide —RR), I'absence de fragmentatioptipejue suggere que les charges
portées par le peptide sont surement engagéesddanmteractions de type pont salin
avec les sites trés acides de l'oligonucléotida. &mséquent, les charges positives
localisées sur les bases nucléiques protonéedesostules charges libres pour induire
les fragmentations du squelette oligonucléotidiqeregendrant les nombreux ions

fragments non-covalents contenant un peptide intastrvésKigure 5-3d, 5-3eet5-3f).

Ces résultats confirment que la stabilité des N@¥tiple/oligonucléotide est
assurée par des interactions de type pont salblestampliquant préférentiellement le
site déprotoné le plus acide localisé sur l'oligdéatide {.e., le groupement phosphate
des résidus de phospho-thymidines) et le site péofe plus basique localisé sur le
peptide {.e., le groupement guanidinium des résidus d’arginui@Xes interactions ion-

ion.

Il. 1. c. Localisation des interactions ioniguaa la production d’ions

fragments non-covalents « a trois corps »

Des preuves d'intérét de la position des NCI oatalitenues de la clarification
d’'une attribution de pic ambiglie permise par leeckdn a haute résolution (Orbitrap).
La Figure 5-4 présente les spectres CID du NCX triplement p@dt¢G-RR) +
(TsG>TsGy) + 3HF* détecté dans I'analyseur & haute résolution (@ubitFigure 5-43
et dans I'analyseur a basse résolution (LTRure 5-4b), élargis et centrés sur le pic a
m/z 1844,8. A partir du spectre CID a basse résumlyFigure 5-4b), ce pic a été attribué
a I'oligonucléotide doublement protoné §@TsG,) + 2HF" : (m/z), 1844,3 et (M/z)4
1845,2) produit par rupture des NCI. En fait, laed&on a haute résolution a révélé une
valeur de (m/z) de 1844,97Table S2de I'’Annexe 2 i.e., un ion fragment obtenu par la
perte absolue de 1058,24 Da a partir de l'ion ps@u. Cette perte de 1058,24 Da
correspond a la rupture de multiples liaisons aavals de I'oligonucléotide avec la
conservation de suffisamment de NCI pour maintdaircohésion des différents
fragmentsi.e,, les deux ions fragments non-covalents isomereRRj + (a-G) +
(Ws_cho) + 2HF et/ou [(-RR) + (§) + (Ws_a1-G) + 2HF" correspondant a la perte d’un
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fragment interne et d'un fragment terminal de Holucléotide, respectivement des
fragments [(w_g&) + (Gua) + (2)] and [(z_&) + (w1) + (Gua)].

N
(@]

(-RR)+(ch)+(Ws_a11-G)+2HP* (-RR)+(25-G)+(Ws_211-G)+2HP*
a) (RR)+(a5-G)+Ws_cho)+2HP* 1885.483
1004 1845.470 2=2
7] z=2,
g
< 80
@
g 7
c -
3 60
< 7
o
'E 40—
s (-RR)H(d)+(Ws_cho)+2HPP*

1805.458
z=2
0 lIl I " A " A al

Relative Abundance

1800 1820 1840 1860 1880 1900
m/z

Figure 5-4. Spectre de masse CID du complexe peptide/oligéotide triplement protoné [(-RR) +
(TsG,T3G,) + 3HF zoomé et centré sur m/z 186) détecté dans I'analyseur & haute résolution (Eybjt
et(b) détecté dans I'analyseur a basse résolution (LT@)ditions expérimentalesMélange équimolaire
ADN/peptide. Concentration monomeéres priol/L. Solvant : mélange eau/méthanol (v/v, 1:Ihpanné
par de I'acétate d’ammonium (20 mmol/L ; pH7). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Paramétres de la
source. Mode : ESI(+) par infusion. Débit liquide : jg/min. Tension d'ionisation: +3,7 kV. Débit
gazeux : 20 (u.a.Parametres de l'interface.Température du capillaire de transfert : 230°Ghsian au
capillaire de transfert : 80 V. Tension au « Tulead.» : 130 VParameétres d'activation. Méthode : CID.
Fenétre d'isolation: 2 (u.a.)., qd'activation : 0,250. Energie de collision norrsék : 55%. Temps
d’activation : 1,5 ms.

L’attribution de ce pic a été confirmée par lesspibservés aux alentours a plus
et moins 80,01 Da, qui peuvent aussi étre attrilduées pertes analogues de plusieurs
groupements oligonucléiques, respectivement aux fimgments non-covalents [(-RR) +
(as-G) + (Ws_ay1-G) + 2HF" & (m/z), 1884,98 Table S2de I'’Annexe 2 et [(-RR) +(ds)

+ (Ws_dho) + 2H** & (m/z), 1804,96 Table S2de I'’Annexe 2. L'observation de telles
dissociations multiples du squelette de I'oligogatide implique que chaque fragment
du brin d’ADN reste encore lié au peptide par d€d Ne., au moins deux NCI fortes.
Comme les ions fragments non-covalents plus comnfuas un seul ion fragment

oligonucléotidique en interaction avec un ion pdigtie), ces ions fragments non-
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covalents « a trois corps » sont principalement pasés d'unités phospho-thymidines
impliquant certainement des interactions de typet galin trés fortes avec les peptides

trés basiques.

II. 1. d. Influence de la taille du peptide sur la product@diions

fragments non-covalents « a trois corps »
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Figure 5-5. Spectres de masse CID des complexes « peptidmialitgotide » triplement protonés
[(Peptide) + (TG,TsG,) + 3H[** formés aveda) le dipeptide RR oib) le fragment 11-24 d’ACTH (de
séquence KPVGKKRRVKVYP) et des complexes analogtigslement déprotonés [(Peptide) +
(TsG,TsG,) + 3HF' formés avec(c) le dipeptide RR oud) le fragment 11-24 d’ACTH. Les ions
précurseurs sont marqués d’'une étoile « * ». Léxshfds blanches & »), les fleches noires @ ») et les
croix (« X ») marquent les ions fragments résultmia rupture des NCI et correspondent respecamem
au peptide simplement protoné, a I'oligonucléotitteiblement protoné et a des ions fragments d’ADN
résultant de dissociations consécutives. Les i@l ») et les signes égaux (« = ») marguentoles
fragments résultant de la dissociation de I'oligdéatide sans rupture des NCI. Les accolades sont
utilisées pour les annotations communes de p@mnditions expérimentales. Mélange équimolaire
ADN/peptide. Concentration monomeres phol/L. Solvant : mélange eau/méthanol (viv, 1:thpanné
par de l'acétate d’ammonium (20 mmol/L ; pH7). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Paramétres de la
source. Mode : ESI(+) et ESI(-) par infusion. Débit ligeid 5 uL/min. Tension d’ionisation : +3,7 kV.
Débit gazeux: 20 (u.a.Parameétres de linterface. Température du capillaire de transfert: 230°C.
Tension au capillaire de transfert : 80 V. Tensimn« Tube Lens » : 130 \Parametres d'activation.
Méthode : CID. Fenétre d'isolation : 2 (u.a.). djactivation : 0,250. Energie de collision norrsék :
variable. Temps d’activation : 1,5 m&nalyseur. Orbitrap.

La Figure 5-5 présente les spectres CID de NCX triplement pggoet

triplement déprotonés respectivement formés pareBShode positif et en mode négatif
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entre l'oligonucléotide de séquenceGhT3G; et différents peptides basiques contenant
deux résidus d’arginine consécutifs., le dipeptideRR et le fragmentl1-24 I’ACTH

(de séquence KPVGKKRRVKVYP). Ces peptides ont é@isis pour mettre en
évidence l'influence de la taille du peptide suptaduction éventuelle d’'ions fragments
non-covalents lors d’expériences CID. Le fragmeat ldtadykinine modifie-RR (9
résidus) et le dipeptid@R ne different que par le nombre de résidus espaesusites de
protonation préférentielld.€., le groupement N-terminal et les deux résidusgitéme
consécutifs) permettant I'établissement d’inteawi de type ion-ion avec les sites
déprotonés de I'oligonucléotide. D’autre part,d@gimentl1-24d’ACTH (plus long ; 14
résidus) propose plus de sites basiques réparttestie sa longueur pour éventuellement
établir plus d’interactions de type ion-ion avedlijonucléotide. Indépendamment de la
séquence ou de la longueur du peptide, les speCtizgles NCX triplement protonés
[(Peptide) + (TsG,TsGy) + 3HF" ont tous montré des ions fragments non-covale@ts «
trois corps » (marqués d’un signe égéigure 5-5 Tables S4et S5 de I'Annexe 2.
Curieusement, méme les ions NCX impliquant le diplepRR interagissent fortement
avec l'oligonucléotideyia (au moins) deux NCI fortes, et menent a la prddaat'ions
fragments non-covalents « a trois corps » conteleapéptide et une majorité de résidus
phospho-thymidiness.g.l'ion [(RR) + (ds) + (Ws_0hg) + 2H]2+ (marqués d’un signe egal
a m/z 1440,29 Figure 5-53 Table S4de '’Annexe 2. La plus grande abondance d’ions
fragments non-covalents (notamment ceux «a troipsc» marqués d'un signe égal ;
Figure 5-5b, Table S5de 'Annexe 2 constatée sur les spectres de masse CID de NCX
impliquant le fragmeniL1-24 d’ACTH reflete le renforcement des interactionstyee
pont salin pour ce peptide plus long et ayant ws girand nombre de résidus basiques.
De plus, la perte de multiples fragments de [l'atigdéotide engendrant des ions
fragments non-covalents « a trois corpg.g, les ions (11-24) + (&-G) + (W_a1-G) —
3H]* (marqués d’'un signe égal & (mfz) 2178,69 Figure 5-5d, Table S5de I'’Annexe

2), ont aussi été détectés pour des NCX (tres sphlgativement chargés., les ions
précurseurs(lL1-24) + (TsG,TsG,) — 3HF, mais restent bien moins abondants que leurs

analogues positivement chargés.
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Il. 1. e. Influence de I'état de charge du complexe sur Gdpction

d’ions fragments non-covalents « a trois corps »

Des expériences CID additionnelles réalisées saiN{&X analogues portant une
charge négative supplémentaiie, les ions précurseur§lfl-24) + (TsG,TsG,) — 4HT",
n’ont montré aucun ion fragment « a trois corpsaisnales séries d’'ions fragments non-
covalents « communs » analogues a ceux observés pou précurseur (11-24) +
(TsG,T5G,) — 3H (Tables S6 et SHle I'Annexe 2. Réciproquement, les expériences
CID réalisées sur les ions précurseyfisl{24) + (TsG;TsG,) + 4H[" ont montré des
séries dions fragments non-covalents identiqueselies obtenues pour les ions
précurseurs (L1-24) + (TsG,TsG,) + 3HP* avec une plus grande abondance des ions
fragments non-covalents « a trois corpshalles S6 et Sb5de I'Annexe 2. Ces
expériences montrent la préservation de NCI stadslgzrésence d’'un excés de protons et
la déstabilisation de ces mémes NCI lorsque lesopsosont plus rares. De plus, les
nombreuses fragmentations de I'oligonucléotide sauune fragmentation du peptide
impliquent que I'excés de protons en mode postiflecalisé sur les bases nucléiques.
Par conséquent, nous proposons que, indépendardménpolarité d’ionisation, les ions
fragments non-covalents « a trois corps » proviehmkee mécanismes de dissociation
similaires impliquant la protonation des bases @igadles qui est bien plus favorisée en
mode positif gu’en mode négatif.

Il. 1. f. Conclusion

Ainsi, indépendamment de leurs abondances relatilessseries d’'ions fragments
guasiment identiques sont observées a partir d'MGX produits par ESI en mode
positif et en mode négatif. Toutes ces observatiergérimentales démontrent la
présence d’interactions ion-ion extrémement fortelenc de type pont salin,
indépendamment de la polarité d’ionisation maistosil, localisées aux mémes positions
i.e, entre les résidus d’arginine (sites les plus chaes) et les résidus de phospho-

thymidines (sites les plus acides).
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[l. 2. Comportement des complexes « peptide/duplex »
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Figure 5-6. Spectres de masse d'un mélange équimolaire dugl&ON/peptide, respectivement
T10G/CA et (a) le peptide —KK ou(b) le peptide —RR formés par ESI en mode positif.
Conditions expérimentales.Mélange équimolaire ADN/peptide. Concentration nroaoes : 5Sumol/L.
Solvant : mélange eau/méthanol (v/v, 1:1) tampquaréde I'acétate d’ammonium (20 mmol/L ; pH7).
Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Parametres de la sourceMode : ESI(+) par infusion. Débit liquide : 5
uL/min. Tension d’ionisation : +3,7 kV. Débit gazeuR0 (u.a.)Parametres de l'interface.Température
du capillaire de transfert : 230°C. Tension aultzp de transfert: 80 V. Tension au « Tube Lendg 30

V. Analyseur. Orbitrap.

Les spectres de masses obtenus par ESI en mod#f gogpartir de mélanges
équimolaires duplex d’ADN/peptide, respectivemerg Huplex de séquences
T10G2/ICLA 10 €t, les peptides basique&K (Figure 5-68 ou —RR (Figure 5-6a), ont
montré différents états de charge des monomergsidpeduplex et oligonucléotides) et
des oligonucléotides résultant de la dissociationseurce de duplex d’ADN moins
spécifiques. Seule une faible abondance d’'ions N@¥ptide/duplex » sous un seul état
de chargeZ = 5) a été détectée. LEigure 5-7 présente les spectres de masse CID de ces
NCX « peptide/duplexe » multiprotonés impliquantpleptide—KK (Figures 5-6g9 ou
avec-RR (Figures 5-6b.
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Figure 5-7.Spectres CID des complexes « peptide/duplex »ipnotbnés, formés a partir des peptides
(-KK) ou (b) (-RR) et des oligonucléotides, respectivement dpiesice ToG, et GAyp. Les fleches
courbées représentent les voies de dissociatiooodiplexe par rupture des NCI. Les accolades sont
utilisées pour les annotations communes de p@mnditions expérimentales. Mélange équimolaire
ADN/peptide. Concentration monomeres pol/L. Solvant : mélange eau/méthanol (viv, 1:thpanné
par de I'acétate d’ammonium (20 mmol/L ; pH7). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Paramétres de la
source. Mode : ESI(+) et ESI(-) par infusion. Débit ligeid 5 uL/min. Tension d’ionisation : +3,7 kV.
Débit gazeux: 20 (u.a.Paramétres de linterface. Température du capillaire de transfert: 230°C.
Tension au capillaire de transfert : 80 V. Tensimn« Tube Lens » : 130 \Parametres d’activation.
Méthode : CID. Fenétre d'isolation : 3,1 (u.a.).ddpctivation : 0,250. Energie de collision norrsék :
40%. Temps d’activation : 1,5 manalyseur des ions produitsLTQ.

Contrairement aux spectres CID des NCX « peptidg/olcléotide » analogueBi§ure
5-3), les spectres CID de NCX multiproton@s< 5) composés de duplexes d’ADN de
mémes séquences mais de peptide ne différant queups basicités apparentes en phase
gazeuse n'ont montré qu’'une voie de fragmentatiaeure (marquée d’une fleche
courbée Figures 5-7aet5-7b) engendrant la dissociation du NCX par rupture NIE$
liant le peptide au duplex d’ADN. Ainsi, le peptideublement protoné (m/z 502,8 et
m/z 530,8, respectivement pour les peptids& et —RR ; Figures 5-7aet 5-7b), le
duplexe triplement protoné (m/z 2426,%igures 5-7aet 5-7b) et, des seéries d’'ions
fragments issus de pertes de base a partir du>xdgddN (m/z 2000 a m/z 2400 ;

Figures 5-7aet 5-7b) sont majoritairement détectés. La dissociatiogfgpentielle des
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NCI de type pont salin (plus fortes) par rapport BiCI de types liaison hydrogeneret
stacking (plus faibles) s’explique par le plus gramombre de NCI stabilisant les duplex
d’ADN comparé aux quelques NCI liant le peptidesa derniers. De par, la présence de
protons stabilisant les duplex par des interactiongdipble de type liaison hydrogéne, la
charge positive portée par une base nucléique (npartellement masquée) affecte a
distance la stabilité de I'interaction ion-ion gpe pont salin par un effet de répulsion de
charges identiques. Indépendamment de la basigifieptide, la répartition des charges
lors de la dissociation des complexes « peptidédotup par rupture des NCI est restée la
méme. Ce phénomeéne s’explique par la difféerencevalesirs de GBy, entre les peptides
et le duplex d’ADN. Ainsi la valeur de G de I'ion [(Duplex) + 2H}" est (i) proche de
la valeur de GBypde I'ion [(Peptide) + H]et, (ii) supérieure a la valeur de GRde I'ion
[(Peptide) + 2H]".

La comparaison des spectres CID des NCX « peptigidd » multiprotonése., [(—KK)

+ Duplex + 5H]* (m/z 1659,2 Figure 5-79 et [RR) + Duplex + 5H]* (m/z 1670,4 ;
Figure 5-7b), n’a montré que de faibles différences ; un pjmand nombre d’ions
fragments (issus du duplex d’ADN) est produit cansiéement a la perte du peptide
RR. Ce comportement s’explique par la plus grandegimel’activation requise pour
rompre des NCI de type pont salin impliquant desdiés d’arginine (plus basique en
phase gazeuse) qui engendrent des NCI plus forelepi résidus de lysine (moins
basique en phase gazeuse). Ainsi I'excés d’énertgene (ou énergie interne résiduelle)
issu de ce processus de dissociation ergodiquédssle NCX « peptide/duplexe » est
réparti avec la méme probabilité sur chaque oseilllaharmonique des ions fragments,
donc majoritairement sur les ions de duplexe d’A@N sont composés d’un plus grand
nombre d’atomes. Il en résulte la fragmentationséontive préférentielle des ions de
duplex d’ADN par des voies de fragmentations deléaénergid.e. la perte de bases
nucléiques protonées sous forme de molécules. asssbnucléiques terminales (moins
stabilisées par des NCI de typestacking) de plus grande valeurs de GB (donc
statistiquement plus protonées) sont majoritairemeerdues. Ce comportement a,
d’ailleurs, été observé pour tous les NCX « pepdidelex » composés de difféerentes

séquences de duplex et des peptidds ou—RR.
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Il. 3. Comportement des complexes « peptide/oligonucléht@ptide »
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Figure 5-8. Spectres de masse d’'un mélange ADN/peptide (1 re3pectivement :G,T;G, et 11-24,
formés par ESI en mode positifa) en absence etb) en présence de 1% deNBA.
Conditions expérimentales.Concentrations : [ADN] = Gumol/L et [Peptide] = 15umol/L. Solvant :
mélange eau/méthangiNBA (v/viv, 49,5 : 49,5 : 1) tamponné par de I'atétd’ammonium (20 mmol/L ;
pH = 7). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Paramétres de la sourceMode : ESI(+) par infusion. Débit
liquide : 5ul/min. Tension d'ionisation : +3,7 kV. Débit gazeug0 (u.a.).Parametres de l'interface.
Température du capillaire de transfert : 230°C.si@nau capillaire de transfert : 80 V. Tensioralube
Lens » : 130 VAnalyseur des ions produits Orbitrap.

La comparaison des spectres de masses obtenusSpanEnode positif & partir d’'un
mélange peptide/oligonucléotide (3 : 1), respeatiert le fragment 11-24 d’ACTH (de
séquence KPVGKKRRVKVYP) et l'oligonucléotide de séqce FG,T3G, en absence
(Figure 5-89 et en présence deNBA (Figure 5-8b) a montré I'apparition d’une
distribution d’états de charge (de= 4az = 6) correspondant & un nouveau type de NCX
composé de deux peptides liés a I'oligonucléotidedes NCI. LaFigure 5-9 présente
les spectres CID de ces NCX « peptide/oligonudiédpieptide » multiprotonése., des
ions [2 x (11-24) + 3G, T3G; + 6HF* ((M/z), 1165,96 ;Figure 5-99, des ions [2 x (11-
24) + TsG,TsG, + 5HP* ((m/z), 1398,95 ;Figure 5-9b) et, des ions [2 x (11-24) +
TsG2T3G; + 4H[™ ((m/z), 1748,44 Figure 5-99.
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Figure 5-9. Spectres CID des complexes « peptide/oligonudéfdeptide » multiprotonés, respectivement
(@) [2 x (11-24) + (EG,TsGy) + 6HF, (b) [2 x (11-24) + (EG,TsG,) + 5H' et, (c) [2 x (11-24) +
(TsG,TsG,) + 4H[". Les fleches courbées représentent les voiesssedlation du complexe par rupture
des NCI. Les étoiles marquent les signaux « deufr@ges parasites » dus au bruit électronique et
mécanique de linstrument. Les accolades sontsé@B pour les annotations communes de pics.
Conditions expérimentales.Concentrations : [ADN] = Jumol/L et [Peptide] = 15umol/L. Solvant :
mélange eau/méthangiNBA (v/viv, 49,5 : 49,5 : 1) tamponné par de I'atétd’ammonium (20 mmol/L ;

pH = 7). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Paramétres de la sourceMode : ESI(+) par infusion. Débit
liquide : 5ul/min. Tension d'ionisation : +3,7 kV. Débit gazeug0 (u.a.).Parameétres de l'interface.
Température du capillaire de transfert : 230°C.si@nau capillaire de transfert : 80 V. Tensioralube
Lens » : 130 VParametres d’activation. Méthode : CID. Fenétre d'isolation : 3,1 (u.a,) dtpctivation :
0,250. Energie de collision normalisée : 45%. Teutpstivation : 1,5 msAnalyseur des ions produits.
Orbitrap.

La comparaison des spectres de masse CID des N#&)tile/oligonucléotide/peptide »
multiprotonés a montré une grande dépendance des &e fragmentation envers |'état

de charge de l'ion précursetiigure 5-9).
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Comportement des ions précurseurs de plus hauts étecharge

L’activation des ions précurseurs les plus chargégures 5-9aet 5-9b) n'a montré
gu'une voie de fragmentation majoritaire (marquéenel fleche courbée dans les
Figures 5-9a et 5-9b) engendrant la dissociation du NCX par rupture M€$ liant un
peptide & NCX peptide/oligonucléotide. Ainsi, lesppdes doublement et triplement
protonés ((m/z) 826,53 et (m/z) 551,36, respectivement paur 2 etz = 3; Figures 5-

9a et5-9h), le complexe peptide/oligonucléotide multiprotdfm/z),, 1780,23 et (m/z)
1336,42, respectivement poar= 3 et z = 4; Figures 5-9aet 5-9b) et, des d’ions
fragments (consécutifs a la rupture des NCX) iskupertes de base a partir du complexe
peptide/oligonucléotide (m/z 1540 a m/z 174@-igures 5-7a et 5-7b) sont
majoritairement détectés. La dissociation préfée#iatdes ions précurseurs par la perte
d’un ion peptidigue montre que la nature et/oudmbre des NCI liant les deux peptides
a l'oligonucléotide peuvent étres différents. Ajries sites les plus basiques du peptide se
libérant peuvent étre (i) en interaction avec lesugements phosphates (trés acides)
accessibles de I'oligonucléotide par les mémes biCkype pont salin que le peptide
fortement lié et/ou, (i) en interaction avec diast sites basiques accessibles,. les
bases nucléiques les plus basiques de I'oligontidou les groupements guanidinium
et amines libres de 'autre peptide, par des NQyde liaison hydrogéne.

La comparaison des spectres CID des NCX « pepligefmcléotide/peptide »
multiprotonés i.e., [2 x (11-24) + {B,TsG,) + 6HI" (Figure 5-99) et [2 x (11-24) +
(TsG2T3Gy) + 5HP* (Figure 5-9b), a montré des différences sur la répartitionaesges
sur chacun des partenaires lors de la dissocia@snions précurseurs par rupture des
NCI. Comme pour la dissociation des ions de NCXeptidle/duplex » multiprotonés, ce
phénomene s’explique par la différence des valadgs GByp, entre le peptide
multiprotoné et le NCX « peptide/oligonucléotidenultiprotoné. Ainsi, la dissociation
par rupture des NCI des ions précurseurs dont #agehest paire est principalement
réalisée par un processus de répartition de champeétrique. Par exemple, I'activation
des ions précurseurs [2 x (11-24) +&IT3G,) + 6HP" ((m/z), 1165,96 [Figure 5-93)
engendre majoritairement les ions fragments [(I1+28H]** ((m/z), 551,36 :;Figure 5-
9a) et [(11-24) + (FG,TsGy) + 3HF* (m/z), 1780,23 Figure 5-93) et minoritairement
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les ions fragments [(11-24) + 2H] ((m/z), 826,53 ; Figure 5-99 et [(11-24) +
(TsG>T3Gy) + 4HT™ ((m/z), 1336,42 Figure 5-93). Réciproquement, la dissociation par
rupture des NCI des ions précurseurs dont la chasjeimpaire est principalement
réalisée par un processus de répartition de chaigsymétrigue. Par exemple,
I'activation des ions précurseurs [2 x (11-24) £GITsG,) + SHP" (M/z), 1398,95 ;
Figure 5-9b) engendre uniquement les ions fragments [(11-22H}" ((m/z), 826,53 ;
Figure 5-9b) et [(11-24) + (EG,TsGy) + 3HF* ((M/z), 1780,23 ;Figure 5-9b) ou
I'excés de charge est porté par I'ion fragmentlde grande taille comme le montrent les
plus nombreuse fragmentations consécutives du xlupl&DN. D’ailleurs, une
dépendance similaire des voies de répartition tesges envers la parité de I'état de
charge de I'ion précurseur a été décrite pour dgsed d’ADN multidéprotonés formés

par ESI en mode négafif
Comportement de l'ion précurseur de plus bas é&atltarge

Contrairement aux spectres CID ions précurseugdwdehauts états de chargésylires
5-9a et 5-9b), les spectres CID des ions [2 x (11-24) s63T5G, + 4H]** (Figure 5-99
présentent des voies de fragmentations engendraiigdociation du NCX par rupture de
liaisons covalentes de I'oligonucléotide mais préset des NCI supplémentaires aux

voies de fragmentations précédemment discutées.

Comme pour les ions précurseurs [2 x (11-24) #54TsG,) + 6HP ((M/z), 1165,96 :
Figure 5-9a), la dissociation par rupture des NCI des ionsymgeurs [2 x (11-24) +
TsG,TsG, + 4H]Y ((m/z), 1748,44 ;Figure 5-99 & état de charge paire, engendre
majoritairement les ions fragments [(11-24) + H{m/z). 826,53 ;Figure 5-9b) et
[(11-24) + (BG,T3Gy) + 2HF ((M/z), 2669,84 ;Figure 5-93 et, des ions fragments
(conseécutifs a la rupture des NCI a répatrtitiorclkiarges symétriques) issus de pertes de
base a partir du complexe peptide/oligonucléotidéiprotoné plus abondants (m/z 1540
a m/z 1740 Figures 5-7aet 5-7b). L'augmentation de I'abondance des ions fragments

consécutifs avec la diminution de I'état de chadgel'ion précurseur s’explique par

%0 J. A. Madsen, J. S. Brodbelt ; Asymmetric Charggiffoning upon Dissociation of DNA Duplexek. Am. Soc.
Mass Spectrom201Q 21, 1144-1150.
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'excés d’énergie interne résiduelle des ions fragi® qui a pour origine un exces de

protons comme pour les NCX « peptide/duplex » rprdtonés.

Il en résulte une plus grande stabilité des NClligoant le second peptide, permettant
'observation d’'ions fragments non-covalents isdaspertes de base nucléiques a partir
de I'ion précurseur (de m/z 1660 a m/z 1740 et d22h20 a m/z 2200, respectivement

pour les pertes de bases neutres et les pertessds bhargées-igure 5-99.

Fragmentation des complexes biologiques par nesdtamn de charge(s)

I1l. 1. Comportement des complexes « peptide/oligonucléotid
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Figure 5-10. Spectres ETD a(a) 300 ms, (b) 200 ms et, (c) 100 ms des complexes
« peptide/oligonucléotide » multiprotonéz E 4) formés par ESI en mode positif a partir de
I'oligonucléotide de séquencesTdTs et du fragment 11-24 de 'ACTHConditions expérimentales.
Mélange équimolaire ADN/peptide. Concentration muoaces : umol/L. Solvant : mélange eau/méthanol
(vlv, 1:1) tamponné par de I'acétate d’ammonium if2@ol/L ; pH= 7). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL.
Parametres de la sourceMode : ESI(+) par infusion. Débit liquide : |@./min. Tension d'ionisation :
+3,7 kV. Débit gazeux: 20 (u.a.Paramétres de l'interface. Température du capillaire de transfert :
230°C. Tension au capillaire de transfert: 80 \éndion au « Tube Lens »: 130 YParamétres
d’activation. Méthode : ETD. Fenétre d'isolation : 2 (u.a.). Termt’activation : variableAnalyseur des
ions produits. Orbitrap.
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La Figure 5-10 présente les spectres ETD de NCX « peptide/oligéotide »
multiprotonés £ = 4), soumis a I'agent réactif (anion radicalaire derfanthéne) pendant
300 ms Figure 5-109, 200 ms Figure 5-10b ou, 100 msKigure 5-109, formés par
ESI en mode positif a partir du fragment 11-24 dA&Cet de l'oligonucléotide de
séquence CTs. Indépendamment du temps de réaction avec |'agsttif, les ions
précurseurs [(11-24) +¢CTs + 4H]*" (& (m/z), 1306,67 Figure 5-10 ont capturé un ou
plusieurs électrons sans engendrer d’'ions fragmdatséquence du peptide ou de
I'oligonucléotide. Ainsi, des espéces triplementieiblement chargees de la forme [(11-
24) + TeCTs + 4H]"“V* (m/z), 1742,23 et (m/z) 2613,34, respectivement paur= 1
etn = 2 ; Figures 5-10a5-10bet5-109 et de la forme [(11-24) +¢CTs + zHF" ((M/z)
1741,89 et (m/z) 2612,34, respectivement paur 3 etz = 2; Figures 5-10a 5-10b et
5-109 issues de perte(s) d'atome(s) d’hydrogene conisé¢s) a la capture d’électron(s)
ont été principalement observées. La possibilite€ajgture multiple d’électrons par les
ions précurseurs est permise par la nature deggsos d’activation par ETD permettant

aux ions de charge réduite de capturer a nouvealeatron.

L’absence de fragmentation de séquence de l'oligéotide a aussi été observée lors de
I'activation par ETD d’oligonucléotides analoguegplement protonés et a été attribuée a
la grande capacité des oligonucléotides a délaralis ou plusieurs électrons. Ainsi, lors
de l'activation des ions précurseurs [(11-24)¢€Ts + 4H]*" ((m/z), 1306,67 :Figure
5-10), les agents réactifs s’'apparient consécutivenamt sites protonés les plus
disponibles.e., aux bases nucléiques les plus basiques en phasasg, pour transférer
un électron qui sera trés délocalisé et ne powsammuire de fragmentation de séquence.
De méme, I'absence de fragmentation de séquencpeptide au sein du complexe
montre que les sites les plus basiques protongsedtide ne se sont pas appariés aux

agents reactifs et n’ont pu ni capturer d’électrannduire la dissociation du peptide.

Outres les pertes d’atomes d’hydrogéne, les sentsfragments détectés correspondent a
la perte d'une molécule d’'ammoniac (perte de 1 )82, consécutive a la capture d'un
ou de deux électrons ((Mm§z1736,55 et (m/z) 2604,83, respectivement paur= 1 etn

= 2 ; Figures 5-10a 5-10b et 5-109. Cette perte d’une molécule d’ammoniac ne peut

pas étre issue de la perte de I'amine portée quuddion 4 des résidus de cytosine qui ne
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sont pas accessibles énergétiquement et, par e@rgeqe sont pas observés lors de
l'activation par ETD de I'oligonucléotide de multgioné. La perte d’'une molécule
d’ammoniac est donc issue de la perte d’'une ann&e par le peptide ; cette perte est
d’ailleurs observée indépendamment de I'état degehde l'ion précurseur [(11-24) +
nH]™, lors de leur activation par ETD. Cependant, ael@ nature distonique des NCX
protonés initiant la perte d’'une molécule d’ammoniaette derniere est issue de
processus initiés par la charge mais peut étretésspar la présence du radical. Bien que
'abondance relative des pertes d’'une molécule diamac par rapport a I'abondance du
NCX protoné radicalaire de méme état de charge paportionnelle au nombre
d’électrons capturés (5% et 10%, respectivement patl etn = 2 dans les-igures 5-
103 5-10bet5-109, aucun processus ne peut étre désigné commeitaiagoen basant

le raisonnement sur deux poimnes, les deux électrons capturés par les ions prégigse

I1l. 2. Comportement des complexes « peptide/oligonucléeabtide »

La Figure 5-11 présente les spectres ETD de NCX « peptide/oligéoatide/peptide »
multiprotonés ¥ = 5), formés par ESI en mode positif & partir du fragin11-24
d’ACTH et de I'oligonucléotide de sequenceGhT3G,, soumis a I'agent réactif (anion
radicalaire de fluoranthéne) pendant 50 Figyre 5-119, 30 ms Figure 5-11b ou, 10

ms (Figure 5-119, et de complexes analogues £ 6) ayant réagi avec les anions
radicalaires de fluoranthéne pendant 50 Rigure 5-11d, 30 ms Figure 5-11¢ ou, 10

ms (Figure 5-11f). Comme pour les NCX « peptide/oligonucléotide sltiprotonés
(Figure 5-10, indépendamment du temps de réaction avec |'agemdtif, les ions
précurseurs [2 x (11-24) +G,TsG;, + SHP* ((m/z), 1398,95 Figure 5-113 5-11bet5-
110 ont capturé des électrons sans engendrer d’fagesents de séquence du peptide ou

de l'oligonucléotide.
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Figure 5-11. Spectres ETD des complexes « peptide/oligonudéfeptide » multiprotonés(a) 50 ms,
(b) 30 ms et(c) 10 ms pour les ions précurseurs [2 x (11-24) £64TsG,) + SHF" et a(d) 50 ms,(e) 30
ms et,(f) 10 ms pour les ions précurseurs [2 x (11-24) #54T:G,) + 6H]**, formés par ESI en mode
positif en présence de 1% deNBA a partir d'un mélange ADN/peptide (1: 3), respvement
I'oligonucléotide de séquenceG,TsG, et le fragment 11-24 d’ACTH. Les étoiles marqulestsignaux «
de fréquences parasites» d(Os au bruit électronigege mécanique de linstrument.
Conditions expérimentales.Concentrations : [ADN] = fumol/L et [Peptide] = 15umol/L. Solvant :
mélange eau/méthanmiNBA (v/v/v, 49,5 : 49,5 : 1) tamponné par de I'atétd’ammonium (20 mmol/L ;
pH = 7). Instrument. LTQ-Orbitrap-XL. Paramétres de la sourceMode : ESI(+) par infusion. Débit
liquide : 5uL/min. Tension d'ionisation : +3,7 kV. Débit gazeu0 (u.a.).Paramétres de l'interface.
Température du capillaire de transfert : 230°C.si@nau capillaire de transfert : 80 V. Tensioralube
Lens »: 130 V.Parameétres d’activation. Méthode : ETD. Fenétre d'isolation: 3,1 (u.a.)emips
d’activation : variableAnalyseur des ions produits.Orbitrap.

a) i de[2 x (11-24) + TG,T 3G, + SH)™E-M* = f(t) D) o [2X (11-24) + EG,T3G,+ 6H)™E-M+=f(t)
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Figure 5-12. Abondances totales des ions produits par ETD eatifan du temps d’activation de) !2 X
(11-24) + (EG,T4Gy) + SHI™®™* (loy, precurseu= 1,5 x16) et de(b) [2 x (11-24) + (FG,T5G,) + 6H™CEM*
(ltot, precurseum 6,7 x1d). Les conditions expérimentales sont décrites tmRigure 5-11

Ainsi, des espéces multichargées de la forme [@)1+2TsG,TsG, + SHI™C™* ((M/z)n
1748,69, (m/z) 2331,58 et (m/z) 3497,38, respectivement pour des valeurs de nale 1
3 dans lefigures 5-11a5-11bet5-119 et de la forme [(11-24) +sG,T3G; + zHF"
((m/z), 1748,44, (m/z) 2330,92 et (m/z) 3495,88, respectivement pour des valeurs de z
de 4 a 2 ;Figures 5-11a 5-11b et 5-119 issues de perte(s) d’atome(s) d’hydrogéne
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consécutive(s) a la capture d’électron(s) ont étgcipalement observées. IRagure 5-

*G"* selon

12aprésente I'évolution de la population d’ions [(24) + TsG,T3G; + 5H]
I'état de charge de ces derniers et en fonctiotecthps de réaction avec I'agent réactif.
De méme, les ions précurseurs [2 x (11-24) s6,TsG, + 6H" ((M/z), 1165,96 ;
Figure 5-11d 5-1le et 5-11f) ont capturé consécutivement plusieurs électrars s
engendrer d’ions fragments de séquence du peptidded’oligonucléotide. Ainsi, des
espéces multichargées de la forme [(11-24)s&,T3G, + 6H"®™* ((m/z), 1399,15,
(m/z), 1748,94, (m/z) 2331,92 et (m/z) 3497,88, respectivement pour des valeurs de n
de 1 a 4 Figures 5-11d 5-11eet 5-111) et de la forme [(11-24) +:G,T3G; + zHT"
((m/z)y, 1398,95, (m/z) 1748,44, (m/z) 2330,92 et (m/z) 3495,88, respectivement pour
des valeurs de z de 5 a Bigures 5-11d 5-11eet 5-11f) issues de perte(s) d’atome(s)
hydrogéne conseécutive(s) a la capture d’électramislté principalement observées. La
Figure 5-12bprésente I'évolution de la population d'ions [@4) + TsG,T5G, + 6H]™®

"* selon I'état de charge de ces derniers et enitondu temps de réaction avec I'agent

réactif.

Comme pour les NCX « peptide/oligonucléotide » ipuitonés Figure 5-10),
I'absence de fragmentation de séquence de I'oligéotide observée lors de I'activation
par ETD de NCX « peptide/oligonucléotide/peptidensiltiprotonés £ = 5 et z = 6)
s’explique par la grande capacité des oligonualéstia délocaliser un ou plusieurs
électrons. De méme, I'absence de fragmentationédgience du peptide au sein du
complexe montre que les sites les plus basiqugsegdtide ne se sont pas appariés aux

agents réactifs et n’ont pu ni capturer d’électraninduire la dissociation du peptide.

Enfin, comme pour les NCX « peptide/oligonucléotidenultiprotonésKigure 5-10, les
seuls ions fragments détectés correspondent atka giane molécule d’ammoniac (perte
de 17,02 Da), consécutive a la capture de n émgslrd(m/z), 1395,75, (m/z) 1744,69,
(m/z)y, 2326,25 et (m/z) 3489,37, respectivement pour des valeurs de nalé dlans la
Figure 5-11) dont I'abondance relative par rapport a I'aborwgade I'ion moléculaire de
méme état de charge est indépendante du tempadi#onréavec le fluoranthene. Cette
perte d’'une molécule d'ammoniac ne peut pas ésteeisle la perte de I'amine portée sur

la position 2 des résidus de guanine. Encore usede par la nature dystonique des ions
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initiant la perte d’'une molécule d’ammoniac, ceteniere peut étre issue de processus

initiés par la charge ou de processus initiés @aadical.

La Figure 5-13 présente les pourcentages moyens de perte d’utgeut® d’ammoniac
en fonction de I'état de charge pour les ions psEws [2 x (11-24) + G T3G,) +
5H]®" (marqués par des carrés) et [2 x (11-24) #6T3G,) + 6HI (marqués par des
losanges) ont été calculés a partir desximad’abondance des ions [2 x (11-24) +
(TsG2T3Gy) + SH]™ ™" et [2 x (11-24) + (3G5TaGy) + GH™ M,

a) %de perte d'unemolecule de NH= f(z) b) % de perte d'une molecule de NH= f(z)
25% 25%
y=0.0115x +0.004 - y = -0.0003%+0.0186x - 0.018
R?=0.9688 d R2=0.9958
20% 20% < -
/ € / el
15% * _ 15% > -
w / /‘/

z
10% 10% S
_y=0.0114x-0.062b 7 Ty=-0.0002%+0.0177x-0.097B
" | _Re=09915 | A R?= 0.9996 |
5% 5% e —_—————

0% o L] 0%
6+ 5+ 4+ 3+ 2+ 6+ 5+ 4+ 3+ 2+

Figure 5-13. Pourcentages moyens de perte d'une molécules damm en fonction de I'état de charge
(z) pour les ions précurseurs [2 x (11-24) #GJTsG,) + 5H** (marqués par des carrés) et [2 x (11-24) +
(TsG,TsGy) + 6HP" (marqués par des losanges) ont été calculéesiadeamaximad’abondance des ions
[2 X (11-24) + (EG,T3G,) + SHI™CV* et [2 x (11-24) + (IG,T5G,) + 6H*C™*. (a) Courbes de tendances
linéaires des ions précurseurs [2 x (11-24) #56T5G,) + 5H]" (trait pointillé ; (%) = 0,0114n - 0,0623 ;
R? = 0,9688) et [2 x (11-24) + {B,T5G,) + 6H]*" (trait continu ; (%) = 0,0115n + 0,0044 % R 0,9915).

(b) Courbes de tendances polynomiales (du second)d#ggéons précurseurs [2 X (11-24) £GIT:G,) +
5H]®* (trait pointillé ; (%) = -0,0002n+ 0,0177n - 0,0973 ; R= 0,9958) et [2 x (11-24) + (BG,TG,) +
6H]°* (trait continu ; (%) = -0,0003n+ 0,0186n - 0,0186 ;= 0,9996).

Les évolutions linéaires obtenues pour les ionsyss&urs [2 x (11-24) + (G,T3Gy) +
5H]** (en trait pointillé dans I&igure 5-133 et [2 x (11-24) + (3G, T3Gy) + 6HP* (en
trait continu dans I&igure 5-139 montrent des coefficients directeurs (égaux 4140
et a 0,0115, respectivement paur 5 etz = 6) constants et tres proches I'un de l'autre,
donc indépendants du nombre de protonation du NG¥i @ombre d’électrons capturés
par le NCX et, par conséquent, indépendants dat It charge de I'ion initiant la perte.
De méme, les dérivés des évolutions polynomialassgtond ordre) obtenues pour les
ions précurseurs [2 x (11-24) +5@T3G,) + 5H* (en trait pointillé dans I&igure 5-
13b) et [2 x (11-24) + (IG,T3G,) + 6HPP" (en trait continu dans Bigure 5-13b), égales

a «-0,0004n + 0,0177 » et a « -0,0006n + 0,01B8pectivement pouwr = 5etz = 6,

sont tres peu dépendantes du nombre de protordtidCX et quasi-indépendantes du
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nombre d’électrons capturés par le NCX. Ainsi, ledéle polynomial présentant les plus
hautes valeurs de coefficients de corrélatid® €gales & 0,9956 et a 0,9958
respectivement powr = 5 etz = 6) semble plus adapté et décrit un taux d’accroissgm
des pertes d’'une molécule d’'ammoniac trés peu digpende la nature de lion
radicalaire induisant cette perte et, par conséquees peu dépendant du nombre
d’électrons capturés. Il peut donc étre conclu lggepertes d’'une molécule d’ammoniac

sont issues de processus de dissociation initiés gharge et assistés par le radical.

I\/. Conclusion

Le comportement lors de I'activation en phase gseele différents types de NCX biologiques a

été examiné.

La comparaison des spectres CID des NCX « peptigefmcléotide » multiprotonés formés par
ESI en mode positif et en mode négatif, & partipeptide différant par leur basicité en phase
gazeuse et/ou par leur taille et d’oligonucléotidéi®rant par I'acidité en phase gazeuse de leurs
groupements phosphates et la basicité en phaseisgazie leurs bases nucléique, a mis en
évidence deux voies de fragmentation majoritair@sla dissociation du NCX par rupture des
NCI le stabilisant et, (ii) la dissociation du NGér rupture de liaisons covalentes du squelette
oligonucléotidique avec préservation des NCI. L&XNstabilisés par les NCI de type pont salin
(les plus fortes en phase gazeuse), impliquargites les plus basiques localisés sur les résidus
d’'arginine (et/ou de lysine) du peptide et lesssites plus acides localisés sur les résidus
phospho-thymidine de [l'oligonucléotide, ont permisbservation d’ions fragments non-
covalents « a trois corps » composés du peptidantesn interaction avec deux fragments (non-
complémentaires) de [I'oligonucléotide issus de rfragtations multiples du squelette
oligonucléotidique. Ainsi, I'étude de la compositides fragments de l'oligonucléotide restant
en interaction avec le peptide a permis de renfofa#tribution de la localisation des sites
impliqgués dans les NCI commune aux deux polarit@midation. De plus, 'augmentation de
'abondance des ions fragments non-covalents ©i& torps » en présence d'un exces de
protons et leur disparition pour des ions précuss@lus déprotonés a permis de proposer un
modele de formation pour les ions fragments noratemis « a trois corps » qui a été soumis

dans un journal scientifiqué&fnexe 2.
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La comparaison des spectres CID des NCX « peptigtgd » multiprotonés formés par ESI en
mode positif, a partir de peptide différant parmrlbasicité en phase gazeuse n’a montré qu’une
voie de fragmentation majoritaire., la dissociation du NCX par rupture des NCI deetpont
salin liant le peptide au duplexe. De par, la pnésede protons stabilisant les duplex par des
interactions ion-dipdle de type liaison hydrogéte,charge positive portée par une base
nucléigue (méme partiellement masquée) affectstartie la stabilité de I'interaction ion-ion de
type pont salin par un effet de répulsion de charngentiques menant principalement a la
dissociation du NCX par rupture des NCI de typet zatin.

La comparaison des spectres CID des NCX « peptigermcléotide/peptide » multiprotonés
formés par ESI en mode positif en présencanBA a montré des voies de fragmentation
dépendantes de I'état de charge de lion précursimsi, les NCX les plus protonés se
dissocient préférentiellement par la rupture de M@gendrant un peptide multiprotoné et un
NCX « peptide/oligonucléotide » multiprotoné doatrépartition des charges est dépendante de
la parité de I'état de charge de I'ion précurséerNCX le moins protoné se dissocie aussi par
rupture de liaisons covalentes de I'oligonucléotdec préservation des NCI ce qui indique un

renforcement des NCI stabilisant le second peptide.

Enfin, la comparaison des spectres ETD a différéamsps de réaction entre I'agent réactif
(anion radicalaire de fluoranthene) et des NCX ptigde/oligonucléotide » multiprotonés ou des
NCX « peptide/oligonucléotide/peptide » multiprodsrformés par ESI en mode positif a permis
de localiser les sites protonés les plus disposisle I'oligonucléotide montrant que les sites les
plus basiques localisés sur le (ou les) peptida(s) moins disponibles. Ainsi, 'augmentation de
temps de réaction entre I'agent réactif et les iprécurseurs induit la diminution de I'état de
charge des NCX multiprotonés par captures d'élagteutralisation consécutives. Seuls
guelques ions fragments correspondant a la peutgednolécule d’'ammoniac ont été détectés.
L’étude des ions fragments produit par la pertené’'molécule d'ammoniac a montré que ces

derniers sont issus de voies de fragmentationétiggar la charge et assistées par le radical.
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Annexe 1 : (£ publication) Charge Enhancement of Single-Stranded DNA in
Negative Electrospray lonization Using the Supemging Reagent Meta-
nitrobenzyl AlcoholJ. Am. Soc. Mass Spectrof2013

(DOI 10.1007/s13361-013-0732-8)

- 186 -



ANNEXES

Charge Enhancement of Single-Stranded DNA in Negate Electrospray lonization Using

the Supercharging Reagent meta-Nitrobenzyl Alcohol
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Abstract
Charge enhancement of single-stranded oligonudeoions in negative ESI mode is

investigated. The employed reagent, meta-nitrodesizphol (m-NBA), was found to improve
total signal intensity {J;), increase the highest observed charge staigy énd raise the average
charge states {g) of all tested oligonucleotides analyzed in negateSI. To quantify these
increases, signal enhancement ratio (SfRNd charge enhancement coefficient (ggGvere
introduced. The SER, (defined as the quotient of total oligonucleotiole abundances with 1%
m-NBA divided by total oligonucleotide abundanceheut m-NBA) was found to be greater
than unity for every oligonucleotide tested. TheGgf values (defined as the average charge
state in the presence of 1% m-NBA minus the avechgege state in the absence of m-NBA)
were found to be uniformly positive. Upon closepestion, the degree of charge enhancement
for longer oligonucleotides was found to be depehdeon thymine densitye., the number and
the location of phospho-thymidine units. A corriglatbetween the charge enhancement induced
by the presence of m-NBA and the apparent gas-phagbty (largely determined by the
sequence of thymine units but also by the presehpeotons on other nucleobases) of multiply
deprotonated oligonucleotide species, was thudledtad. Ammonium cations appeared to be
directly involved in the m-NBA supercharging mecisam and their role seems to be consistent
with previously postulated ESI mechanisms desagilmasorption/ionization of single-stranded

DNA into the gas phase.
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Introduction

Almost since the discovery of multiple chargingpobtein molecules by electrospray ionization
[1], mass spectrometrists have been trying to wtded and manipulate the charge state
distributions that one may obtain [2]. The shiftaharge state distributions was shown to be
dramatic when proteins passed from their nativededdl states to denatured extended
conformations as solution pH was lowered [3]. Hogrewhe effect of pH on charge state
distributions was much more subtle when small plejstthat were not susceptible to “unfolding”
were subjected to extreme pH variations [4]. Otbalution additives such as nitrogen bases
were shown to influence charge state distributionsreating a competition between basic sites
bearing excess protons on an analyte protein andrttall nitrogen base adducted to this charged
site [5, 6]. For example, when introduced as a &enor acetate salt, the ammonium cation
(NH,") will act largely as a protonating agent in thegance of highly basic amino acidis.
addition to the abovesolution-phaseconsiderations, in the early 1990gas-phasecharge
manipulation was achieved by reacting dimethylanwm multiply protonated cytochrome ¢
[7], or 1,6-diaminohexane with multiply protonategoglobin in an ion trap mass spectrometer
[8]. These gas-phase studies resulted in a reduatiadhe overall charge of protein species as
protons were transferred to the introduced bases.

In the beginning of the 21century, meta-nitrobenzyl alcohol (m-NBA), prevityiused as a
matrix to improve desorption/ionization processes kast Atom Bombardment Mass
Spectrometry [9-12)was proposed as a supercharging reagent in pogitivelectrospray mass
spectrometry (ESI-MS) by Williams and co-worker8-{116]. Through these studies, they showed
not only the ability of m-NBA to enhance both thighest observed fgn) and average {)

charge states of multiply protonated proteins [6B-dnd peptides [13], but also its ability to
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favor higher charge states of cationized synthetganic polymerse.g. PEG 1500, [14-15] in
ESI positive ion mode. They reported a limiteduefice of m-NBA on oxidized insulin chain A
under negative ESI conditions [14]. Access to higtiearge states allows analysis of larger
biological systems when the m/z range of the mpssteometer is limited; the achievable mass
resolution may also increase for mass analyzets#tiabit decreasing resolving power at higher
m/z values.e.qg. Fourier Transform lon Cyclotron Resonance. Eletttapture efficiency may
also be augmented at higher charge states [17-19].

From its introduction, many attempts have been ntadeetter understand how the chemical
characteristics of m-NBA lead to supercharging. Agahe properties considered are surface
tension [13-16, 20-22], vapor pressure (or boilpognt) [14-16, 20-26], gas-phase basicity [14,
16, 20-25, 27, 29-30ktc According to Kebarle's work [32-34], these praigsrcan be divided
into two groups corresponding to the progressiepsof evaporation/desolvation in ESI. Vapor
pressure and surface tension are important physiemical properties starting from the
macroscopic early phases of the charged droplétsnie. On the other hand, solvent-free (or
sparsely solvated) charged molecular species ajpodaat the very end of the charged droplet’s
lifetime, so Gibbs free energy change of protomdtieprotonation reactions.€, GB for
positive ion production andG°(acid) for negative ion production) interveneegdity only at this
stage of desolvation in the ESI process. Becausedpor pressure of m-NBA b 177°C at 3
Torr [35]) is lower than that of water{& 100°C at 766 Torr [35]), a noticeable influerndem-
NBA on ESI charge states is observed in agueoustises even at very low reagent
concentrations [14-16, 20-29]. This is becauseinduhe course of water molecule evaporation,
the concentration of supercharging reagent inceeastl it becomes the most abundant solvent

species present into the final droplets [14]. Thghhconcentration of reactive aromatic
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molecules remaining after water evaporation coualtlice conformational changes of studied
macromoleculesg.g. proteins [13-16, 20, 25] and protein non-covalemmplexes [21-24, 26-
29]. Lower vapor pressure also implies a slowerpl#to cool down that could favor
conformational changes of biomolecules due to thiginer internal energy [22, 24].

During the last few years, protein possible confational changes have been studied using
denaturation conditions induced by solvent [30-38], or temperature variations [22, 24], but
also by employing a reversed strategy, by chemically «locking» the protein tertiary stiwre
with introduced covalent linkages [29]. As expectitd presence of m-NBA did not modify the
existing correlation trend for biomolecular spegies the more unfolded the protein is, the more
charges it can carry [24, 27, 29-30]. But it hasyet been clarified whether: (i) the presence of
additional charged sites causes increased coulompudsion leading to protein unfolding or, (ii)
protein unfolding induced by the presence of m-Ni&&eals new accessible protonable sites
which lead to the observed charge state enhancerfganh if the GB value of m-NBA in
positive ion mode has been implicated as a magmnibchemical property responsible for these
trends [23, 28, 30], conformational changes of dmalyte (that may or may not occur in
response to the presence of m-NBA) hinder thetghii unambiguously assign the underlying
reasons for the success of m-NBA as a superchargaggnt.

In the current study, we examine the influence elNBA reagent in negative ESI ion mode on
oligonucleotide charge state distributions [37].eTéeveral phosphate groups present on the
oligonucleotide backbone and thus, the acidic dtaraof single-stranded DNA (ssDNA)
explains why these compounds have mostly beenestudi the negative ion mode [38-44].
Positive ion studies of DNA are also possible [©3-Bwing to the substantial GB values of

nucleobases that are readily protonated in solutith counter-ionsge.g. deprotonated solvent
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molecules, nearby. Ammonium acetate, commonly @aseduffer for sSDNA samples, does not
only control the pH of the solutiore.g. preventing further duplex production), it alsoeirstcts
with phosphate groups that are fully deprotonategadlution (pKa < 1) and thus, induces a
competition between NA and alkali metals for the role of counter-ion. ekftcomplete
evaporation of the solvent, and during the desmmatstep in the microscopic state,
intermolecular proton transfer(s) could occur bemeligonucleotide anions and hHcations
leading to fewer deprotonated sites on the oligtauiicies [44]. Since ammonia (NHis not
basic enough to form stable salt bridges with phatp groups [51], such proton transfers are
most likely to occur during the last stages of B8$olvation and are guided by the respective
GB of NH; (819 kJ.mof, [52]) and the apparent Gibbs free energy chan@ef acid)) of the
deprotonation reaction of multiply deprotonatedgotiucleotide species ( [DNA-nH]). An
excess of ammonium acetate can shift the charge distribution of [DNA-nH] toward lower

n values by favoring departures of phiolecules (leaving behind the proton) and resglima
decrease in the number of negative charges locatethe ssDNA backbone [53]ag of
oligonucleotide anions are strongly dependent ubemG°,pdacid) of [DNA-nH]", and thus
upon oligonucleotide sequence, especially the dense., number and consecutivity) of
phosphor-thymidine units [54] (the most acidic matide [51, 55-57]). Brodbelt and co-workers
[58] have observed the charge enhancement of demplex negative ESI-MS induced by the
presence of m-NBA, but the enhancement was accadegdry in-source dissociations into the
corresponding ssDNA. Since no predefined confomnatiof single-stranded oligonucleotides
have been established as being predominant fot sequences [59-61], the presence of m-NBA
would not be expected to induce conformational gearthat could potentially alter the number

of apparent deprotonable sites of ssDNA. Becausthefelimination of this conformational
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factor from the mechanistic interpretation of th#uence of m-NBA, the use of oligonucleotides
can perhaps give more precise information thaneprston m-NBA's specific role in charging

during ESI.
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Experimental

Sample preparation

SSDNA (12-mer: 5-AAAAACCAAAAA-3', 5-TTGGTTAATTCC-3’, 5-GGAATTAACCAA-
3, 5-GGTTAATTCCTT-3, 5-CCAATTAAGGAA-3’, 5-GGCCACAATTT-3', 5'-

AAATTGTGGCCC-3,, 5'-CCCTTGTGGAAA-3', S-TTTCCACAAGG3-3/, 5'-

TTTTGGTTTGG-3, and 6-mer: 5-TTTTTT-3’, 5-TTATT®R’, 5-TTCTTT-3’, 5-GTTTTT-
3, 5-GGGTTT-3") with 5" and 3’ hydroxyl terminagroups were obtained from EUROFINS
MWG Biotech (Ebersberg, Germany) and were used owitHurther purification. All other
chemicals have been purchased from Sigma-Aldricen@tals (St Quentin Fallavier, France).
All solutions have been prepared using deionizetewél0 M) with 20 mM ammonium
acetate, HPLC grade methanol (50:50, v/v) and withvithout addition of 1% volume of m-
NBA. Oligonucleotide solutions at 20M were injected into the instrument at a flow rafeb
uL.min™.

Mass spectrometry

Experiments were performed using an electrosprayzabion source in negative ion mode
combined with an LTQ-Orbitrap hybrid instrument €fino Scientific, San Jose, CA) [62-64].
ESI conditions were as follows: accelerating vata®)5 kV; ion transfer tube temperature
280°C; capillary voltage -50 V; and tube lens vo#tal110 V. Nitrogen was used as sheath gas
and auxiliary gas. High resolution mass spectra (@@0-2000) were acquired in the Orbitrap
cell (theoretical mass resolving power of 60 000n& 400), after external ion accumulation.
The resolution power and mass accuracy allow theemfation of the isotopic profile and
facilitate the identification of molecular speciasd their resulting charge states. All data were

acquired using external calibration. Relative staddleviations (RSD) were calculated from ten
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repeated measurements and are presented in tleetiesgables.
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Results

To gain insight into the influence @fG°c app Of [DNA-NH]" on m-NBAs action towards

oligonucleotide charging processes, various DNAusages and sizes (from 6-mer to 12-mer)

were examined.
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Fig. 2 Mass spectra of 12-mer ssDNA ions

Fig. 1 Mass spectra of 6-mer ssDNA ions (GTTTTT)
in negative ESI mode, (a) without m-NBA and (b)
with 1% of m-NBA

(GGAATTAACCAA) in negative ESI mode, (a)
without m-NBA and (b) with 1% of m-NBA

Figure 1 and 2 present negative mode ESI mass spectra of 5-GTi¥Tand 5'-
GGAATTAACCAA-3’ solutions, respectively. Comparisasf mass spectra obtained without
(Figures la and 2& or with (Figures 1b and 2 addition of m-NBA, clearly shows the effect
of m-NBA on the charge state distribution of oligateotide ions. The presence of m-NBA has
broadened the charge state distribution of oligteuie ions, from 1 to 4 charge states for the
6-mer Figure 1), and from 3 to 7 charge states for the 12-nkégure 2). In addition to this
widening of the charge state distributions, thespnee of m-NBA has dramatically increased the
Znigh Of smaller oligonucleotide ions from - 2 to - &pt- 5 charge state obtained with m-NBA
corresponds to the deprotonation of all phosphabeips constituting the 6-mer ssDNA and
therefore, to the maximum potential charge stagg)(dFigure 1). The same trend has been

observed for longer oligonucleotides, shifting thgn from - 4 to - 8 corresponding to the
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deprotonation of 8 out of the 11 phosphate groupsstituting the 12-mer ssDNAFigure 2).
For all tested oligonucleotides, the lowest obsgmcigarge state (%) stayed the same despite the
presence of m-NBA. Note that “satellite” peaks presnFigure 1b correspond to alkali metal

adducts, whereas no m-NBA adducts of oligonuclestidere observed.

Figure 3 presents positive ion mass spectra of 5-TTTTTGGEEG-3’ solutions. Comparison

of mass spectra obtained withokigure 3a)

[DNAj*+ NL: 1.06E6 . . .
97 a (FT 1000-2000)#1-10 | Or with (Figure 3b) addition of m-NBA,
Seo RT: 0.01-1.76 AV: 10
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§4o
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+ NL:7.66E5 . ..
oo [DNAaI? (FT 10002000 #1-10 | Observed in positive ESI mode. Bothgz
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Fig. 3 Mass spectra of 12-mer ssDNA ions
(TTTTTGGTTTGG) in positive ESI mode, (a) without m-
NBA and (b) with 1% of m-NBA

Table 1 and 2present negative mode ESI results obtained fdesied oligonucleotide solutions
in the absence and presence of 1% m-NBA. Totaboligleotide ion abundancegflhave been
calculated by summing the peak intensities of th&res natural isotopic cluster for each ion
charge state. Two clear trends were deduced. Ridight signal enhancement was observed for
all tested oligonucleotides of any length or segeenin order to quantify this signal
enhancement that 1% m-NBA induces on oligonucleotahs, a “signal enhancement ratio”
(SERy) is defined as the quotient:

SER = (ltin the presence of m-NBA) /i{in the absence of m-NBA) (1)
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Very importantly, in negative ESI mode, it was astently found that all measured SER
guotients were higher than 1.0, indicating that phesence of 1% NBA invariably resulted in

signal enhancemenigble 1).

0% m-NBA 1% m-NBA
Lot RSD ot RSD SERw RSD
6-mer
5-TTTTTT-3' 8.36 x10 +2% | 453x16 +12% 5.42 +12%
5-TTATTT-3’ 6.17 x10 +3% | 3.70x16 + 3% 6.00 + 4%
5-TTCTTT-3 6.55 x10 +2% | 4.41x16 + 3% 6.74 +3%
5-GTTTTT-3’ 8.60 x10 +4% | 6.96 x16 + 2% 8.09 + 5%
5-GGGTTT-3’ 5.61 x16 +1% | 6.25x16 + 2% 11.15 + 2%
12-mer
5'-AAAAACCAAAAA-3' | 2.47 x10° +5% | 8.30x16 + 1% 3.34 + 5%
5-GGAATTAACCAA-3' | 1.94 x1@ +2% | 7.67x16 + 1% 3.94 + 3%
5-CCAATTAAGGAA-3' | 2.40 x1@ +3% | 7.66x16 + 1% 3.20 +3%
5-GGGCCACAATTT-3" | 2.29 x16 +3% | 5.72x16 + 1% 2.50 +3%
5-TTTCCACAAGGG-3' | 2.62x16 +2% | 6.33x1b + 3% 2.42 + 4%
5-AAATTGTGGCCC-3' | 2.13x10 +4% | 6.37x1b + 3% 2.98 + 5%
5-CCCTTGTGGAAA-3' | 1.74x16 +5% | 4.72x16 + 2% 2.71 + 6%
5-TTGGTTAATTCC-3' | 1.61x16 +8% | 9.30x16 + 2% 5.76 + 8%
5-GGTTAATTCCTT-3' | 3.17 x16 +2% | 8.77x16 + 6% 2.77 + 6%

Table 1 Total ion abundance ) obtained without or with introduction of 1% of NBA in various ssDNA
solutions; calculated signal enhancement ratioR(RE: defined as the quotient af;lwith 1% of m-NBA divided
by It without m-NBA. Relative standard deviations (RSi@re calculated from 10 different measurements

The second clear trend relates to shifts in thegehstate distributionTéble 2). To evaluate this
latter shift, average charge statesg, 2vere calculated using the following formula [65]:

Zavg= Z" (1 17) ] ot )
corresponding to, the sum of each oligonucleotate dbundance J for a given charge state
multiplied by its the charge state value (i), deddby the sum of all oligonucleotide ion
abundancesl). A clear increase of.g values was observed for all tested SSDNA after BAN

addition, independently of the oligonucleotide légngr sequence.
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0% m-NBA 1% m-NBA
CEGC RSD

Zavg RSD Kigh zavg RSD Kigh

6-mer
5-TTTTTT-3 200 +01% 2| 317 +15% 5| 117  +45%
5-TTATTT-3' 200 +01% 2| 317 +03% 5 118  +1.0%
5-TTCTTT-3' 2.00 +0.1% 2| 319 +03% 5 1.19 +0.9%
5-GTTTTT-3' 200 +01% 2| 336 +02% 5 136  +0.7%
5-GGGTTT-3 204 +01% 3| 327 +02% § 123  *+05%

12-mer

5-AAAAACCAAAAA-3' P.88 +0.1% 4 | 422 +0.2% 7| 134 +0.7%
5-GGAATTAACCAA-3' [3.04 +01% 4| 452 +0.1% 1.49 +0.5%
5-CCAATTAAGGAA-3' [3.05 +0.1% 4 | 449 +0.4% 1.43 +1.9%
5-GGGCCACAATTT-3' 317 +01% 4| 456 +0.3% 138 £12%
5-TTTCCACAAGGG-3' | 3.16 +0.1% 4| 456 +0.2% 1.41 +1.0%

4

4

4

~ )~ 00 0o

5-AAATTGTGGCCC-3' | 3.09 *=0.2% 462 *0.2% 1.52 +1.0%
5-CCCTTGTGGAAA-3" [3.23 *0.1% 476 *0.2% gl 1.54 +1.2%
5-TTGGTTAATTCC-3' | 3.12 +0.1% 471 *0.3% g 1.59 +1.4%

5-GGTTAATTCCTT-3' |3.13 +0.1% 4| 473 +0.2% g 1.60 +0.9%

Table 2 Average charge state,(g, highest observed charge stateg,{zobtained without or with introduction of
1% of m-NBA in various ssDNA solutions; calculateldarge enhancement coefficient (GEYX defined as Zg4 in

the presence of 1% of m-NBA minuggn absence of m-NBA. Relative standard deviati@SD) were calculated
from 10 different measurements

To better quantify the shift in charge states imdudy 1% m-NBA addition, a charge
enhancement coefficient (Ckf£) is defined as:

CECi= (Zavgin presence 1% of m-NBA ) -z,qin absence of m-NBA) (3)

The utility of this charge enhancement coefficiemthat it allows a direct assessment of the
influence of m-NBA addition, i.e., initial varialliy in charge state distributions is subtracted out
Very importantly, all calculated CEé values were found to be strictly positive, showthg
ability of m-NBA to enhanceag, of [DNA-nH]" ions. Additionally, CEG, values obtained for
larger oligonucleotides are shown to increase Wighnumber of thymine units; moreover, small

shifts are observed depending upon the thyminditota
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Discussion
Through the last decade, m-NBA was extensively rilgsd in the literature for its ability to
enhance, in positive ESI ion mode, the signal isitgn[14], Zgn and g [13-16, 20-31] of
peptides [13, 20, 25], proteins [13-16, 23, 25-29,31] and non-covalent protein complexes
[21-22, 24, 28]. Early on, Williams and co-work§t5] proposed that the solvent surface tension
is an important macroscopic factor involved in thgpercharging mechanism. Indeed, the
Rayleigh limit for a spherical droplet is classigajiven by:

ze=8r(sy R3)1/2 (4)
where, z. is the unit charge limite is the elementary chargey is the permittivity of the
surrounding mediumy is the surface tension and R is the droplet radilhe overall surface
tension modification induced by addition of m-NBAdathe resulting Rayleigh charge limit are
presumably independent of the studied polarityré&loee, the enhancements should be observed
regardless of the ion polarity when the same sam@paration and experimental conditions are
employed within the limits of the analyte’s abilitp undergo proton exchange processes.
Attempts performed in negative ion ESI on amphotproteic ions, such as the oxidized A chain
of insulin [14] or myoglobin non-covalent compleX@g], have only yielded slight increases in
Zavg
However, for all tested oligonucleotides in posti#&SI mode, SEf, values were measured to
be less than 1.0, thereby revealing a decreasBA§nH]"" ion abundance in the presence of
m-NBA (Fig. 3). Accordingly, CEGy, values were found to be strictly negative undess¢h
conditions, showing a decrease gf¥alues in the presence of m-NBRig. 3). This contrast in
results obtained for the two ion polarities shohat tsolvent surface tension is likely to not be

the only factor involved in the supercharging meg$a of oligonucleotides. It is our view that,
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the contradicting experimental results obtainedeath polarity are likely indicative of the
charging mechanism of DNA. No matter which ion pityais used, the outcome of m-NBA
addition on the oligonucleotide ionization resultedh consistent decrease in the number of net
positive charges (positive ion mode) or similady, increased number of net negative charges
(negative ion mode). This evidence supports théondhat m-NBA promotes a unidirectional
intermolecular proton transfer ending in a highember of deprotonated phosphate groups
regardless of ion polarity.

For proteins, Loo and co-workers have shown thatesi(i) no protonated m-NBA reagent is
observed in the low m/z region and (i) m-NBA ckréhtg onto proteins are lost as neutral m-
NBA species (at higher transfer energies) whileesciparging myoglobin ions in positive ESI
mode, m-NBA has a lower GB than @B of [Myo+nH]" [21, 23]. From the analogous
observations in negative ESI mode (no [m-NBA=H{r negatively charged oligonucleotide
adducts with m-NBA observed due to the harsh ESditmns used), it could be concluded
either that m-NBA appears to have a high&°(acid) value tha\G°;,4acid) of all observed
[DNA-nH]" species, or that m-NBA molecules do not interaatadly with phosphate groups
and need assistance to deprotonate ssDNA. Indeeignal loss has been observed when
ammonium acetate buffer was not introduced durign@e preparation. If a direct
intermolecular proton exchange occurs between m-ldBd oligonucleotide ions during the last
desolvation steps, the obtained charge enhanceshentd be observed even in the absence of
NH;" counter-ions. Effects induced by the presence BA could therefore be explained by
the previously established conventional desolvatiwdel for transfer of oligonucleotide ions
from solution into the gas phase [44]. By defimti?aG°(acid) values can be employed only

when solvated ions (m-NBA/NF¥ssDNA negatively charged aggregates) are releisedhe
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gas phase from micro-droplets (mostly composed aéfiBA due to its low vapor pressure
compared to that of water). During the last dedawvasteps, when NH ions have the
opportunity to leave a proton to an [DNA-Hpn, the presence of m-NBA seems to facilitate
the other competitive desolvation pathway involvihg departure of an Nfication rather than

a neutral NH molecule. This results in the creation of an addél negatively charged
phosphate group on the oligonucleotide ion, ans pindocess may occur more than once, until
achieving a maximum level of deprotonation dictatgaheAG apdacid) of [DNA-nH]". When
considering this type of consecutive deprotonatiban oligonucleotide, thaG°,;,4{acid) value

of each successive multi-deprotonated anion ineseaprogressively until the last
thermochemically allowed intermolecular proton sf@n, at which point, the highest observable
charge state gp) is reached. The width of the charge state digtiob of oligonucleotides in the
gas phase is thereby determined by the randes6fp{acid) values of [DNA-nH] between the
first and the last intermolecular proton transfiise propensity for such intermolecular proton
transfers correlates withG°;,facid) values, which are dependent upon the specific DNA
sequence and mostly upon the number of phosphokdityenunits (the most acidic nucleotide)
present in the 12-mer ssDNA.

According to our model, the charge enhancementtdube presence of m-NBA occurs at the
final stages of evaporation of the charged aggeegathe model can explain the difference in
Zavg Obtained in the presence or absence of m-NBA figooucleotide sequences of the same
length (12-mers) containing different numbers obggho-thymidine unitsi.e€., the most acidic
nucleotide). With or without the presence of m-NBif,was observed that,g values for
oligonucleotide sequences containing three pairad)cent thymine unitsi.¢., three -TT-

motifs) were higher than those obtained for segegrmontaining only one -TT- motif. For
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example, 5-TTGGTTAATTCC-3' and 5-GGTTAATTCCTT-3' oligonucleotide ions,
respectively, exhibited.g values of: (i) 3.119 and 3.133 without introduatiof m-NBA and,
(i) 4.71 and 4.73 with 1% of m-NBA; whereas 5-GARTAACCAA-3' and 5'-
CCAATTAAGGAA-3’ oligonucleotide ions have only y@éd respectively .4 values of: (i)
3.035 and 3.052 without m-NBA and, (i) 4.53 and%with 1% of m-NBA. Additionally,
CEC values of [DNA-nH] followed the same trenice., 1.59 and 1.60 for these same T-rich
sequences compared to 1.49 and 1.43 for the sespig@oorest in thymine units. Indeed, the
presence of additional thymine nucleobases incsetieenumber of preferentially deprotonable
sites and therefore facilitates production of higtiearge states of [DNA-nH] Thus, the first
release of N occurs readily during desolvation (in preferenzgtoton transfer to ssSDNA),
while further charging remains guided by the contioet between NH/NH," releases from
other nucleotide unitse(g. G, C and A)i.e., by theAG°,pfacid) of [DNA-nH]". For example,
5'-AAAAACCAAAAA-3’ oligonucleotide ion (containingno thymine) exhibited g4 values of:

(i) 2.883 without introduction of m-NBA and, (ii).Z2 with 1% of m-NBA,; thus, a Chg; value

of 1.34 which is the lowest value of the 12-mer set

It is not only thenumberof thymine nucleobases that influences the chanjgancement induced
by m-NBA, but also theiftocationsin the DNA sequence play a role. Indeed, @E&alues
obtained for 12-mer ssDNA sequences containingetiomnsecutive thymine nucleobases.
1.38 and 1.41, respectively for 5-GGGCCACAATTT-2ind 5-TTTCCACAAGGG-3’
oligonucleotide ions, were found to be lower thhase obtained for 12-mer ssDNA sequences
containing three non-consecutive thymine nucleahasg. 1.52 and 1.54, respectively for 5'-
AAATTGTGGCCC-3 and 5-CCCTTGTGGAAA-3’ oligonucleme ions. As noted above,

intermolecular proton transfers between fldnd the ssDNA are guided by thermochemical
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properties,e.g. AG°spdacid) including electrostatic effects. Thus, treg also oriented by the
proximity of other positive and negative chargedsiwhich will locally influence the activation
energy required for a potential intermolecular pnoexchange. For 12-mer ssDNA sequences
containing consecutive thymine nucleobasese. 5-GGGCCACAATTT-3' and 5'-
TTTCCACAAGGG-3’, when one of the phosphate groupgedly linked to a thymidine unit
(most acidic site of the DNA sequence) already si@cegative charge, the energy required to
stabilize another negative charge on an adjaceospttate group directly linked to a second
thymidine unit is raised, and this neighboring anformation is thereby disfavored. Therefore,
despite the relatively high acidity of phospho-thgime units, the close proximity of several
ones will disfavor the consecutive departures of;Néhtions for a 12-mer and, instead, will
achieve a balance wherein the departure of neMtsal molecules becomes more competitive,
consistent with previously postulated ESI mechasisdescribing desorption/ionization of
ssDNA into the gas phase [44].

The above 12-mer example shows that local eleetioseffects can exert influence on the
dominant orientation given by gas-phase acidity sagrations on the supercharging
phenomenon. The situation becomes even more caatgtievhen considering the supercharging
of 6-mers where the largest difference in the enobdrcharging (CEf, values) occurs for 5'-
TTATTT-3’ (dispersed thymine nucleobases, lowestCgE and 5-GTTTTT-3’ (dense thymine
nucleobases, highest Ckf} even though each has an identical number of thgmiThus, in the
case of these T-rich 6-mer ssDNA, a high "dengifythymine actually leads to a higher CiC
The electrostatic effect that seems to come toftinefront in this case is that preferential
protonation of the guanine nucleobase (highest G&urring in the aggregate apparently

facilitates negative charge formation at the négreesphate group. During further desolvation,
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this proton can be lost as solvent molecules depauts leaving only negative charges on the
ssDNA that now is a highly charged anion. The ab®weer containing the adenine nucleobase
(lower GB) apparently cannot exhibit the same levklelectrostatic influence. Thus, this
example shows that the deleterious effect of adfadeprotonable sites can be overcome by
other electrostatic effects that promote deproionat

The same rationale can explain why 5-GTTTTT-3’ leakigher CEG, value (1.36) than 5'-
TTTTTT-3' (1.22) even though the former has onedethymine nucleobase. Compared to these
two, 5-TTCTTT-3' (CEGy = 1.19) and TTATTT (CE&, = 1.16) exhibit slightly lower CEfg,
values which is in agreement with our proposed hdag only 5-GGGTTT-3’ (with the T-
poorest sequence) gives a GG 1.23 that appears to be unusually high, agaimtipg toward

a special role that guanine appears to play irstipercharging process.
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Conclusion

m-NBA reagent was already known for favoring pratiion of proteic biomolecules in positive
ESI mode but it was shown here to promote depréitimadf various ssDNA sequences in
negative mode during the ESI desolvation processdJoligonucleotides as tools to scrutinize
the underlying aspects of ESI fundamentalg, transfer and desolvation of ions into the gas
phase, m-NBA-induced charge enhancement of oligentide ions in negative ESI mode is
thus established. A model emphasizing the roleppheent gas-phase acidity has been proposed
to rationalize the phenomenon of superchargingidei¢ar features examined are: (i) the number
of thymines, (ii) the dispersion of thymines, arig (he presence of protonable nucleobases
(especially guanine). Each of these three compsrean apparently exert variable electrostatic
effects on the overall tendency for charged sitenégion. The ability to produce more highly
charged precursor oligonucleotide ions (inducedhgy presence of m-NBA) could provide a
means to obtain more extensive ion fragmentatiotandem mass spectrometry experiments.
This would thereby improve the relevance of fitneskies obtained in automated tandem mass
spectral sequencing of small oligonucleotides usiog example, the COMPAS®, or other
similar algorithms [66-67]. While no real consensas yet emerged concerning the mechanism
of supercharging in ESI, the current contributian pgroposed as an additional brick in

constructing a foundation to explain the mechare$supercharging for both ESI ion modes.
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Abstract

Gas-phase fragmentation of single stranded DNAigepton-covalent complexeNCX) is
investigated in both positive and negative elegtrag ionization ESI)) modes. Collision induced
dissociation CID) experiments performed in positive ion mode onNi@X precursor ions have
confirmed the trend previously observed in negaiivemode (Alves et al., J. Mass Spectrom.,
2007, 42, 1613-16232)e., a higher stability for NCX containing most bagieptidic residues
(i.,e, R > K) and most acidic nucleotide uniise( Thy units), certainly incoming from the
existence of gas phase salt bridge interacti®®l)( Independently of the ion polarity, stable
NCX precursor ions were found to dissociate prefigadly through covalent bond cleavages of
the oligonucleotide and the resulting DNA fragméons still linked to the peptide, were
systematically mostly composed of Thy units. Adiilly, the loss of an internal nucleic
fragment producing “three-body” non-covalent fragimienswere observed under collisions and
investigated in both ion polarities. The identifralgmentation patterns (regardless to the relative
fragment ion abundance) observed in both polariti@s shown a commune location of SBI
certainly preserved from solution. Neverthelessstnabundant non-covalent fragments ions (and
particularly three-body ones) are observed frontiplylprotonated NCX. Therefore, we assume
that, independently of the ion polarity, covalenbntd cleavages from single stranded
DNA/peptide complexes relies on excess of positivarges which induced a larger number of
protonated nucleobases of positively charged DN#lsi strands than that present in negative
ion mode.
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Introduction

Non-covalent interactionsNCI)! are determining features of the three-dimensional
structures adopted by proteins and nucleic acidisimg organismsNCI are involved in most of
biological processes in which biomolecules bindcdmally but transiently to one another and
thus determine both specificity and selectivityaobiological activity. Since the beginning of
desorption/ionization methods, gas-pha&®)( studies of biological non-covalent complexes
(NCX) represented a promising analytical approach tberdirectly such intermolecular
interactiond. Several levels of analysis in the investigatibsavent-free non-covalently linked
biomolecules have been successfully performed,udiey: (i) measurements of specific
stoichiometry and (ii) that of binding affiniti€'s (iii) identification of binding interface region
and also (iv) determination of complex global stawes and the influence of their modifications
on binding stabilit). The study of non-covalent macromolecular systeras systematically
developed with both desorption/ionization MALBland ESI techniques. Nevertheless, ESI and
nanoelectrospray modes are still the preferredzaiin techniques for mass spectromekigy
detection of NCX°. Successful use of ESI technique has been extpgigported to deliver
non-covalent biomolecular complexes from solutiotoiGP as naked non-covalently bonded
ionic specie¥.

However, majority of these studies do not addrkssquestion whether the structure of
the GP complex is similar to its initial solutiohgse structure. In fact, the transition from
solution to gas phase is not a trivial phenomermnmnfiacromolecules. Numerous successful
NCX studies were achieved to evidence the capglofielectrospray technique to preserve non-
covalent bonds but also pre-existing conformatiohanks to their soft desolvation processes in
rapid time-of-frame of the MS technique. Proteildiiog and NCX conformations were assumed
to be roughly stabilized by water molecules urhté tast stages of ESI interfateNevertheless,
local perturbations of the NCX conformations migappen upon removal of solvent molecules
and it is generally assumed that intact (and/deadt partially preserved) ionic complexes arise
from memory effects of ESI technique. Alternativelirect MS approaches such as chemical
derivation were developed to probe more accuratelgX structure¥’. For example,
hydrogen/deuterium exchangds(X) performed whether in solution or in the gas plaaad

combined with MS studies allow a better comprelmnsof mechanistic aspects without
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modification of the NCI characteristics. lon motyilichromatography coupled with mass
spectrometry IM-MS) is another powerful technigtrefor investigating the GP structures of
biomolecules and that of their complexes. Thisslatgproach gave conclusive evidences that
protein native conformations can be preserved enatbsence of bulk water and IM-MS allowed
to differentiate population of coexisting proteionéormational stateise., from folded until fully
denatured. The preservation of helicoidal confoiomaof duplexe¥ (larger than 12-mer single-
strands) or folded tertiary and quaternary confdionaof proteind’ in the gas phase has been
also proven by using IM-MS approaches.

Nevertheless, accurate nature and location of thdifg sites is another level of
investigations, which is less straightforward. Utégnous ab-initio calculations are limited for
large size biomolecules whereas only few MS-basegertmental approaches have been
reported to evidence NCX binding sites and evehtugttength. Tandem mass spectrometry
(MS/MS appears as a valuable technique for intermolednderaction investigatiort§ MS/MS
experiments of NCX have shown to be capable ofsassg the stoichiometry, the connectivity
and structural detail®g.g.the resolution of structural ambiguities and/a thcation of binding
sites of non-covalent assemblies such as proteltimaus or protein-ligand complexg<®

Most biological NCI in GP are ensured either by fogeén bond interactiondd8l) or
eventually by salt-bridge interactionSRJ) certainly depending on gas-phase thermo chemical
state functions of binding sites. Since HBI invosimilar chemical functions.é., characterized
by close proton affinity or gas-phase acidity va)éfe we can consider the canonic form of the
partners linked through dipole-dipole or ion-dipblends into the complex ions. In contrast, SBI
involve a highly acidic function and a highly badimction on each molecular partner, thus
produce systematically a local positive and a |loeajative charge (ion-ion bond) independently
of the net charge of the studied species and coesdlg induce a zwitterion form at least of one
partners. Given that both NCI are stabilized fdvent-free complex species, the main stack for
MS studies is to differentiate one from the otlHelagmentation studies of negatively-charged
DNA-peptide complex ions have previously suggestexl presence of SBI as the cement of
strong NCX stabilit§???

In the present study, we compared collision-indutisdociation CID) results for DNA-
peptide complexes obtained in positive and negatmemodes and demonstrated that similar

fragmentation patterns are consistent with the gowasion of similar binding nature and
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location. The peptide appears to be fixed to arg8IA position dictated by its solution phase
structure. Afterwards, the enhancement of eledtmsinteractions in GP enables DNA-peptide
NCI to be locked in place and allows further prapby MS/MS experiments. More surprisingly,
CID spectra of DNA-peptide NCX species displayed novatently bonded fragment ions that
underwent multiple DNA backbone cleavages whilespreing such ionic interactions in both
positive and negative ion polaritfé$® suggesting the preservation of in-solution saitige

binding independently of the considered chargeeshatt with a GP fragmentation patterns

modulated by the charge state and its nature (UBBahermo-chemical control).

Experimental section
Peptide and DNA sample preparation

Modified bradykinin peptides (PPGFSPFKK and PPGHERSequences, respectively
denoted as —-KK and —-RR) and adrenocorticotropic hormone fragmeril-24
(KPVGKKRRPVKVYP, denoted as1(Q-24) were purchased from Bachem (Bubendorf,
Switzerland) and dissolved in Milli-Q water (1@W to a final concentration of 15 uM (from
stock solution at 500 pg.rf). 12-mer DNA single strands {§3; TsG.TsG, and
T2(CGRLAGT,) with 5" and 3’ hydroxyl terminal groups were oioad from EUROFINS MWG

Biotech (Ebersberg, Germany) and were preparedouitfurther purification, in Milli-Q water

(10MQ) in 20mM ammonium acetate to a final concentrabbiO uM (stock aqueous solution
at 500 pg.mL). All other chemicals have been purchased fromm@ig\ldrich Chemicals (St

Quentin Fallavier, France). The peptide—DNA mixsuf2/1:v/v in positive ion mode and 1/2:v/v
in negative ion mode) were prepared using Milli-@tev (10M2) in 20 mM ammonium acetate,
HPLC grade methanol (50/50, v/v) mixture and w3eadted at a flow rate of 5pL/min.

Mass spectrometric experiments

Experiments were performed using an electrosprayceoin both negative and positive
ion mode combined with an LTQ-Orbitrap hybrid instrent (ThermoFisher, San Jose, CA). The
proof-of-principle of the Orbitrap was first dedzed by Hardman and Makardvand is not
discussed here. Briefly, the front part is a Linkar Trap as LTQ, capable of detecting MS or
MS/MS spectra (but with low resolution). lons canfarther released into a curved C-trap (an

r.f. only quadrupole), which accumulates and stdtes ions. Then, they are consequently
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transferred to the Orbitrap, an electrostatic rap,twhich demonstrated a high resolving power
and mass accuracy

The general ionization conditions for positive arejative ion modes were respectively,
as follows: accelerating voltage 4 kV and -3,8 kWeath gas flow 25 (ua); no auxiliary gas; ion
transfer tube temperature 275 °C; capillary voltag¥ and -100V and a tube lens voltage 130 V
and -150V. Full scan spectra were acquired in thait@p analyzer with a theoretical mass
resolving power of Rof 60 000 at m/z 400, after ion accumulation target value of 10and a
mass range from m/z 200 to 2000 or from m/z 400000 (high mass range detection). For the
CID spectra, the precursor complex ions were isdldor fragmentation in the linear ion trap
and activated using collision-induced dissociatiomder the following conditions: variable
normalized collision energy (in %); a default aatien g value of 0.250 and a fixed activation
time of 1.5 ms. The resulting fragments ions wexeorded in the linear lon Trap (after radial
resonant ejection) or eventually in the Orbitrafl. da the latter case, the fragment ions were
recorded with high mass accuracy and high resolpower, So that the isotopic profiles allowed
fragment ion identification based on monoisotomalpannotation. All data were acquired using
external calibration with a mixture of caffeine, MR peptide and Ultramark 1600 dissolved in
Milli-Q water/ HPLC grade acetonitrile (50/50, v/v)

Results and Discussion
“Fig.1 near here”

Positive ESI mass spectra of peptide and oligauiide mixtures exhibited different
charges states of (i) monomer (peptide and oligeatide) and (ilNCX speciesFig. 1 displays
CID spectra of triply protonatedCX as the most abundant species formed in posiineESI
mode with—-KK (Fig. 1a, bandc) or with—RR (Fig. 1d, e, andf) basic peptides with different
single-stranded DNAss6DNA i.e, Ti10G;, TsG2T3G; and HLCGCGAGT, sequences. The
comparison ofCID spectra acquired with the same oligonucleotideisece but with peptides
varying only with their gas-phase basicitye( a higher GB value ofRR peptide can be
assumed compared to the GB value-¢fK peptidé’?) has highlighted two majoNCX
fragmentation pathwayse., by NCI disruption and/or by a covalent bond cleavage \M@I
preservation. For example, theK +T,CGCGAGT:+3H]** complex ion (at m/z 1548.2, labeled
with a star inFig. 10 dissociates mainly through the non-covalent begdlisruption, into the
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singly protonated peptide (at m/z 1004.6, labelgdab empty arrow irFig. 10, the doubly
protonated DNA ([JCGCGAGT+2H]** at m/z 1821.3, labeled by an filled arrowHig. 1¢)
and possibly, series ofi{B) and (w) DNA product ions (labeled by a crossHig. 1c seeTable
S3 in supporting information for peak annotation). vBesely, the complex —[
RR+T,CGCGAGT,+3H]** species Kig. 1f) dissociates mainly through the cleavages of DNA
covalent bonds without ionic interaction disruptigpabeled by a circle or an equal signFig.
1f, seeTable S3in the supporting information). Indee@ID experiments demonstrated the
stronger GP stability of NCX involving the most lwasrginine residuesi.¢., —RR peptide)
rather than ones containing lysine residues (KK peptide) with the single stranded DNA.

Such fragmentation patterns have been alreadytegbéor analog multi-deprotonated
DNA-peptide comple¥?® Alves et al. similarly enlightened a great negatively-charge@X\
stabilization for peptide containing R basic resisluThe enhancement of non-covalent product
ions (labeled by circle or an equal sigrFig.1d, e andf) with R-containing peptide reflects the
reinforcement of salt bridge bonds involving thetpnated site of the highAG °yasic (GB) value
(i.e, amino-acid residue). Additionally, the presencadjhcent R residues reinforces salt bridge
stability®®, thus the complex stability, as previously repdrfer multi deprotonated DNA-
peptide complexéé®® and DNA-polyamine complex& but also for positively charged
peptide-peptide complex&s®

The main difference observed betwe@lD experiments performed for DNA-peptide
complex ions is a greater DNA fragmentations obseénwn positive ion ESI mode compared to
our previous results for negatively-charged analt@X®. In fact, the DNA sequences are
characterized by different apparent gas-phasetadiG’,p(acid)) values, in consequence the
SBI strengths should differe(g, a stronger precursor stability is observed forich- [-
RR+T10G,+3H]** complex ions in théig.1a). They should be characterized by different,gB
value$**® and in consequence the DNA backbone fragmentai@terns should vary. Indeed,
DNA dissociation mechanisms are assumed by thelfiss of nucleobase (good leaving group
released either as charged or as neutral spegiet)) induces further DNA backbone cleavages
in positive ion mod&#

In our experiments, excess of positive chargesrfétve protonation of nucleobases and,
consequently, DNA backbone cleavages without digsapof ionic bonds of NCX. Indeed, the

most abundant non-covalent product ions correspas@xpected, to the cleavages of the DNA
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backbone initiated by the loss of the most basiclenbasesi., Gua > Cyt> Ade) under
kinetic and thermo-chemical contfof> All studied [NCX+3H §* involving the R-containing
peptide were found to dissociate preferentiallp iatseries of non-covalent singly and/or doubly
charged as [Peptide+(#nH]"™, [Peptide+(a-B;)+nH]" and [Peptide+(}+nH]"" product ions,

in which oligonucleotide series of fragment iontll(son-covalently linked to the basic peptide)
were systematically mostly composed of Thy nucttinits e.g. [(-RR)+(d1o-T)+2H]** at m/z
1996.98 for NCX involving ToG, strand in theFig. 1d (see also theTable SJ), [(-
RR)+(ds)+2H]** and [(-RR)+(aG)+2H* respectively at m/z 1299.90 and 1339.92 are
produced from KRR)+(TsG,TsG2)+3H]** precursor ions in thEig 1e (see theTable S2, and
[(-RR)+(W4)+2HJ** and [¢RR)+(wg)+2H]** respectively at m/z 1147.88 and 1468.9Fig. 1f

of [(-RR)+(To(CGRAGT4)+3H]** CID spectrgsee théTable S3.

Surprisingly, no peptide backbone fragmentatiors whserved in positive ion mode as
non-covalent fragment ions, whereas a PP motif kass been reported for analog negatively
charged—RR peptide containing complex@$> Such unexpected loss in NCX observed in
negative ion mode was explained by the presencexoéss of protons onto the negatively
charged NCXi(e., and thus the existence of zwitterion structur€yen that excess of protons
was expected to charge preferentially basic peptigesitive ESI modeeg(g, R and P residues
for —RR peptide), the absence of peptidic fragment ioggssts that charges held on the peptide
do not induce further fragmentation, but were ¢elganvolved into SBI. Therefore, additional
positive charges located on protonated nucleobgseeled the only DNA backbone cleavages
leading to the abundant non-covalent fragment-abserved upon resona@tD experiments of
the studied multiply protonated NCX. These reswtsfirm that stable SBI preferentially
involve the most acidic site of the oligonucleotigle. the phosphodiester group of thymidine
nucleotide unit¥) as the deprotonated site, binding with the prated most basic site of the
peptide (R residues) within an ion-ion interactfort
"Fig.2 near here"

More conclusive clues about non-covalent bindingation were obtained from the
clarification of an ambiguous peak attribution atéa with high resolution (Orbitrap) detection.
Fig. 2 displays enlarge€ID spectra of triply protonated{RR) + (TsG:TsG2) + 3H]** NCX
obtained with Orbitrap detection (theoretical-R30000 at m/z 40(ig. 28 and LTQ detection
(Fig. 2b) centered on the peak at m/z 1844.8. With therfeswolutionCID spectrum FEig. 2b),
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the peak at m/z 1844.8 was attributed tos@dT2G2)+2H]*" monomeric species (theoretical
doubly protonated average m/z ratio: (m/gat 1845.2; and theoretical doubly protonated mono-
isotopic m/z ratio: (Mm/z)no at 1844.3), produced by the NCI disruption. Intfabe high
resolution detection revealed that the experimefmek)non, value of 1844.97Table S2 i.e,
the product ions obtained by absolute loss of IB68.from the NCX precursor ion. This loss of
1058.24 u corresponds to multiple cleavages ofoaligleotide covalent bonds while keeping
the NCli.e., two possible isomer non-covalent fragment iorR[R)+(as-Gua)+(w_chg) +2H*
and/or [CRR)+(ds)+(ws_ay1-Gua)+2HF" corresponding to internal and terminal nucleicséss
respectively of [(w_a&)+(Gua)+(z)] and [(z_&)+(w1)+(Gua)] fragments. Moreover, the peak
attribution was confirmed by the surrounding peakserved at plus and minus 80.01 u, which
can also be attributed to analog multiple nuclemug losses (induced by multiple DNA bond
cleavages), respectively annotated asRE)+(a-Gua)+(w_a-Gua)+2HF" at (M/Z)ono
1884.98 (see th@able S2 and [CRR)+(ds)+(Ws_io)+2H]*" at (M/z)nono 1804.96 (see the
Table S2. Note that observation of such multiple oligoraatide backbone cleavages implies
that both remaining DNA fragments are still non-alewtly linked to the peptidee., at least
through two strong NCI. Similarly to common detekcten-covalent fragment ionsd(, a single
oligonucleotide fragment ion linked to the peptjdinese “three-body” non-covalent fragment
ions are mostly composed of thymidine nucleotidésurwhich certainly imply a strong SBI
binding between the very basic peptide by the giet SBI within the most acidic site of the
oligonucleotidei(e., the phosphate group of thymidine nucleotide Yinits

"Fig.3 near here"

Fig. 3 displaysCID spectra of triply protonated and triply deprot@tNCX, most
abundantNCX species formed in positive and negative ion EStlesdbetween sG,T3G; single
strand and different basic peptides containing ¢tasecutive R residues i.e., RR dipeptide and
ACTH fragmentl1-24These peptides were chosen to evidence the irduehthe peptide size
on the eventual production of non-covalent fragmiems underCID conditions. Modified
bradykin fragmentRR (9 residues) and RR dipeptide (2 residues) botltangosed of the N-
terminus group and two consecutive R residues a&fengntial protonable sitese. for
establishing possible ion-ion interactions with thigonucleotide. Thus, they only differ by the
number of amino-acids spacing the possibl€l interactions. On the other hand, ACTH

fragment11-24 proposes more basic sites spread on its full lefagtleventually, more ion-ion
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interactions with the oligonucleotide. Independermf the peptide sequence and lendtthD
spectra obtained under resonant activation comditio of all the NCX
[(Peptide)+(TsG,T3G,)+3H]*" ions displayed “three-body” non-covalent fragmiemts (labeled
by “=" sign in Fig. 3, seeTables S4 and S5n the supporting information). Interestingly, ave
NCXions involving the RR dipeptide were found to ratg strongly with DNA strands within at
least two strondNCl, leading to a non-covalentHéptide)+(ds)+(ws_cho)+2H]** fragment ion
(see theTable S4. Again, NCX fragmentations demonstrated the preserS8tbetween the
basic peptide sites and preferentially Thy unitsD®A sequence. The enhancement of non-
covalent product ions (particularly that of “threedy” non-covalent fragment ions labeled with
an equal sign ifrig 3) for NCX involving ACTH fragmentl1-24 reflects the reinforcement of
salt bridge bonds within the higher size of the tjplp and the number of basic residue.
Interestingly multiple nucleic group losses leadinga similar three-body non covaleni]f
24)+(a6-G)+(Ws_ar1-G)-2HJ* fragment ions at (Mm/g)no 2178.69 Fig. 3d and theTable S5in
supporting information) were also detected in negaion mode from very stable NCX1[{-
24)+(TsG,T3Gy)-3H]* precursor ions but with a much less abundance itisaanalog ions in
positive ion modeKig. 3b, seeTable S5in supporting information for peak annotation).
Additional CID experiments performed on I[{-24+(TsG,T5G,)-4H]* precursor ions
does not display “three-body” non-covalent fragmiemis but series of DNA fragment species
linked to the peptide analogs to that detected [[ot1-24+(TsG,TsGy)-3H]> species are
observed (se&able S6in supporting information). In contrast|D experiments on [(1-24+
(TsG2T3Go)+4H]™ NCX ions displayed identical series of non covakeagments ions to those
obtained for [[L1-24+(TsG,T3G,)+3H]*" species with an increased abundance of “three*body
non-covalent fragment ions, highlighting the preagon of SBI with the charge state
enhancement (no weakness of non covalent ionicqactiens with an excess of protons).
Moreover, the numerous fragmentations of the oligteotide without any peptidic
fragmentation implies that excess of proton is ttedaon the nucleobases. Correspondingly,
similar non-covalent fragment ions are observednegative ion mode with a decreased
abundance of “three-body” non-covalent fragment siorTherefore, we assume that,
independently of the polarity, “three-body” and&k non covalent fragment ions are incoming
from similar mechanisms involving protonation ofcfeobases which is much more favored in

positive ion mode with an excess of protons thamegative mode where peptide zwitterion
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structures allow presence of protonated bindirgaid SBI but eventually DNA zwitterions can
be assumed for explaining the similar noncovaleagrhent ions through DNA backbone
cleavages.

Conclusion

CID spectra of positively charged NCX displayed comrfragmentation pathways compared to
their counterparts in negative ion mode., mostly covalent bond cleavages of the DNA
backbone without disruption of the salt bridge attions. Regardless to product ion relative
abundances, almost identical series of fragmentispavere observed frolCX produced in
each negative and positive ESI mode. Main diffeesnabserved being the lower extent of non
covalent product ions in negative ion mode leadmghorter oligonucleotide fragments ions
(than ones observed in positive ion mode) but stih-covalently linked to the peptide. These
experimental observations demonstrated the preserficstrong salt bridge interactions
independently of the ionization polarity, but mosportantly located at the same positions i.e.,
the strongest ion-ion bonding being between thetasic R residue and the most acidic Thy
nucleotides units. Afterwards, extent of covalenohdb fragmentations relies on the excess of
protons even in negatively-chargd@X (DNA zwitterion structures).
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Figures Captions

Fig. 1 CID spectra of triply protonated oligonucleotideptide [KK +DNA+3H]*" complexes formed with (a)
T10G2, (b)) TG T3G,, (€) T(CG)2AGT4 oligonucleotide sequences and triply gnated DNA-peptide -[
RR+DNA+3H]** complexes formed with (d).3G,, () TG, TsG,, (f) T.(CGLAGT, sequences, respectively. All
precursor complex ions (labeled with a star “*")rer@esonantly activated and analyzed in the LTQyaeaunder
various normalized collision energy€, excitation value was chosen to keep one thirgretursor ion relative
intensity )with an isolation window of 2 u. Further fragmeohs$ were detected in the LTQ analyzer. Peaks ldbele
with an empty arrow ”), a filled arrow ("*2”) and a cross (“x”) underwent NCI disruption andrrespond
respectively to the singly protonated peptides, dbably protonated single strands and to the carisecDNA
fragment ions. Peaks labeled with a circle (“*O”) an equal sign (“=") underwent DNA covalent bond
fragmentation without NCI disruption. Note that d@a do not represent zoomed areas but are usedronon
peak annotationsTables S1 to S3of the supplementary information reported monaipit m/z ratios, relative
abundances and attributions of fragment ions obthirpon LTQ-CID activation and Orbitrap detectidralb NCX

precursor ions reported in the Fig 1.

Fig. 2 Enlarged CID spectra of triply protonatee-RR)+(TsG,TsG,)+3H]** (m/z 1583.06) NCX centered at m/z
1850 detected using high resoluti@mbitrap analyzer (with a theoretical resolving power of Rd.5,000 at m/z
400 in theFig. 2a) and using the low resolutidtTQ cell in theFig. 2b..

Fig. 3 CID spectra of triply protonated single strandup [(Peptide)+(IG,T3G,)+3H]** complexes formed with
(a) dipeptide RR, (b) ACTH fragment1-24 peptide and the analog triply deprotonated sirsgtand-peptide [
(Peptide)+(TG,T3G,)-3H]> complexes formed with (c) dipeptide RR, (d) ACTtddment {1-24. All precursor
ion (labeled with a star “*”) were resonantly aetigd in the LTQ analyzer with various normalizetlision energy
and an isolation window of 2 u. Further fragmentsiavere detected into the Orbitrap cell. Peaksldéabwith an
empty arrow (="), a filled arrow (") and a cross (“x”) underwent NCI disruption aratrespond respectively to
the singly protonated peptides, the doubly protediatingle strands and to the consecutive DNA fragnemns.
Peaks labeled with a circle (“O”) or an equal s{ty’) underwent DNA covalent bond fragmentation latit NCI
disruption.Tables S4 to S®f the supplementary information present monojsictan/z ratios, relative abundances
and attributions of fragment ions obtained upon LTID activation and Orbitrap detection of all NCXepursor

ions reported in the Fig 3.
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Supporting informations

Tables S1 to S6 present monoisotopic m/z ratigtived abundance and attribution of fragment iontioked upon CID
activation and Orbitrap high resolution detectidnvarious peptide/DNA non-covalent complexes. Tef tolumns display
monomeric fragment ions that underwent NCI disauptas, the protonated peptides ifisid characters), the doubly protonated
single strands (iold characters) and the possible* consecutive DNAMmfs. The right columns display fragment ions that
underwent covalent bond fragmentations without MBtuption: the precursor ions_(underlinebaracters), the non-covalent
ions containing one DNA fragment and the non-cavalens containing two DNA fragments as three-bpdyduct ions (label
by “=" sign). *In fact, series of DNA product ions can alsofveduced from consecutive dissociations of noratent fragments

ions e.g., a non covaleifPeptide)+(wi)+2H]>*product ions from NCX can further dissociates iife)+2H]>* and/or [(wi)+H]*.

Table S1:monoisotopic m/z ratio, relative abundance andbation of fragment ions obtained upon CID actioatfrom
[(Peptide)+(TsG,)+3H]** with peptide as-KK (PPGFSPFKK sequence) eRR (PPGFSPFRR sequence). *Note that labeled

relative abudance on the left column corresponéstenally to “three-body” non covalent fragment ions

[(Peptide)+(T10Ggz)+3H**
Monomeric product ions Non covalent fragment ions
(NCI disruption) (NCI conservation)
(M/Z)mono ;ﬁurr?(ljzt;v; attribution | (M/z)mono ;ﬁurr?(lja:::/; attribution
(-KK) 1004.56 9 [(-KK)+H]* | 1491.37 30 [(-KK)+(a12-Gua)+3H]*
(detected 1497.38 26 [(-KK)+(T10G2)-(Gua)+3H]**
from fig 1a) 1547.73 100 [(-KK)+(T10G2) +3H]3*
1510.02 100 [(-RR)+(a12-Gua)+3H]**
1516.03 96 [(-RR)+(T10G2)-(Gua)+3HJ*
1566.42 34 (-RR)+(T10G2)+3H]**
[(-RR)+(as-Thy)+2H]?*
1643.95 <5 or [(-RR)+(wi1_ds)+2H]?*
or [(-RR)+(wio_dg)+2H]?*
(-RR) [(-RR)+(wg_a11-Gua)+2H*
(detected 1683.94 <5 or [(-RR)+(w1o_a1o-Gua)+2H]**
from fig 1d) or [(-RR)+(w11_as-Thy)+2H]?*
1795.93 7 [(-RR)+(ae-Thy)+2H]?*
-RR)+(wio_a11-Gua)+2H]Z*
1835.95 6 o It )Ri(i’)+(wu a1o-T)hy)+]2H]?+
1947.95 10 [(-RR)+(at0-Thy)+2H]2*
1987.96 14 [(-RR)+(d10-Thy)-(H20)+2H]2*
1996.98 14 [(-RR)+(d10-Thy)+2H]?*
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Table S2:monoisotopic m/z ratio, relative abundance andbaittion of fragment ions obtained upon CID activatifrom
[(Peptide)+( TG,TsG,)+3HI** with peptide as-KK (PPGFSPFKK sequence) eRR (PPGFSPFRR sequence). *Note that

labeled relative abundance on the left column epoads eventually to “three-body” non covalent fnagt ions.

[(Peptide)+(TsGaT3G2)+3H]**
Monomeric product ions Non covalent fragment ions
(NCI disruption) (NCI conservation)
(M/Z)mono ;ﬁur:(ljzt:]v: o attribution (M/z)mono ;ﬁurﬁézt:]\/f o attribution
1004.56 68 [(-KK)+H]* 1271.91 25 [(-KK)+(ds)+2H]?*
1091.16 8 [(ws_a11-Gua)+H]* 1311.92 72 [(-KK)+(as-Gua)+2H]>*
1420.21 21 [(ws_a12-Gua)+H]* 1351.94 6 [(-KK)+(de-H20)-(Gua)+2HJ?*
1438.22 11 [(ws)-(Gua)+H]* 1400.93 8 [(-KK)+(ar-Gua)-(Gua)+2H]?*
1500.23 5 [(z6-Gua_ar2-Gua)+H]* 1436.43 11 [(-KK)+(de)+2H]?*
1538.92 5 [(ds)+H]* 1457.68 20 [(-KK)+(a12-Gua)-(Gua)+3H]3*
1589.27 28 [(ws)+H]* 1463.68 29 [(-KK)+(T5G2T3G2)-2(Gua)+3H]*
1669.29 6 [(Wro_d7)+H]* 1476 .44 26 [(-KK)+(ar-Gua)+2H]>*
(-KK) ' or [(we-PO3_ar-Gua)+HJ* | 1508.04 26 [(-KK)+(a12-Gua)+3H]3
(detected | 1684.27 7 [(ar2-Gua)-(Gua)+2HJ?* 1514.04 100 [(-KK)+(T5G2T3G2)-(Gua)+3H[**
from fig 1b) | 1693.27 7 [(TsG2T3G2)-2(Gua)+2H]2* | 1564.47 86 [(-KK)+(T5G2T3G2) +3H]3*
1768.78 10 [(T5G2T3G2)-(Gua)+2H]?* 1816.96 15 ) [(-KK)+(ds)+(ws_a11-Gua)+2H]2*
1918.31 5 [(we)+H]* ' or [(-KK)+(as-Gua)+(ws_d10)+2HP*
1948.27 8 [(ar-Gua)+H]* 1856.96 20 (=) | (-KK)+(as-Gua)+(ws_at1-Gua)+2HJ2*
-KK)+(ag-Gua)+(ze-Gua_a11-Gua)+2H]?*
eoes7 | 5e) | [ [(-K)K)(+(d10-l-l)z(§)-2(Gua)+2H]2+ ()°) ]
1905.96 6 [(-KK)+(d10)-2(Gua)+2H]?*
1945.96 9 [(-KK)+(a11-Gua)-2(Gua)+2H]J?*
1981.48 11 [(-KK)+(d10)-(Gua)+2H]?*
1091.15 6 [(ws_aq1-Gua)+H]* 1299.90 21 [(-RR)+(ds)+2H]?*
1420.20 15 [(ws_a12-Gua)+H]* 1339.92 61 [(-RR)+(as-Gua)+2H]>*
1438.21 7 [(ws)-(Gua)+H]* 1379.93 9 [(-RR)+(de-H20)-(Gua)+2H}?*
1589.25 12 [(ws)+H]* 1476.36 8 [(-RR)+(a12-Gua)-(Gua)+3H]*
1482.36 12 [(-RR)+(T5G2T3G2)-2(Gua)+3H]*
1504.44 9 [(-RR)+(ar-Gua)+2H]>*
1526.71 15 [(-RR)+(ar2-Gua)+3H]**
(-RR) 1532.71 100 [(-RR)+(T5G2T3G2)-(Gua)+3H]*
(detected 1583.06 6 [(-RR)(T5G2T3G2)+3H[**
from fig 1e) 1804.96 <5(=) | [(-RR)+(ds)*+(ws_d1o)+2H]>*
as-Gua)+(ws_d10)+2H]P*
184497 | 35(%) gr - IZ"R()+(d5)+2wg_a11-G)ua)+]2H]2+
1884.98 37(=) | [(-RR)+(as-Gua)+(ws_at1-Gua)+2H]2*
-RR)+(ag-Gua)+(ze-Gua_a11-Gua)+2HJ?*
192499 1 8(3) [EJr[(-)Ri(?)+(d1o-)-lz(0)-2(Gua)+2H]2*)(°) ]
1933.97 10 [(-RR)+(d10)-2(Gua)+2H]2*
1973.98 11 [(-RR)+(ar1-Gua)-2(Gua)+2HJ?*
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Table S3:monoisotopic m/z ratio, relative abundance andbation of fragment ions obtained upon CID actieatfrom
[(Peptide)+(B(CGLAGT,+3H]** with peptide as-KK (PPGFSPFKK sequence) eRR (PPGFSPFRR sequence). *Note that

labeled relative abudance on the left column cpoeds eventually to “three-body” non covalent fraginions.

[(Peptide)+(T2(CG)2AGT4)+3H]**
Monomeric product ions Non covalent fragment ions
(NCI disruption) (NCI conservation)
(M/Z)mono ;ﬁ’ur:é?:; attribution (M/Z)mono a?u;?jlg::\c/;* attribution
996.18 15 [(a+-Gua)+H]* 1448.36 " [(-KK)+(T2(CG)2AGT4)-2(Gua)+3HJ**
1004.55 72 [(-KK)+H]* 1453.69 9 [(-KK)+(T2(CG)2AGT4)-(Gua)-(Ade)+3H]**
(-KK) 1670.26 10 [(T2(CG)2AGT4)-2(Gua)+2H]?* 1461.70 [(-KK)+(T2(CG)2AGT4)-(Gua)-(Cyt)+3HJ**
(detected | 1674.44 6 [(@12-Thy)-(Gua)+2HJ?* 1498.71 70 [(-KK)+(T2(CG)2AGT4)-(Gua)+3H]**
from fig 1678.26 6 [(T2(CG)2AGT4)-(Gua)-(Ade)+2H* | 1504.04 15 [(-KK)+(T2(CG)AGT4)-(Ade)+3H]**
1c) 1745.78 26 [(T2(CG)AGT4)-(Gua)+2HJ?* 1512.04 7 [(-KK)+(T2(CG)2AGT4)-(Cyt)+3HP*
1749.97 10 [(@12-Thy)+2H]?* 1549.06 100 [(-KK)+(T2(CG)2AGT4)+3H[**
1821.31 15 [(T2(CG)2AGT4)+2H]?*
1235.20 51 [(wa)+H]* 1147.88 16 [(-RR)+(wa)+2H>*
1325.23 6 [(as-Cyt)+H]* 1312.41 8 [(-RR)+(ws)+2H]>*
1565.25 25 [(ws)+H]* 1413.03 10 (=) [(-RR)+(as-Gua)+(ws)+3H[*
1614.28 6 [(a6-Gua)+H]* 1467.03 21 [(-RR)+(T2(CG)2AGT4)-2(Gua)+3HJ**
1468.93 16 [(-RR)+(wg)+2H]>*
1472.36 16 [(-RR)+(T2(CG)2AGT4)-(Gua)-(Ade)+3H]**
( dgtI:ZL q 1480.36 9 [(-RR)+(T2(CG)2AGT4)-(Gua)-(Cyt)+3HJ**
from fig 1517.38 100 [(-RR)+(T2(CG)2AGT4)-(Gua)+3H]**
1f) 1522.71 20 [(-RR)+(T2(CG)AGT4)-(Ade)+3H]**
1530.71 10 [(-RR)+(T2(CG)2AGT4)-(Cyt)+3HJ**
1567.73 64 [(-RR)+(To(CG)2AGT4)+3H**
1702.46 21 [(-RR)+(ws-Gua+2HJ?*
1710.45 8 [(-RR)+(T2(CG)2AGT4)-2(Cyt)+2H]2*
1777.98 18 [(-RR)+(wg)+2H]>*
1954.51 12.(=) [(-RR)+(as-Gua)+(wa)+2H]?*
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Table S4: monoisotopic m/z ratio, relative abundaawed attribution of fragment ions obtained upob @ttivation from triply
charged [RR+(3G,TsG,)+3H]* NCX species between RR dipeptide an6;T;G, DNA sequencebtained respectively from

positive and negative ESI ion mode.

[RR+(T5G2T3G2)+3H]**
Monomeric product ions Non covalent fragment ions
(NCI disruption) (NCI conservation)
(M/Z)mono ;é)urr?cljztg/:e attribution (M/Z)mono a?u;ﬂgﬂ\cl;z* attribution
1089.13 51 [(ws_ar1- Gua) H] 1038.22 7 [(RR)+(wg_a12-Gua)-2H}>
1418.18 39 [(ws_a12-G)-H] 1047.22 12 [(RR)+(ws)-(Gua)-2H]>
1436.19 15 [(ws)- (Gua) HI 1113.74 5 [(RR)+(wg)-(H20)-2H]>
1587.24 35 [(ws)-H] 1122.75 49 [(RR)+(wg)-2H]>
1617.25 97 [(ae-Gua)-H] 1128.75 1 [(RR)+(a7-Gua)-(H20)-2H]*
= 1137.75 100 [(RR)+(a7-Gua)-2H
P 1165.89 8 [(RR)+(a11-Gua)-(H20)-3H*
i-'; 1171.90 32 [(RR)+(a11-Gua)-3H]*
S 1231.23 8 [(RR)+(a12-Gua)-(Gua)-3HJ*
3 1237.23 8 [(RR)+(T5G2T3G2)-2(Gua)-3H]*
3 1275.58 6 [(RR)+(a12-Gua)-(H20)-3HJ*
s 1281.58 41 [(RR)+(a12-Gua)-3HJ*
§ 1287.58 76 [(RR)+(T5G2T3G2)-(Gua)-3H]*>
E 1337.93 37 [(RR)+(T5G2T3G2)-3H]*>
it 1682.82 13 [(RR)+(a11-Gua)-(Gua)-2H}*
2 1730.38 7 [(RR)+(ws_ar2-Gua)-(Hz0)-H]
% 1748.39 31 [(RR)+(ws_at12-Gua)-H]
= 1758.35 52 [(RR)+(a11-Gua)-2H]*
1766.40 7 [(RR)+(ws)-(Gua)-HJ
1899.44 7 [(RR)+(ws)- (HzO) HI
1917.45 36 [(RR)+(ws)-H]
1929.45 10 [(RR)+(as-Gua)-(H20)-H]
1947.47 57 [(RR)+(as-Gua)-HI
1091.15 14 [(ws_a11-Gua)+H]* 1289.61 27 [(RR)+(T5G2T3G2)-(Gua)+3HJ*
1420.21 15 [(ws_at2-Gua)+H]* 1339.96 " [(RR)+(T5G2T3Go)+3H]**
1438.22 6 [(ws)-(Gua)+H]* 1440.29 <5(=) [(RR)+(ds)+(ws_d1o)+2H]*
1500.23 8 [(ze-Gua_a11-G)+H]* 1480 31 18(9) [(RR)+(as-Gua)+(ws_d10)+2H]?*
1539.25 5 [(ds)+H]* ‘ or [(RR)+(ds)+(ws_a11-Gua)+2H?*
T | 1589.27 9 [(ws)+H]* 1520.32 25 (=) [(RR)+(as-Gua)+(ws_a11-Gua)+2H]?*
> | 1595.27 26 [(a1t-Gua)+2H] 1560.34 6() [(RR)+(as-Gua)+(z6-Gua_ari-Gua)+2HJ**
= | 1604.28 25 [(d11-POs)-(Gua)+2H)>* ’ or [(RR)+(d10-H20)-2(Gua)+2HJ* ()
»_E 1619.28 5 [(ae-Gua)+H]* 1569.31 7 [(RR)+(d10)-2(Gua)+2H]?*
£ | 1635.28 8 [(d11-H20)-(Gua)+2H]* 1609.33 8 [(RR)+(a11-Gua)-2(Gua)+2H]?*
T | 1644.28 36 [(d11)-(Gua)+2H]?* 1653.84 8 [(RR)+(d10)+(H20)-(Gua)+2H*
% 1684.27 69 [(a12-Gua)-(Gua)+2H]%* 1724.86 10 [(RR)+(d11-H20)-2(Gua)+2H]#
'é 1693.28 23 [(TsG2T3G2)-2(Gua)+2H+ | 1729.37 7 [(RR)+(d10)+(H20)+2H]?
& | 1768.80 30 [(TsG2T3G2)-(Gua)+2H]? 1733.84 8 [(RR)+(d11)-2(Gua)+2H]?*
S | 1844.33 9 [(TsG2T3G2)+2H]?* 1760.37 12 [(RR)+(a11-Gua)+2H}>*
% 1773.85 10 [(RR)+(a12-Gua)-2(Gua)+2H]?
£ 1809.37 12 [(RR)+(d1)-(Gua)+2H]?*
1818.37 5 [(RR)+(d11)+(H20)-(Gua)+2H}?*
1849.38 48 [(RR)+(a12-Gua)-(Gua)+2HJ?*
1858.38 34 [(RR)+(T5G2T3G2)-2(Gua)+2HP*
1924.90 24 [(RR)+(a12-Gua)+2H]>*
1933.91 100 [(RR)+(T5G2T3G2)-(Gua)+2H*
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Table S5:monoisotopic m/z ratio, relative abundance andbattion of fragment ions obtained upon CID actigatfrom triply
charged [{1-24+(TsG,T3G,)+3H]** NCX species between ACTH1-24 fragment and 3G,T:G, DNA sequencepbtained

respectively from positive and negative ESI ion mod

[(11-24)+(T5G2T3G2)£3H]**
Monomeric product ions Non covalent fragment ions
(NCI disruption) (NCI conservation)
(M2 | o 1E2NE attribution (M/2)mono a;ﬁnr(f;“cve‘?) attribution
1418.18 16 [(ws_a12-Gua)-H] 1534.10 1 [(11-24)+(ws_aro-Gua)-2H]>
1436.19 9 [(ws)-(Gua)-H] 1612.17 19 [(11-24)+(a11-Gua)-3H]>
3| 1537.23 9 [(ds)-H] 1633.64 30 [(11-24)+(as-Gua)-2H]*
2| 1587.24 16 [(ws)-H] 1671.51 7 [(11-24)+(at2-Gua)-(Gua)-3H}-
E| 1617.25 89 [(as-Gua)-H] 1677.51 12 [(11-24)+(T5G2T3G2)-2(Gua)-3HJ*
5 1698.63 1 [(11-24)+(ws_a12-Gua)-2H}>
3 1707.64 16 [(11-24)+(we)-(Gua)-2H}>
3 1721.86 15 [(11-24)+(at2-Gua)-3H]>
é’ 1727.86 100 [(11-24)+(T5G2T3G2)-(Gua)-3H]*
e 1778.21 48 [(11-24)+(T5G2T3G2)-3H>
? 1783.16 62 [(11-24)+(we)-2HP
o 1798.17 74 [(11-24)+(a7-Gua)-2H]*
g 1823.17 5 [(11-24)+(w7_d11)-2H]>
= 2178.72 <5(=) [(11-24)+(as-Gua)+(ws_a11-Gua)-2H)>
2343.24 18 [(11-24)+(a11-Gua)-(Gua)-2H}-
2418.77 18 [(11-24)+(a11-Gua)-2HP
1420.20 14 [(ws_a12-Gua)+H]* 1454.16 10 (=) [(11-24)+(as-Gua)+(ws_a11-Gua)+3H]*
1438.21 6 [(ws)-(Gua)+H]* 148083 509 [(11-24)+(ae-Gua)+(zs-Gua_a11-Gua)+3HJ>*
1500.23 6 [(z6-Gua_a11-Gua)+H]* ' [(11-24)+(d10-H20)-2(Gua)+3H]** (°)
1589.26 8 [(ws)+H]* 1537.17 10 [(11-24)+(d10)-(Gua)+3H]**
1563.84 50 [(11-24)+(a11-Gua)-(Gua)+3H]**
1590.52 17 [(11-24)+(d11-H20)-2(Gua)+2H]*
1614.19 14 [(11-24)+(a11-Gua)+3H]*
1620.19 46 [(11-24)+(d11-POs)-(Gua)+3H]*
1623.17 7 [(11-24)+(a12-Gua)-2(Gua)+3H]**
) 1646.87 1 [(11-24)+(d11-Gua)+3H]*
o 1673.53 52 [(11-24)+(at2-Gua)-(Gua)+3HJ>*
"E' 1679.53 24 [(11-24)+(T5G2T3G2)-2(Gua)+3H]**
% 1723.88 36 [(11-24)+(ar2-Gua)+3H]**
2 1729.88 100 [(11-24)+(T5G2T3G2)-(Gua)+3H*
= 1780.23 33 [(11-24)+(T5G2T3G2)+3HP*
% 2100.71 <5(=) [(11-24)+(ds)+(ws_d10)+2H]?*
8 11-24)+(ds)+(ws_art-Gua)+2H]*
= 2140.72 (=) | [(11-)24()+2a§-Gua)+(W5_()J1o)+]2H]2+
"f.>j 2180.73 70 (=) [(11-24)+(as-Gua)+(ws_a11-Gua)+2H]>*
= 11-24)+(as-Gua)+(zs-Gua_a11-Gua)+2HJ]?*
8 2220.74 12(3) gr [(11-)24()+(d1o-l-)/2(())-2(Gu;)+2H]2+ )(°) ]
2229.73 13 [(11-24)+(d10)-2(Gua)+2H*
2269.72 9 [(11-24)+(a11-Gua)-2(Gua)+2H]>*
2305.25 68 [(11-24)+(d10)-(Gua)+2H]?*
2314.25 9 [(11-24)+(d10)+(H20)-(Gua)+2H*
2345.26 86 [(11-24)+(a11-Gua)-(Gua)+2H]>*
2389.78 1 [(11-24)+(d10)+(H20)+2H?*
2394.25 7 [(11-24)+(d11)-2(Gua)+2H]?*
2420.79 29 [(11-24)+(a11-Gua)+2H]*
2469.78 13 [(11-24)+(d11)-(Gua)+2H]*
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Table S6:monoisotopic m/z ratio, relative abundance andbattion of fragment ions obtained upon CID activatifrom
quadruply charged1fl-24+(TsG,TsG,)+4H]** NCX species between ACTH1-24 fragment and 3G,T:G, DNA sequence

obtained respectively from positive and negativéiBS mode.

[(11-24)+(T5G2T3G2)+4H]*
NCI disruption NCI conservation
(M/Z)mono ;@urﬁéitﬁvé attribution (M/Z)mono a?u;?jlgﬂ\cl;z* attribution
1009.16 6 [(ws_d1o)-H] 1291.14 16 [(11-24)+(ar-Gua)-4H]*
1089.13 14 [(ws_ai1-Gua)-H] | 1295.64 27 [(11-24)+(T5G2T3G2)-(Gua)-4H]*
° 1418.18 6 [(ws_a12-Gua)-HJ 1333.40 100 [(11-24)+(T5G2T3G2)-4H*-
B8 1534.10 1 [(11-24)+(ws_a12-Gua)-2H]*
UE) 1612.17 39 [(11-24)+(a11-Gua)-3H]*>
w 1618.63 21 ([11-24)+(ws)-2H]>
= 1633.64 59 [(11-24)+(ae-Gua)-2H]
§ 1698.63 6 [(11-24)+(ws_a12-Gua)-2H]*
1707.63 10 [(11-24)+(we)-(Gua)-2H]>
1783.16 60 [(11-24)+(we)-2HP
1798.16 74 [(11-24)+(a7-Gua)-2H]>
1297.66 6 [(11-24)+(T5G2T3G2)-(Gua) +4H*
1335.43 36 [(11-24)+(TsG2T3G2) +4H]4*
1454.16 15 (=) [(11-24)+(as-Gua)+(ws_a11-Gua)+3HpP+
_ [(11-24)+(as-Gua)+(ze-Gua_a11-Gua)+3HJ**
148084 1 9(3) cgr (11-24 )2 ()+(d1o /')Iz(()) -2(Gua)+3HP" )(*) !
1537.17 15 [(11-24)+(d10)-(Gua)+3H]**
1563.84 61 [(11-24)+(a11-Gua)-(Gua)+3H*
1590.52 19 [(11-24)+(d11-H20)-2(Gua)+3H]**
1593.52 7 [(11-24)+(d10)+(H20)+3H]**
1595.65 6 [(11-24)+(ds)+2H2*
1614.19 29 [(11-24)+(a11-Gua)+3H]**
1620.20 41 [(11-24)+(d11-POs3)-(Gua)+3HJ*
1623.18 9 [(11-24)+(a12-Gua)-2(Gua)+3H*
1635.66 9 [(11-24)+(ae-Gua)+2H]2*
1640.87 9 [(11-24)+(d11-H20)-(Gua)+3H]**
2 1646.86 19 [(11-24)+(d11)-(Gua)+3HJ*
e 1673.53 71 [(11-24)+(a12-Gua)-(Gua)+3H]**
> 1679.53 23 [(11-24)+(T5G2T3G2)-2(Gua)+3H*
o 1723.88 69 [(11-24)+(a12-Gua)+3HJ*
EZ 1729.88 100 [(11-24)+(T5G2T3G2)-(Gua)+3H]**
o 2100.72 6(=) [(11-24)+(ds)+(ws_do)+2H2*
_ 11-24)+(ds)+(ws_a11-Gua)+2H]*
2140.72 | 63 (%) E)(r [(11-)24()+}a§-Gua)+(W5_()i10)+]2H]2”
2180.73 75 (=) [(11-24)+(as-Gua)+(ws_a11-Gua)+2HP*
11-24)+(as-Gua)+(ze-Gua_ar1-Gua)+2H]*
2075 | ue | [(11-)24()+(d1o-l')lz(())-2(Gua)+2H]2+ )(°) ]
2229.73 15 [(11-24)+(d10)-2(Gua)+2H?*
2269.74 10 [(11-24)+(a11-Gua)-2(Gua)+2H]?*
2305.25 81 [(11-24)+(d10)-(Gua)+2H]*
2314.25 7 [(11-24)+(d10)+(H0)-(Gua)+2Hp*
2345.26 88 [(11-24)+(a11-Gua)-(Gua)+2H]%*
2389.78 9 [(11-24)+(d10)+(H20)+2H)>*
2394.24 10 [(11-24)+(d11)-2(Gua)+2H]*
2420.78 30 [(11-24)+(a11-Gua)+2H]>*
2429.80 6 [(11-24)+(d11-POs3)-(Gua)+2H]?*
2469.77 20 [(11-24)+(d11)-(Gua)+2HP*
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Conclusion et Per spectives

L’objectif principal de ce projet était d’étudieed interactions ioniques stabilisant les NCX
biologiques en phase gazeuse par spectrométrieadsemDans ce but, difféerentes approches
basées sur de récents concepts de désorptiontionisapression atmosphérique et d’activation
des ions en phase gazeuse ont permis d’examirsalddité de ces interactions non-covalentes

durant le transfert de la solution vers la phasegse et en phase gazeuse.

Dans un premier temps, l'influence de la préseriegemts de « superchargement » lors des
processus de désolvatation des agrégats charghstgrpar ESI a été examinée, en mode positif
et en mode négatif, pour des peptides, des oligéotides et pour des NCX

« peptide/oligonucléotide ». L'introduction des mplaurs SER, et CEGy, a certes, facilité la
guantification des modifications spectrales dudaddition de 1% denNBA, mais a surtout
permis d’examiner les aspects sous-jacents auss lulsemeécanistiques appliquées en E§l,

le transfert de proton lors des processus de ditsbion au sein des agrégats chargés précurseurs
en phase gazeuse. Nous avons proposé un modéignsotlle role des valeurs &% 4 €t
donc des voies de désolvatation compétitives deégats chargés, dans le phénoméne de
« superchargement ». Parmi les caractéristiquesiiagas : (i) le nombre de thymine, (ii) la
dispersion des résidus de thymine, et (iii) la pnés (éphémere ou permanente) de charges
positives proches spatialement; chacune de cespasantes semble exercer des effets
entropiques variables sur la tendance généraleratiugtion d'un site chargé. En outre, notre
modeéle souligne l'implication des cations NHians le mécanisme de « superchargement » dont
le role est en accord avec les mécanismes d’EScédemment établis) décrivant la
désorption/ionisation de simples brins d’ADN veasghase gazeuse. Indépendamment de la
polarité d’ionisation, les NCX ont montré la mémadance de chargement (vis-a-visde¢BA)

gue celle observée pour les simples brins d’ADN des déprotonations accrues des ions formes
par ESI. Les plus hauts états de charge supplémentabtenus par I'élargissement de leur
distribution (par ionisation en mode négatif) peuv@ermettre I'obtention d’informations
structurales complémentaires par comparaison dies e fragmentations empruntées par les

especes a différents états de charge. Alors guawamsensus réel sur le mécanisme des
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processus conduisant au « superchargement » n’areen@merge, nous proposons cette
contribution comme une brique supplémentaire pauk tonstruction des fondations » d’un
mécanisme de « superchargement » commun aux dedesnddonisation par ESI. D’ailleurs, la
partie de cette étude concernant le processussdpexchargement » des oligonucléotides par
ESI en mode négatif a été publiée ddosrnal of American Society of Mass Spectrometry.
Enfin, les NCX sont les seuls ions dont I'abondaaceystématiguement été augmentée par
'addition mNBA, aussi bien en mode d’ionisation positif queyaief. Ces ions « survivants »
supplémentaires, attribués a des appariementsigagopar 'augmentation de I'état de charge
moyen de I'un des partenaires (selon le mode dsation), ont montré une répartition de charges
similaire & leurs analogues formés en absencaNi2A faisant de ce dernier un outil analytique
d’'intérét pour I'étude de la stabilité des NCX <fde/oligonucléotide » dont les faibles

abondances limitent, dans notre cas, I'analysspactrométrie de masse en tandem.

Dans un deuxieme temps, une source V-EASI (pdemturi Easy Ambiant Sonic-spray
lonization) permettant I'aspiration libre de la solution atdésorption/ionisation des analytes a
partir du spray formé par la seule vélocité du gemteur a été concue et comparée
énergétiguement a une source ESI (étude originaley,a été utilisée pour étudier le transfert de
NCX de la solution vers la phase en I'absence de dbamp électrique. La comparaison
énergétique de la source V-EASI construite au laioine avec une source ESI a montré que les
ions précurseurs produits par V-EASI sont moingrgstaux dissociations en-source que ceux
produits par ESI. Cette différence énergétique peair deux origines : (i) les agrégats chargés
produits par V-EASI sont plus petits et nécessitimic moins d’énergie pour étre totalement
désolvatés et produire des ions « nus » en phasugm et/ou (i) la source V-EASI laisse
moins de temps a la population d’ions précurseoty ge dissocier que dans la source ESI.
Cette source plus douce que 'ESI a permis de rdmex quelques phénomeénes observés lors
des processus de désorption et d’'ionisation sals ghamp électrique soit appliqué comme :
() ranalyse de NCX metal/ligand extrémement sbles aux échanges de métaux, (i) la
désorption/ionisation de NCX biologiques « pepttigbnucléotide » dont la masse moléculaire
est supérieure a 5 kDa en solution tamponnéelies,proche de conditions physiologiques que
les solvants généralement utilisés par ESI €},Iéiphénoméne de « superchargement » observé

lorsquemNBA est ajouté a la solution étudiée. Ainsi, I'esake charges présent a la surface des
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microgouttelettes produites par ESI (ce qui comstila plus grande force de cette méthode)
induit une ionisation non-sélective des composé&sants dans les microgouttelettes (ce qui
constitue la plus grande faiblesse de cette méjhdidlesi, le potentiel de la source V-EASI est,

trés certainement, bien loin d’avoir été pleinemerploité. En effet, un grand nombre de

phénomeénes observés lors des processus de désaptibonisation sous un champ électrique
peut encore étre réexamirgg. les réactions d’oxydation et/ou de réductionsvéess par un

autre composé chimique, par un bombardement éfégtre, voire méme, par un faisceau laser.

Dans un dernier temps, les voies de fragmentaterdifférentes populations d’'ions de NCX ont
été comparées afin d’examiner les NCI stabilisastNICX biologiques en phase gazeuse. La
comparaison des voies de fragmentations obsereéesiode positif ou en mode négatif, pour
les différents NCX biologiques activés par CID asman évidence deux voies de fragmentation
majoritaires : (i) la dissociation du NCX par ruggudes NCI le stabilisant et, (ii) la dissociation
du NCX par rupture de liaisons covalentes du sdieetdigonucléotidique avec préservation des
NCI. Les NCX « peptide/duplex » multiprotonés sesdcient majoritairement par la rupture des
NCI de type pont salin liant le peptide au duplee. par, la présence de protons stabilisant les
duplex par des interactions ion-dipole de typestai hydrogéne, la charge positive portée par
une base nucléigue (méme partiellement masquémtafl distance la stabilité de I'interaction
ion-ion de type pont salin par un effet de répuisie charges identiques. Ainsi, le grand nombre
de NCI (plus faibles en phase gazeuse) de tymohdiydrogéne et de typestacking stabilisant

le duplexe d’ADN et le manque de degré de libegg Hases nucléiques au sein du duplexe
limitent les possibilités de fragmentation des $eftes oligonucléiques de ce dernier. Les NCX
« peptide/oligonucléotide » stabilisés par les NiEltype pont salin (les plus fortes en phase
gazeuse), impliquant les sites les plus basiqueslié®s sur les résidus d’arginine (et/ou de
lysine) du peptide et les sites les plus acidesliggs sur les résidus phospho-thymidine de
I'oligonucléotide, ont permis lI'observation d’iorfsagments non-covalents « a trois corps »
composés du peptide restant en interaction aveg €fragments (non-complémentaires) de
I'oligonucléotide issu de fragmentations multiptkssquelette oligonucléotidique. Ainsi, I'étude
de la composition des fragments de l'oligonuclémtidstant en interaction avec le peptide a
permis de renforcer l'attribution de la localisatides sites impliqués dans les NCI commune aux

deux polarités d’ionisation. De plus, 'augmentatide I'abondance des ions fragments non-
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covalents « & trois corps » en présence d'un edegsrotons et leur disparition pour des ions
précurseurs plus déprotonés a permis de proposemadele de formation pour les ions
fragments non-covalents « a trois corps » qui aeéténis dans un journal scientifiquenfexe

2). L'étude de la stabilité des NCX biologiques sisis de la capture consécutive d’'un ou
plusieurs électrons a permis de localiser les sppestonés les plus disponibles sur
I'oligonucléotide montrant que les sites les plasiques localisés sur le (ou les) peptide(s) sont
moins disponibles. Ainsi, 'augmentation de tempes réaction entre l'agent réactif (anion
radicalaire de fluoranthene) et les ions précusséduit la diminution de I'état de charge des
NCX multiprotonés par capture d’électron/neutrdisa consécutive. Seuls quelques ions
fragments correspondant a la perte d’atome(s) ddg&he et/ou d'une molécule d’ammoniac
ont été détectés. L'étude des ions fragments piogair la perte d’'une molécule d’'ammoniac a
montré que ces derniers sont issus de voies dmémgtion dirigées par la charge et assistées
par le radical. D’autres concepts d’activation éage gazeuse peuvent encore étres appliqués a
'étude de la stabilité des NCX en phase gazeuse.eRemple, des expériences de « double
résonnance » permettraient, éventuellement, unedleomel compréhension des différents

mécanismes de dissociations précédemment décrits.

Toutes les précisions sur la nature des interastioniques stabilisant nos NCX biologiques
modeles décrites a travers les différentes étudéseptées dans ce manuscrit sont proposées
comme compléments de notre connaissance du comprtedes systémes biologiques non-
covalents lors du transfert de la solution vergHase gazeuse et lors de leur activation en phase
gazeuse. La perspective principale de ces travawaitsl'application de ces concepts de
désorption/ionisation et d’activation en phase gageea des macro-systemes biologiques
d’intérét. Dans ce sens, une collaboration aveadéiae Hervé de I'Unité de régulation de la
transcription et des maladies génétiques dirigédeparofesseur Philippe Djian vient de débuter.
Cette collaboration a pour but détudier par smeun#étrie de masse les interactions non-
covalentes stabilisant des complexes biologiguesire de doigts de zinc/oligonucléotide » et «
paire de doigts de zinc/duplex » composés de ségagpeptidiques de la Basonucline 2 (i.e.,
une protéine contenant 3 paires de doigts de einids séquenceate novo identifiées par ChiP-
Seq ou d’autres séquences oligonucléotidiques nemsnmoins specifiquement en solution par

ces doigts de zinc.
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Résumé / Summary

Etude de la stabilité des interactions ioniques ephase gazeuse : application
aux complexes biologiques.

Les interactions non-covalenteNGl pour Non-Covalent Interactionsstabilisant les complexes non-
covalents biologiques\(CX pourNon-Covalent compleXegégissent la majorité des processus cellulaires
indispensables au développement et au bon fonetinant de tout organisme vivant. Toutes les fonstion
de I'ADN, telles que son conditionnement, sa rgian et la régulation de son expression, sont jsesn

par la formation et la dissociation de NCI avec gestéines. La compréhension des bases de ces
processus cellulaires de I'ADN au niveau molécela#st un sujet d’actualité et d'une importance
fondamentale. Des informations essentielles peud&atobtenues par spectrométrie de magsepour
Mass Spectromethyqui joue un role de plus en plus important damslomaine. Malgré la technologie
avancée déja mise en ceuvre, le développement desawpu concepts d'ionisation et d’activation
implémentent perpétuellement la MS. Les travauxthdse exposés a travers ce manuscrit présentent
'étude de la stabilité des NCI maintenant les NGMlogiques par la comparaison des voies de
fragmentations observées en mode positif et en nédgatif mais aussi par I'application de certains
concepts récents de la MS comme: (i) l'utilisatidiagents de « superchargement » et, (i) le
développement et I'utilisation d’'une source V-EABburVenturi Easy Ambiant Sonic-spray lonizajion
permettant I'aspiration libre de la solution etlissorption/ionisation des analytes par la seulecitél du

gaz de nébulisation.

Mots-clés : Spectrométrie de masse ; Interactions non-covatent Complexes biologiques non-
covalents ; Sources de désorption/ionisation ; Agele « superchargement » ; Méthodes d’activation e
phase gazeuse.

Study of ionic interactions stability in gas phase:biological complexes
application

Non-covalent interactionsNCI) stabilizing biological non-covalent complexedQX) lead most of
cellular processes compulsory for the developmadtthe functioning of all living organisms. All DNA
functions, such as its conditioning, its replicatend the regulation of its expression, are allotwedhe
formation and the dissociation of NCI with proteififhhe comprehension of cellular processes basis of
DNA at the molecular level is both topical and fantental. Crucial information can be obtained bysnas
spectrometry NIS) which plays an increasing role in this field. piés the already advanced technology
applied, the development new ionization and adtvatoncepts implement perpetually the MS. The
Ph.D. work described through this manuscript presstiie study of NCI maintaining the biological NCX
by the comparison of fragmentation pathways obskemepositive ion mode and in negative ion mode
but also by the application of some recent MS cptwckke: (i) the use of supercharging reagents énd
the development and the use of a Venturi Easy Amii8anic-spray lonization/tEAS) source allowing
the free aspiration of the solution and the degamfibnization of the analytes only by the veloditythe
spraying gas.

Keywords: Mass Spectrometry; Non-covalent interactions; @&jotal non-covalent complexes;
Desorption/ionization sources; Supercharging redge@as-phase activation methods.
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