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Introduction

Cette these concerne 1’étude de la structure de protéines en phase gazeuse. Notre but est de
comprendre la dynamique de protéines a la suite de leur interaction avec des photons, avec d’autres
molécules ou apres un transfert de charges. Ici, nous allons nous intéresser a la caractérisation struc-

turelle de molécules biologiques apres un transfert de charges photo-induit et autres interactions.

Cette these s’inscrit dans la suite de plusieurs théses dans ’équipe dont le sujet portait sur le
couplage de la spectrométrie de masse et de la spectroscopie optique pour I’étude structurale confor-
mationnelle et des propriétés optiques de peptides de petites protéines. Les actions du groupe visent
a utiliser et étendre les limites de la spectroscopie optique sur des systemes de grande taille dans
des problématiques biologiques. Le spectromeétre de mobilité ionique, construit au laboratoire, nous
permet depuis quelques années d’étudier ces grands systemes. Cet instrument nous permet de nous
intéresser a des phénomenes dynamiques de transfert de charge induits par laser et de changements

de conformation induites par la formation de complexes.

Une protéine, du grec protos "le premier', "le plus important”, est une macromolécule constituée
d’acides aminés assemblés par des liaisons peptidiques. Les protéines sont les molécules les plus
abondantes dans la majeure partie des organismes.

Ces molécules sont impliquées dans un grand nombre de fonctions. Certaines d’entre elles per-
mettent de maintenir la structure de cellules. D’autres sont capables de transporter de petites

molécules. D’autres encore ont pour fonction d’informer et de signaler, etc.

La structure de ces macromolécules est, pour une part considérable, a ’origine de ces fonctions.
La structure de ces molécules est leur organisation dans I’espace tridimensionnel. La structure pri-
maire (2D), secondaire, tertiaire et occasionnellement quaternaire (3D) sont les différents stades
de structuration des protéines globulaires.[1] Depuis une vingtaine d’année, le paradigme struc-
ture <> fonction a évolué via la découverte de protéines dont la fonction résidait dans ’absence de
structure (protéines ou régions intrinsequement désordonnées - IDP/IDR). Ces fonctions peuvent
alors s’exprimer par un phénomene dynamique : non structuré — structuré ou structuré — non
structuré.[2, 3] De maniére générale et hors de ces cas particuliers, une protéine est une molécule

dynamique qui évolue au cours du temps et/ou en fonction de son environnement.[4, 5]
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Le changement de structure et la fonction de ces molécules peuvent étre régis par divers méca-
nismes et déclenchés par des stimuli externes. Un de ces stimulus peut étre la lumiere qui, quelle

que soit sa longueur d’onde, apparait dans de nombreux phénomenes de la vie courante.

L’un de ces phénomene est le phototropisme. C’est la capacité d’'un organisme a s’orienter par
rapport a la lumieére.[6] Ce phénomeéne est notamment observé dans les végétaux. Il dicte 'orientation
des feuilles, des fleurs et des racines afin d’optimiser notamment la photosynthese. Les phototro-
pines, impliquées dans le phototropisme, sont des photorécepteurs intervenant dans la croissance et
le développement des plantes. Ce sont des protéines dont certaines régions (LOV) sont sensibles &
la lumiére bleue. Le domaine LOV 1ié & une flavine (FMN), un chromophore qui absorbe la lumieére
bleue autour de 450 nm, est composé d’une centaine d’acides aminés.[7, 8] Il est responsable du pho-
totropisme et du mouvement des chloroplastes et de I'ouverture des stomates de 1’ Arabidospis.[9]
Apres absorption de la lumiere, la FMN subit un croisement inter-systéme qui 'emmene a 1’état
triplet donnant lieu & la formation d’une liaison covalente entre la FMN et une cystéine via des
transferts de charge.[10, 11] Cet ensemble de mécanismes mene a des changements de conformation
de la protéine, notamment le dépliement d’une hélice a.[12] Cet exemple illustre le processus de
changement de conformation photo-induit. Il sera donc intéressant d’étudier les phénomeénes d’ab-
sorption et de relaxation de chromophores comme ceux impliqués par exemple dans la premiere

étape du phototropisme.

Pour continuer sur les phénomeénes photo-induits, la photosynthése est un exemple probant
de mécanisme complexe de transferts de charge associés & la dynamique conformationnelle de
protéines.[13] La photosynthése, énergie lumineuse convertie en énergie électrochimique, peut avoir
lieu dans de nombreux organismes notamment dans les plantes et les bactéries. Un transfert d’élec-
tron a lieu entre deux quinones (Qa et Qp) du centre réactif de la bactérie (ou la plante) qui se
trouve étre une protéine (bRC). Ce centre réactif contient un chromophore. C’est cette protéine qui
sera capable de convertir I’énergie lumineuse en énergie électrochimique. De nombreuses études ont
montré que la dynamique conformationnelle impose la vitesse de transfert d’électron entre Q4 et
Qp.[14-17] Ainsi, le transfert d’électron peut étre controlé par la dynamique d’une protéine lorsque
le changement de conformation est plus lent et est nécessaire pour le transfert d’électron puisse
avoir lieu. Ce phénomeéne est appelé "conformational gating".[18] La photosynthése est un exemple
de dynamique de transfert de charge photo-induit et limité par la dynamique conformationnelle de

protéines.

Ainsi, les changements de structure peuvent non seulement participer au fonctionnement des
organismes. Ils peuvent aussi étre a l'origine de graves maladies. L'une de ces maladies, a laquelle
s’est intéressée 1’équipe, est la maladie d’Alzheimer.[19] La protéine amyloide-/3 sous forme d’oli-
gomeres solubles ou de fibrilles insolubles joue un roéle important dans I’expression de la maladie

et est devenu un sujet central dans la recherche de traitements.[20, 21] Des études structurales ont
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permis de caractériser les différentes formes du peptide et d’ouvrir des voies qui permettront, dans
Pavenir, d’entraver la toxicité de 'amyloide sous sa forme pathogene.[22] Les travaux de 1'équipe
sur 'amyloide-5 ont porté sur la mesure de la conformation de la protéine griace a la mobilité
ionique et au FRET (Forster Resonance Energy Transfer) d’action.[23, 24] D’autres groupes utili-
sant différentes techniques d’analyse structurale par spectrométrie de masse e.g. échange H/D, ont
travaillé sur la caractérisation de la structure de I’Amyloide-£.[25-27] Enfin, des études par RMN
(Resonnance Magnétique Nucléaire) et dichroisme circulaire ont permis de montrer ’évolution de la
toxicité en fonction de la structure de la protéine.[28] D’autres ont également montré que la struc-
ture de différents types de peptides amyloides, présentant des mécanismes de toxicité semblables

dans l'organisme, était similaire.[29]

Dans chacun de ces exemples, le changement de conformation photo-induit, le transfert de charge
limité par la dynamique conformationnelle et le changement de conformation pathogene de protéines
font ’objet de nombreuses recherches. Ces différents mécanismes sont étudiés par cristallographie
au rayons X, par résonance magnétique nucléaire, par dichroisme circulaire et plus récemment par
cryo-microscopie électronique (cryo-EM). Parmi ces nombreuses techniques d’analyse, la spectro-
métrie de masse (MS) s’est révélée étre un outil robuste pour I’étude de la structure de molécules
biologiques.[30-32]

L’atout majeur de 'analyse de molécules biologiques par spectrométrie de masse est que cet
instrument est utilisé comme filtre en masse. Grace a lui, nous pouvons travailler sur des objets
bien caractérisés grace a la sélection en masse. On peut suivre l'évolution de ces systémes et la
stoechiométrie des édifices moléculaires. Deés lors, de multiples groupes de recherche ont adopté la
spectrométrie de masse pour sonder la structure, la réactivité, la nature et la force des liaisons qui
composent une protéine. L’analyse protéomique permet le séquencage de la molécule. Cette méthode
utilise différentes voies de dissociation comme la dissociation induite par collision (CID), la disso-
ciation par capture électronique (ECD) afin d’induire la rupture de liaisons peptidiques.[33-36] Le
couplage d’un laser avec la spectrométrie de masse a montré de forts potentiels pour la dissociation
spécifique de molécules biologiques (IRMPD, Infrared Multiple Photodissociation et UVPD, UV
photodissociation).[37] D’autres techniques comme 1’échange Hydrogéne/Deutérium (2H/'H) ou le
cross linking donnent acces a des informations sur la structure 3D globale de la molécule en phase
liquide grace & des modifications chimiques. L’échange H/D ne se fera qu’au niveau des hydrogenes
au contact du solvant. De fait, les hydrogenes présents au centre d’une protéine globulaire ne se-
ront pas échangés avec le deutérium. L’analyse par spectrométrie de masse permettra de détecter
les zones ou I'échange a eu lieu.[38] Le cross linking utilise des molécules "linker" qui se fixent de
part et d’autre sur des sites spécifiques de la protéine.[39] La taille de ces linker étant connue, on
peut alors évaluer la proximité de certaines portions de la molécule en identifiant les peptides reliés
par un linker apres dissociation. Par ailleurs, 'usage de la native-MS wvia I'utilisation de la source

nESI (nano-Electrospray Ionisation) a ouvert la voie vers I’analyse de la structure des protéines et
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Introduction

complexes protéiques dans leur conformation "naturelle', telle qu’elle est adoptée dans la nature.
Enfin, la spectrométrie de masse couplée a la spectrométrie de mobilité ionique est une technique
de chromatographie en phase gazeuse qui utilise la capacité d’un ion a évoluer dans un tube rempli
de gaz sous l'effet d’un champ électrique.[40-42] La mesure de la vitesse des ions dans le tube en
fonction de leur taille, leur masse et leur charge donne acces a la forme globale de I'ion. En réalité,
l’analyse conformationnelle ne se fait que de maniere statique (CID, H/D exchange, cross-linking)
ou moyenne (IMS). Le couplage laser/MS et laser/IMS-MS sont des outils qui nous donnent acces

la dynamique conformationnelle des molécules.

Ces outils de couplage de la spectrométrie de masse avec la spectroscopie optique ou la spec-
trométrie de mobilité ionique présentés dans le chapitre 1 , ont donc été utilisés pour étudier la
dynamique conformationnelle de molécules biologiques en phase gazeuse. C’est par ’étude de 'acti-
vation photo-induite de chromophores utilisés pour I'analyse de la structure de protéines qu’a com-
mencé ce travail de these. Les mécanismes d’absorption de photons et de relaxation non-radiative de
chromophores greffés sur des peptides ont été sondés dans le chapitre 2. Nous nous sommes ensuite
intéressés aux mécanismes de transferts de charge photo-induits au sein de petits peptides afin de
comprendre I'influence de la taille de ces systémes, pour aller vers des objets de la taille de protéines,
et de la composition en acides aminés sur la dynamique conformationnelle des peptides, chapitre 3.
Ceci a nécessité le montage d’un dispositif pompe-sonde pour I’étude de la dynamique de transfert
de charge. Enfin, nous avons étudié un processus de changement de conformation naturellement
présent dans les organismes de mammiferes en utilisant la spectrométrie de mobilité ionique comme
sonde de conformation et de dynamique structurale, chapitre 4. Cette approche que nous avons dé-
veloppé a nécessité de combiner la spectrométrie de masse a des techniques de biologie moléculaire
(expression, gel électrophorese, dichroisme circulaire, etc.). Cette combinaison a été possible grace

a deux collaborations sur le site de Lyon.









Chapitre 1

Montage expérimental et

instrumentation

Introduction

Au cours de ma these, j’ai été amenée a mettre en place un dispositif de couplage entre des
lasers et un spectrometre de masse afin d’étudier la dynamique conformationnelle de petits pep-
tides. Grace a ce spectrometre, il est possible de piéger les ions afin qu’ils puissent interagir par
collision avec un gaz ou avec une source de lumiere. J’ai pu également étudier des structures de
peptides grace a un spectrometre de mobilité ionique construit au laboratoire. Ce dernier permet
de déterminer la forme globale d’'une molécule en mesurant son temps de parcours dans 'appareil.

C’est donc a la description de ces différents instruments que sera consacré ce chapitre.

Dans une premiere partie je parlerai de la source electrospray. Elle est la seule source qui ait
été utilisée dans cette theése afin d’ioniser et désolvater les molécules présentes en solution. C’est
un atout dans I’analyse de molécules biologiques et complexes moléculaires car c’est une source
d’ionisation douce qui permet de préserver I'intégralité des analytes et des complexes moléculaires.
Le spectrometre de masse de type piege linéaire et le couplage avec un montage pompe-sonde laser
seront ensuite présentés. Enfin le spectrometre de mobilité ionique sera décrit ainsi que son couplage

avec une source de lumiere.

I Source ESI/nano-ESI

I.1  Source ESI

La source d’ion est I’endroit ol sont générés les ions en phase gazeuse, en amont du spectro-
metre de masse. La source utilisée avec nos appareils est la source d’ionisation par electrospray
(ESI) figure I.1. Elle permet le passage de 1’échantillon de la phase liquide & la phase gazeuse tout

en chargeant les molécules positivement (ou négativement selon le mode d’utilisation du spectro-
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CHAPITRE 1 : Montage expérimental et instrumentation

metre de masse). Un solvant volatil (méthanol, acétonitrile, etc.) facilite la désolvatation lors de

P’ionisation.

Fused-silica
sample line with
natural PEEK
safety sleeve

i O —— ESI source
exit needle

[5) O

000000000000 [e]e]elateXe]
00000eesen00 O000Q00
00000
[eYele)cIN]

00000
00000
00000
00000
CC0C0 Stainless steel

00000 grounding union

FIGURE I.1 — Schéma de la source ESI, Thermofisher (source: Thermofisher Ion max API source
Hardware manual)

L’ionisation par electrospray date de la fin du XX®™¢ siécle et est depuis utilisée pour I’analyse
d’échantillon d’intérét biologique, comme les pesticides, antibiotiques, acides nucléiques, etc. Elle
a fait 'objet d’'un prix Nobel en 2002, dont le lauréat est J. Fenn, puisqu’elle permet de limiter
la fragmentation des molécules dans la source, d’observer des molécules de masse et de charge
importante ainsi que de créer des ions multichargés. Il s’agit donc d’une source d’ionisation "douce".
Elle demande peu d’échantillon, en terme de concentration et de volume, comparée a d’autres
sources d’ionisation préexistantes (comme l'ionisation électronique) et permet d’observer les ions

pseudo-moléculaires.

I.1.a Formation de gouttelettes chargées

Dans cette these, I’échantillon est introduit par infusion directe dans la source, via un capillaire
de silice métallisé, de diametre interne de 100 pm avec un débit de 2 & 5 uL/min. Un potentiel
de 5 kV est appliqué sur la pointe du capillaire. Le champ électrique qui régne alors va déformer
le ménisque de la solution au niveau de la sortie et créer un cone de Taylor comme montré sur la
figure 1.2. Des gouttelettes chargées de quelques um de diametre vont se détacher de ce cone lorsque
les forces de répulsion des charges qui s’accumulent dépassent les forces de tension de surface du
fluide.[44]



I Source ESI/nano-ESI

Analyte molecule Solvent Coulomb Naked charged
evaporation fission analyte

b l +©+ ~L
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FIGURE 1.2 — Schéma représentatif du processus de nébulisation electrospray [43]

I.1.b Désolvatation des gouttelettes

Un flux de gaz de nébulisation (ici, nous utilisons de I'azote (N3)) et une température de 200 &
250°C, aide le solvant a partiellement s’évaporer tout en conservant les charges dans la gouttelette.
Ces charges vont se répartir a la surface des gouttelettes. Ces dernieres migrent vers l'entrée du
spectromeétre de masse sous 'effet du champ électrique mais aussi du gaz de nébulisation. La taille
des gouttelettes va progressivement diminuer par évaporation du solvant a 1’aide du gaz et du chauf-
fage. Lorsque la répulsion électrostatique entre les charges de surface dépasse la tension superficielle
de la gouttelette (limite de Rayleigh [45]), il en résulte la fission de la gouttelette en plusieurs plus
petites. Cette réaction de fission aura lieu plusieurs fois au cours de son voyage jusqu’a l'entrée du
spectrometre pour produire des gouttelettes de plus en plus petites et chargées jusqu’a atteindre

des tailles de 'ordre du nm.

I.1.c Formation de molécules chargées

Le mécanisme qui décrit le processus de formation des ions de grande masse moléculaire est sou-
mis & 2 modeles [46, 47] (un troisieme concerne les especes de faible masse moléculaire figure 1.3(a)).

La figure 1.3(b, ¢) est un schéma représentatif de ces modeles:

o Le modele de la charge résiduelle (CRM) est prévu pour les grosses espéces globulaires comme
les protéines, figure 1.3(b). Ce modeéle prévoit que la fission de la gouttelette ait lieu jusqu’a
ce qu'elle ne contienne plus qu’un seul analyte (sphére rouge sur la figure). L’évaporation
compléte du solvant (en bleu) conduit & 'accumulation des charges sur I'analyte. Dans ce
modele, I'état de charge de la molécule ne dépend pas de la composition en acides aminés

(acides, basiques etc.) et la charge des acides aminés dont la dite molécule est constituée.

o Modele d’éjection de la chaine (CEM), concerne les chaines de polymere non-polaire, e.g., les

protéines désordonnées. Le CEM prévoit que lorsque la protéine se situe dans une "nanogoutte"
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de rayon inférieur & 10 nm, elle migre vers la surface. Des lors qu'une extrémité de la chaine
est expulsée vers la phase gazeuse, le reste de la chaine est progressivement éjecté de la goutte.
Le nombre maximum de charges supportées par la molécule correspond au nombre maximum

de charges tolérables par une gouttelette de solvant de méme taille que la molécule.

A charge
-I-'-\equilibration

+

+
il

globular protein ion

small analyte jon unfolded protein after

ejection from droplet

FIGURE 1.3 — Schéma présentant les différents modeles de désolvatation décrits par Konermann et
al. (b) modele CRM, (c) modele CEM.[47], le modeéle (a) ne s’applique qu’au petites molécules nous
de commenterons donc pas ce modele

1.2 Source Nano-ESI

La nano-ESI a été développée par Wilm et Mann.[48]
Cette nouvelle source s’est révélée étre prometteuse dans le domaine de la spectrométrie de
masse et dans I’analyse de molécules biologiques.

I.2.a Nano-ESI vs ESI

La pointe du capillaire en verre est inférieure a 1 pm. De ce fait, le cone de Taylor est beaucoup

plus petit et les gouttelettes générées sont de diametre réduit d’un ordre de grandeur. De plus, le
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flux d’échantillon sortant du capillaire est de l'ordre du nL/min.[49] C’est pourquoi, cette source
ne nécessite qu'une tres faible quantité d’échantillon. Elle ne nécessite pas de gaz nébuliseur ni
de pousse seringue pour assister la formation du spray. L’application d’une différence de potentiel
entre la pointe de la source et le spectrometre de masse crée un champ électrique qui entraine les
gouttelettes a I'intérieur du spectrometre et la tension appliquée nécessaire a la formation du spray
est de 'ordre de 800 V.[50] Elle permet aussi de réduire les effets nuisibles des sels en limitant la
formation d’adduits ce qui permet de conserver les conformations natives des protéines et d’aug-
menter le S/N.[51-53] Elle tolere un concentration en sels dans le solvant allant jusqu’a 100 mM
(contre 10 mM en ESI). Cette source est donc un excellent outil pour analyser des molécules et
des complexes non-covalents di au faible nombre de charges restant sur analyte (diminution des
répulsions coulombiennes intramoléculaires) et au processus de désolvatation qui, comme I’ESI, ne

rompt pas les liaisons non-covalentes.

I.2.b Nano-ESI en pratique

Socle de maintient
du capillaire

Platine de
translation xyz

FIGURE 1.4 — Photo de la source nano-ESI utilisé au laboratoire

La source nanoESI utilisée a été fabriquée au laboratoire pour une utilisation sur des appa-
reils du constructeur Bruker. Les capillaires (indiqué sur la photo de droite, figure 1.4), pointe de
la source nano-ESI ou a lieu la formation des gouttelettes, utilisés sont produits au laboratoire a
partir de tubes de borosilicate de diametre interne 1 mm, en utilisant une "pipette puller'. La taille

de 'ouverture du bout de la pointe produite apres "étirage" est inférieure a 1 pm.

Un fin fil conducteur est alors introduit dans le capillaire rempli d’échantillon. Le fil est porté a la
masse alors qu'une différence de potentiel de 600 a 1100 V est appliquée a ’entrée du spectrometre.
Le capillaire est ensuite introduit dans un socle (indiqué figure 1.4) qui sera maintenu devant ’entrée
du spectrometre de masse. La température appliquée sur la source est d’environ 50°C a 80°C. Le
socle dans lequel est maintenu le capillaire est fixé & un support de translation (présenté sur la photo
de gauche figure 1.4), permettant de positionner la pointe devant l'entrée du spectrometre dans les
trois directions de l'espace. Un alignement optimal (distance et orientation de la pointe par rapport
a l'entrée du spectrometre) est indispensable pour que le spray soit formé. De méme, la différence

de potentiel appliqué entre la source et le spectrometre est réglée pour chaque échantillon (dépend
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de la composition) afin de former un spray dont le flux d’échantillon est le plus faible possible (pour
que la consommation d’échantillon soit minimale et le spectre de masse soit optimal) et d’éviter les

décharges qui peuvent endommager la pointe.

IT Spectrométrie de masse

II.1 Le piéege a ions

L’un des spectrometre de masse utilisé est un appareil commercial, con¢u par Thermo Fischer
Scientific. 11 s’agit du modele LTQ VELOS, un piége (ou trappe) linéaire quadripolaire représenté

sur la figure suivante.

Quadrupoles

Source

r Detector
Mﬂﬂﬂ n |:| = I.I I.I

Detertor
= = 2

I

—

FIGURE I1.5 — Schéma du spectrometre de masse LTQ VELOS avec la source ESI (violet), "HPC"
la cellule haute pression, "LPC" la cellule basse pression, "detector 1-2" les détecteurs. (Source :
Thermo scientific, LTQ series manuel d’utilisation)

La figure I1.5 ci-dessus est un schéma du spectrometre de masse sur lequel sont annotées les dif-
férentes parties. Apres que les molécules aient été ionisées dans la source (violet sur la figure I1.5),
elles sont guidées et focalisées au passage des optiques de guidage, deux quadrupdles et un octopdle.
Un systéme de pompage différentiel permet d’abaisser la pression, de la pression atmosphérique

jusqu’a 1075 Torr, au niveau des détecteurs.

A Dorigine, le LTQ ne contient qu'un seul piége, dans lequel ont lieu les différents types d’in-
teractions (e.g. collisions, laser, réactions chimiques etc.) et la détection. La présence du piege et
des détecteurs au sein d’'une méme chambre impose un consensus entre un niveau de vide suffi-
sant qui permette une bonne focalisation des ions, une bonne efficacité de fragmentation et une
détection optimale des ions (bonne sensibilité). Ici, nous utilisons le modeéle LTQ avec "pieges a
double pression". Les deux pieges sont positionnés I'un a la suite de 'autre, "HPC" et "LPC" sur le
schéma I1.5. La pression en He dans ces deux pieges est différente. De fait, on pourra conserver une
fragmentation et un piégeage des ions optimal en appliquant une "haute" pression en gaz tampon et

une sensibilité de détection plus importante du fait d’une faible pression au niveau des détecteurs.[54]
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L’injection du gaz tampon se fait dans la chambre au niveau du piége haute pression, par consé-
quent, la pression est plus haute dans ce piege (par rapport au LTQ avec un seul piége). Ainsi, les
collisions avec le gaz étant plus fréquentes, les ions sont moins soumis a la diffusion, les pertes d’ions
sont alors bien plus faibles, et lors d’une expérience CID, la probabilité qu’il y ait des collisions éner-
gétiques efficaces formant des fragments est plus grande. En revanche, le pompage différentiel a lieu
dans la chambre au niveau de la LPC et des détecteurs. La pression au sein de la chambre (et du
piege) est alors plus faible que dans le HPC. La détection est donc plus sensible. L’orifice présent
sur I’électrode située au fond du piege basse pression schématisé en rouge sur la figure I1.5 a été
élargie pour atteindre un diametre de 5 mm afin de permettre le passage d’un faisceau laser (cette
modification sera présentée plus en détail dans la partie III de ce chapitre). De fait, la pression
dans les piege LPC et HPC est plus faible que dans l'instrument d’origine. La pression est donc
inférieure & 3.5x10~% Torr et 5x10~3 Torr, respectivement, dans les cellules LPC et HPC (ces valeurs

de pression sont fournies par le constructeur).

Du fait de la présence de ces deux pieges dont l'utilisation est simultanée, il est possible de
piéger des ions tout en procédant a la détection des ions du piégeage précédent. Par conséquent, la

vitesse de balayage de cet instrument est multipliée par 2.

II.2 Spectrométrie de masse en tandem : MS"

La présence de ces deux pieges offre donc des avantages en ce qui concerne la sensibilité et la
vitesse de fonctionnement. Dans cette partie nous aborderons les principes d’utilisation de ce piege

employés lors des différentes expériences.

Canter
Section

F1GURE I1.6 — Schéma d’un piege linéaire quadripolaire

Les analyseurs linéaires quadripolaires sont des pieges radiofréquence, figure I1.6. Ils ont pour
fonction de sélectionner et piéger les ions. Ils permettent de séparer les ions en fonction de leur
rapport m/z Le couple de valeur U (une tension continue) et V (une tension alternative) permet-

tant aux ions de rester au centre du piege(x, y < =+ r¢ la taille du piege, ils sont libres selon 'axe
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z) définit une zone de stabilité. Si le couple de tensions U, V appliquées n’est pas dans la zone de
stabilité de 1'ion de rapport m/z donné, cet ion sera éjecté du piége car instable au sein de celui-ci
(x, y > +£ rp). La séparation des ions en fonction de leur rapport m/z est possible en balayant les
valeurs de U tout en conservant le rapport U/V constant. On observera alors tous les ions dont la
zone de stabilité (x, y < rp) est coupée par la droite de fonctionnement (droite décrite par U/V

constant), les autres seront éjectés. Ces zones de stabilité sont décrites par les équations de Mathieu.

La partie centrale représentée en bleu sur la figure I1.6 est celle dans laquelle les ions sont confinés
et ol les tenions U et V sont appliquées. Les deux parties aux extrémités, en blanc sur cette méme
figure, sont des électrodes qui bloquent les ions selon I'axe z par 'application d’un potentiel statique.
Ce piege permet d’utiliser le spectromeétre de masse en tandem (MS/MS ou MS™). Apres sélection
des ions précurseurs de rapport m/z, dans le quadripéle, ils peuvent étre piégés au moins une dizaine
de secondes (mesures résolues en temps dans la partie "état triplet de la Rhodamine" du chapitre
2). Dans le piege, les ions interagissent avec le gaz tampon. Lors du piégeage, il est alors possible de
générer des collisions suffisamment énergétiques pour que les ions se fragmentent. En effet, lors des
collisions, il s’opére un transfert d’énergie cinétique en énergie interne de 'ion. Cette augmentation
d’énergie interne se traduit par un chauffage de 1'ion. Lorsque le chauffage vibrationnel dépasse
la barriere de dissociation, cela provoque des ruptures de liaisons de l'ion précurseur et produit
des ions fragments.[55, 56] Le processus d’activation peut étre également induit par 1’absorption
de photons grace a I'introduction d'un faisceau laser dans le piege (cf. partie III). On peut choisir
de sélectionner, piéger et exciter les ions dans un piege ou dans l'autre (HPC ou LPC). Les ions
fragments générés peuvent également étre de nouveau sélectionnés selon leur rapport m/z et subir
de nouveau des collisions énergétiques ou bien étre photo-activés. Cette sélection successive d’ions

peut étre réalisée n fois dans le piege (MS™).

I1.3 La spectrométrie de masse native : étudier la structure native de protéines
et de complexes protéiques

La structure native d’une protéine est la forme tridimensionnelle qu’elle adopte dans le milieu
biologique et qui lui confére sa (ou ses) fonction biologique. Cette structure est généralement admise
comme la plus stable thermodynamiquement.[57] Les protéines sont, pour la grande majorité, do-
tées d’une structure 3D particuliere. Cette structure reste cependant une caractéristique dynamique
et la protéine peut explorer un paysage conformationnel plus étendu. Le paysage conformationnel
d’une protéine structurée peut étre assimilé & un puits dont les rebords sont rugueux, représentant
des minima locaux et un minimum global. Ce minimum global est en fait la structure "native" ou
fonctionnelle de la protéine. Les minima locaux sont toutefois des zones accessibles par la molécule.
Ayant une structure qui évolue dans le temps, une protéine peut donc adopter successivement les
différentes conformations associées aux minima locaux avec une probabilité inférieure au minimum
global. En outre, ces minima donnent tous acces a des voies qui ménent au minimum global, donc

a la structure native, la plus probable.[58] Le paysage conformationnel des IDP (protéines intrin-
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seéquement désordonnées) en revanche, ressemblerait a un plateau "rugueux" sans minimum global.
La protéine n’adopte donc pas de structure particuliere mais évolue autour des différents minima

locaux avec des probabilités équivalentes.[57]

De nombreuses techniques d’analyse permettent d’étudier la structure native des protéines telles
que la cristallographie par rayons-X, la résonance magnétique nucléaire (RMN) ainsi que la cryo-
microscopie électronique (cryo-EM). La cristallographie a notamment permis d’obtenir la structure
d’un tres grand nombre de protéines structurées. Cette technique a permis de nourrir une tres grande
base de données de structures 3D de protéines de taille variable (jusqu’a 10% g.mol~!) appelée Pro-
tein Data Bank (PDB). Cependant cette technique nécessite une grande quantité de molécules et la
cristallisation des protéines. Cette étape demande du temps et n’est pas toujours facile a effectuer.
De plus, la collecte des mesures ainsi que l'analyse des résultats peuvent prendre jusqu’a plusieurs
mois.[59] La diffraction aux rayons-X pose donc des difficultés dans la mise en place, exige beaucoup

de temps et n’est pas applicable aux IDP.

D’autre part, I'analyse par résonance magnétique nucléaire s’est révélée étre un atout majeur
dans I’étude de la structure de protéines. Elle a notamment permis de compléter les données de
structures des protéines dans la base de données PDB. L’analyse RMN des protéines se fait en
phase liquide et solide. En phase solide, la RMN permet d’étudier des systemes beaucoup plus gros
car elle donne des spectres moins complexes. La phase solide permet de "figer" les structures et
donc de limiter la complexification de I’analyse due a la dynamique des protéines en phase liquide.
Les progres de la RMN permettent aujourd’hui de résoudre la structure de protéines de la taille de
l'ordre de la centaine de kDa.[60] Cependant, si 'analyse de la structure de protéines jusqu’a 25
kDa est aujourd’hui maitrisée, celle d’édifices plus volumineux est plus complexe en phase liquide
(les spectre sont plus complexes dit & la plus grande quantité de couplages et a la dynamique des
molécules a température ambiante).[61] En effet, la solubilité, la dynamique et la complexité des
spectres (spectral crowding) peut s’avérer étre un défi. Cette complexité s’avere étre également riche
en informations puisque les spectres peuvent permettre d’accéder a un grand nombre de structures
différentes de la molécule. En revanche, la complexité des spectres peut étre réduite en utilisant
le marquage isotopique sur des sites spécifiques de la molécule. Toutefois, cette méthode réduit
également la quantité de protéines analysables car la quantité de sites marquagés ne permet pas
d’observer I'intégralité de la molécule. Aussi I'analyse par RMN demande beaucoup de temps (1 a 2
semaines) et de quantité d’échantillon du fait de la faible sensibilité de détection (~ mmol.”1) et le

colit du matériel de marquage isotopique peut également étre un inconvénient a cette technique.[62]

La cryo-microscopie électronique est une technique d’analyse émergente dans le domaine de
I’étude de structure 3D de molécules biologiques. Cette technique consiste a congeler treés rapi-
dement les solutions de molécules a analyser de maniere a les "figer" dans leur structure native.

[’analyse par microscopie électronique permet d’obtenir I'image de molécules uniques. Les struc-
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tures obtenues sont rassemblées dans une base de donnée spécifique a la cryo-EM, la "Electron
Microscopy Data Bank" (EMDB). Les progres en terme d’instrumentation et de traitement de don-
nées permettent aujourd’hui d’obtenir des images de plus en plus résolues. Son atout par rapport a
la DR-X est qu’elle ne nécessite pas de cristalliser les protéines et que celles-ci peuvent étre congelées

dans une solution proche du milieu natif en terme de pH et de concentration en sels.[63]

La spectrométrie de masse native a vu le jour apres ’apparition de la source électrospray. Cette
source permet de conserver la structure des protéines et complexes protéiques.[32] La spectrométrie
de masse native correspond a une approche "top-down" de I’étude de protéines et de complexes non
covalents. Cette technique apporte des informations complémentaires aux techniques plus conven-
tionnelles sur la structure de protéines (RMN, rayons-X).[30] En effet, la native-MS permet d’obtenir
des informations sur la stoechiométrie d’édifices moléculaires (e.g. les protéines avec structure qua-
ternaire) ainsi que la structure et la dynamique structurale de protéines de tres grande taille (virus,
anticorps).[64, 65]

Qu’est-ce que la native MS exactement? Quels sont ses atouts? Il s’agit d’appliquer des condi-
tions idéales a la conservation de la structure native des molécules depuis leur stockage en phase
liquide jusqu’a la détection en masse en passant par l’ionisation. Les protéines sont des molécules
existant a l'origine dans le milieu biologique (intracellulaire, extracellulaire, mitochondrie etc). Les
conditions dites natives correspondent en général a une solution aqueuse concentrée en sels et a pH
neutre, mais ne sont pas nécessairement adaptées a l'ionisation par electrospray. Les sels peuvent
encrasser I'instrument en formant des aggrégats de sels dans la source, entraver I'ionisation de la
protéine en nuisant a la désolvatation et créer des adduits avec la protéine et donc complexifier le
spectre de masse.[66-68] Ainsi les conditions en phase liquide doivent respecter deux conditions :
conserver la structure et étre compatibles avec I'ionisation par électrospray. L’usage d’une solution
d’acétate d’ammonium a pH 7 s’est avéré respecter ces deux conditions.[69] La solution d’acétate
d’ammonium n’est pas un tampon, le pH neutre n’est donc pas garanti. L’acétate d’ammonium
reste cependant un bon candidat car tres volatil et donc compatible avec I’ESI. De plus, quand bien
méme ce n’est pas un tampon, l'acétate d’ammonium limite la chute du pH lors du processus ESI &
4.5 contre un pH plus faible pour ’eau pure.[70] Par la suite, I'ionisation par electrospray, méme s’il
s’agit d’une source d’ionisation favorable a la native-MS doit étre effectuée a des conditions les plus
douces possible (surtout lorsqu’il s’agit de complexes se dissociant aisément). C’est a dire que les
tensions appliquées au niveau de la source doivent étre les plus faibles possibles (tout en maintenant
I'ionisation suffisante de ’échantillon) de maniére a ce que le transfert (et la désolvatation) depuis

la source jusqu’a la détection soit le plus progressif possible.

La figure I1.7 provient d’'une étude de Heck et al. sur I’édifice macromoléculaire Helicobacter
pylori uréase par spectrométrie de masse et est un exemple de I'atout qu’est la spectrométrie de

masse native pour I’étude de complexes.[64] Helicobacter pylori uréase est constitué de plusieurs
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II Spectrométrie de masse
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FIGURE IL.7 — (a) Spectre de masse de H. pylori urease dénaturée. (b) Spectre de masse de 'uréase
native. Figure extraite de la référence [32]

sous ensembles moléculaires. Ce complexe est maintenu essentiellement par des liaisons hydrogene
et électrostatique qui peuvent se dégrader en solution ou lors du processus electrospray lors de
Ianalyse ESI-MS "classique". L’origine de la rupture de ces liaisons n’est pas connu et le spectre
de masse montre une variété de sous-ensembles issus de I'uréase. L’analyse par ESI-MS native a
permis d’observer 1’édifice intact dans un premier temps. Puis & partir du complexe, la dissociation

par collision & permis d’identifier les sous-ensembles le constituant.

La MS native est donc une technique a la fois rapide et sensible. Elle permet d’analyser des

échantillons de composition complexe et en faible quantité. Enfin, il est possible d’étudier des com-

plexes protéiques sans les dissocier.

La nano-ESI est utilisée en native-MS pour sa grande tolérance a la présence de sels en solution.
Cette source est compatible avec des conditions en solution largement utilisées dans le domaine

de I’étude de molécules biologiques, plus adaptées a la conservation de la structure native, tout en
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CHAPITRE 1 : Montage expérimental et instrumentation

garantissant l'ionisation et l’analyse par spectrométrie de masse.[50, 53]

La MS native couplée a la spectrométrie de mobilité ionique a également amené des information
structurales en complément de la spectrométrie de masse.[32] Ce couplage permet d’obtenir des
information sur la forme globale de la molécule ainsi qu’une valeur de section efficace de collision
qu’il est alors possible de comparer aux valeurs théoriques calculées a partir de données de RMN

ou de cristallographie.

III Couplage pompe-sonde laser et MS

Un acces optique (trou et hublot) a été aménagé dans le bati sous vide hébergeant les pieges a
ions, a 'arriere du spectrometre de maniere a pouvoir introduire un faisceau lumineux a l'intérieur
du piege et engendrer des interactions de type excitation, fragmentation, etc. avec les ions. Il a été
placé de maniére & étre aligné avec les deux pieges (HPC et LPC). De plus, I’électrode qui se situe
a larriere du spectrometre a été agrandie pour atteindre un diametre de 5 mm. Le faisceau peut
pénétrer, sans trop étre coupé, au centre des deux pieges. Enfin, le trou a été bouché par une fenétre
de silice fondue de maniere & conserver la pression adéquate dans les pieges ainsi que la transmission

de la lumiere.[23]

ITI.1 Montage expérimental

Le couplage du piege avec un laser ayant été utilisé depuis de nombreuses années, je me focaliserai
ici sur la description du montage a deux couleurs permettant des mesures résolues en temps. Un
premier laser émet dans ’'UV avec une longueur d’onde de 266 nm, un autre émet dans le visible a
545 nm. Ces deux laser sont des lasers pulsés pompés par des cristaux Nd:Yag, de 5 ns de largeur

d’impulsion et de fréquence 10 Hz.

IIl.1.a Fonctionnement laser

Ces lasers sont pompés optiquement par des lampes flash puis Q-switchés pour engendrer les
impulsions. Le "Q-switch" permet de générer des impulsions laser intenses et courtes, 5 ns pour les

modeles utilisés ici.

Les lampes flash induisent le pompage au niveau excité du milieu amplificateur (cristal de
Nd:Yag). L’inversion de population est optimale apres ~200 us de pompage optique. Ainsi, des lors
que l'inversion de population atteint le niveau souhaité, la cavité laser est "ouverte', et les photons
générés par émission stimulée sont accumulés dans cette cavité. Ce déclenchement de 1’émission

stimulée tres rapide forme alors une impulsion laser trés courte et tres intense.

La longueur d’onde des photons générés par émission stimulée a partir du pompage du cristal
Nd :Yag est de 1064 nm. On obtient un faisceau & 266 nm & partir de la 4°™¢ harmonique (FHG)
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IIT Couplage pompe-sonde laser et MS

du faisceau fondamental. La puissance mesurée du faisceau UV émergent apres FHG est de 2 mJ
par impulsion. La deuxieme couleur désirée étant a 545 nm, il est impossible de I’obtenir par simple
génération d’harmonique & partir du Nd :Yag. Un Oscillateur Paramétrique Optique (OPO, hori-

zon) pompé par le second laser Nd:Yag (Surelite I, Continuum) est donc utilisé.

Un OPO permet, grace a 'optique non-linéaire, de former un faisceau monochromatique de 'UV
au lointain infrarouge. En effet, en partant d’un photon incident de fréquence w,,, son passage dans
le cristal non-linéaire va créer deux nouveaux photons de fréquence plus faible que celle du photon

incident : wg pour signal et w; pour idler (ou complémentaire) 1.1.

wp = Ws + wj (1.1)

L’OPO fonctionne & partir de la 3¥¢ harmonique du laser Nd :Yag (355 nm) et la gamme de
longueur d’onde est de 410 nm a 680 nm. Il permet donc d’obtenir une longueur d’onde de 545 nm

en sortie d’OPO pour le signal (et 1018 nm pour 'idler).

II1.1.b Montage optique

ION SOURCE SYNCHRONIZATION
[ SRS DG645 ’ ’

*. | Boite de Délai | & | !
_____________ Micro Nd:Yag,
LPC

OPO 10Hz, 40

@545nm @266nm

Beamsplitter

Fused silica 4
Photodiode l window l
Harmonic E f, = 3000mm

A2 ﬁD
§
|

Beam
elevators

F1GURE II1.8 — Schéma du montage pompe-laser couplé au spectrometre de masse

Les mesures résolues en temps qui seront présentées dans cette these nécessitent 'utilisation de
deux faisceaux laser, pompe et sonde. Pour que les deux faisceaux pompe et sonde puissent interagir
avec les ions piégés, il est nécessaire de recombiner les faisceaux en amont du spectrometre de masse.

La figure II1.8 est un schéma du montage optique mis en place pour les expériences de pompe-sonde
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CHAPITRE 1 : Montage expérimental et instrumentation

laser.

La ligne violette représente le faisceau UV. Les miroirs (rectangles bleus) sont des miroirs proté-
gés par un film d’aluminium qui offre une réflectance de 90% dans I'UV (a partir de 250 nm) mais
surtout qui protége leur surface. Un périscope a également été placé pour élever le faisceau a la
hauteur de la fenétre d’entrée du spectrometre de masse. Deux lentilles de distance focale 750 mm
et 500 mm ont été placées sur le chemin optique de maniere a réduire la taille du faisceau laser a
I'intérieur du spectrometre de masse. Enfin un obturateur est placé sur le chemin optique de fagon
a bloquer le passage du faisceau en temps voulu (cette notion sera abordée dans la partie suivante

"Synchronisation").

La ligne verte correspond quant & elle au faisceau laser visible (& 545 nm). Ce faisceau passe
a travers une lentille, pour réduire sa taille dans les pieges. Il passe ensuite a travers une lame
demi-onde (A/2), puis par un polariseur. Ce dispositif permet de réduire la puissance du faisceau
laser en sortie de polariseur en jouant sur I'orientation de la lame a retard de phase par rapport au

faisceau.

La lame a retard de phase A\/2 est un appareil optique capable de modifier la polarisation de la
lumiere. Elle est constituée d’un matériau biréfringent. Dans ce matériau, les deux composantes de
la lumiére ne se propagent pas a la méme vitesse selon 1’axe lent (perpendiculaire & 1’axe optique,
axe x sur le schéma II1.9) ou l'axe rapide (parallele a I'axe optique, axe z sur le schéma II1.9).
La lame 1/2 onde peut retarder la phase sur 'une des deux composantes de la lumiére incidente
ce qui provoque un déphasage. L’angle de rotation de la polarisation dépend de l'angle entre la
polarisation incidente et ’axe de la lame (représenté par une fleche pointillée figure I11.9). Une lame
A/2 dont I'angle avec la polarisation incidente est 6, induira une rotation de la polarisation de 26
et un déphasage de 7 du faisceau en sortie.

Sur la figure I11.9 est présenté un schéma de I’état de polarisation d’un faisceau incident polarisé
horizontalement apres son passage dans une lame demi onde (cylindre gris) puis dans un polariseur
(cube blanc). Le polariseur sépare les composantes verticales et horizontales d’une polarisation don-
née. Dans notre cas, il transmet la polarisation horizontale et la polarisation verticale est reflétée
sur la face de séparation de faisceau (a 'intérieur du polariseur). L’onde ressortira orthogonalement

au faisceau incident et transmis.

Ainsi, pour modifier I'intensité du laser, on peut jouer sur I’angle entre la lame \/2 et 'onde
incidente afin de faire varier 'amplitude de la composante horizontale, qui sera transmise par le
polariseur et utilisée dans la suite du montage optique. Pour illustrer le fonctionnement de la lame
demi onde et du polariseur sur 'atténuation du faisceau laser trois cas de figures sont décrits sur la
figure I11.9 :

e (A) La lame A\/2 fait un angle de 90° avec la polarisation incidente. Alors la polarisation
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FI1GURE II1.9 — Schéma du montage du polarimetre pour modulation d’intensité

induite fait un angle de 180° avec l'incidente, soit pas de modification de la polarisation.
La lame n’induit qu'un déphasage avec le faisceau incident polarisé horizontalement. Tout le

faisceau est donc transmis par le polariseur puisque la composante verticale est nulle.

(B) Lorsque I'angle est a 45°, la polarisation en sortie (en bleu sur le schéma) fait donc un
angle de 90° avec l'onde incidente. La polarisation est donc passée de horizontale a verticale.
La lame engendre un faisceau polarisé verticalement, le faisceau est donc totalement réfléchi
dans le polariseur puisque cette fois la composante horizontale est nulle. Le faisceau laser ne

peut continuer son trajet dans le montage présenté sur la figure II1.8, c’est "'extinction”.

(C) Si la lame fait un angle de 60° avec I'onde incidente, alors la polarisation résultante (en
vert) fera un angle de 120° par rapport a la polarisation incidente. La polarisation résultante
du passage dans la \/2 posséde une composante verticale (fleche violette) et horizontale (fleche
rouge). Seule la composante horizontale est transmise par le polariseur, on observera donc une

baisse de l'intensité du faisceau en sortie du systéme optique.

La lame \/2 étant montée sur un socle rotatif, on pourra moduler l'intensité du faisceau en

modulant manuellement I'angle de la lame demi onde. Ce systéme n’est pas en place sur le trajet

optique du laser de pompe, nous avons donc joué sur le délai entre le déclenchement de la lampe

flash et du Q-switch du laser pour faire varier I'intensité du faisceau (entre 200 ps et 300 us).

Enfin, un obturateur et un périscope sont utilisés tout comme sur le trajet du faisceau UV présenté

précédemment. Le dernier miroir utilisé en haut du périscope a été mis en place afin de recombiner les

faisceaux pour qu’ils puissent se recouvrir dans le piege a ions. Il s’agit d’un miroir dichroique dont

les propriétés sont de refléter le faisceau & 266 nm et de transmettre le 532 nm (la transmission a 545

nm reste suffisamment bonne). La différence de longueur du chemin optique parcouru par les deux
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CHAPITRE 1 : Montage expérimental et instrumentation

lasers, induit un délai de 10 us entre les deux impulsions, déclenchées au méme moment, lorsqu’elles
atteignent la fenétre d’entrée du spectrometre. Ce délai a été mesuré grace a une photodiode placée

devant cette fenétre.

II1.2 Synchronisation

Afin d’obtenir un dispositif expérimental qui permette de faire des mesures résolues en temps,
nous avons synchronisé les instruments ensemble, c’est & dire le spectrometre de masse (le piégeage

des ions plus précisément) et les deux lasers. Pour cela il nous faut savoir :

e A quel moment les ions sont préts a interagir avec les lasers? C’est a dire a quel moment le

piégeage commence (et se termine)?

e A quel moment les impulsions laser doivent arriver dans le spectrometre ? Il nous faut pouvoir
déterminer le moment ou les lasers peuvent étre déclenchés afin que les impulsions n’arrivent

ni avant ni apres que les ions soient piégés.

e A quel moment commencer un nouveau cycle de mesure?

II1.2.a La spectrométrie de masse résolue en temps?

Tout d’abord, le spectrometre de masse utilisé, LTQ-VELOS ne fonctionne pas de maniere ré-
guliere. En réalité la durée d’un cycle de mesure dépend de la vitesse de remplissage du piége a ions.
En effet, cette vitesse est relative a la quantité d’ions formés par la source. Or cette quantité peut
varier selon le flux d’échantillon sortant de I’électrospray.Thermo Scientific a breveté le mode "AGC"
(Automated Gain control) qui permet de stopper le remplissage du piege lorsqu’il est optimal. Cette
quantité est propre aux parametres "internes" de I'appareil. Un courant d’ion est mesuré lors d’un
préscan qui précede le scan analytique. Cette mesure permet ensuite a I'appareil de déterminer le
temps d’injection des ions nécessaire pour le scan analytique. Lorsque le piége est rempli, les ions
sont envoyés vers les détecteurs pour ensuite obtenir un spectre de masse c’est a dire un scan (on

scanne la tension continue U tout en gardant le rapport U/V constant).

Différents modes de balayage ("scan mode") sont utilisables sur 'appareil. Ils permettent de
jouer sur la vitesse de balayage des ions lors de la détection. Le mode "Enhanced" est I'un des plus
lents accessibles. En utilisant ce mode on obtient des spectres plus résolus, les massifs isotopiques

sont plus distincts. On peut alors mieux connaitre la composition des ions.

Un autre parametre qui a été utilisé est le temps de piégeage des ions dans la trappe. Ceci est
possible en MS?, méthode oti I'on peut contréler a la fois I'amplitude de I'excitation mais aussi le
temps d’activation collisionnelle, utilisée pour l'expérience de pompe-sonde laser. Cette durée de
piégeage sera par la suite déterminée de maniére & maintenir les ions piégés le temps de 'interaction

avec les deux lasers (donc en prenant en compte le délai pompe-sonde), 1'énergie de collision dans
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cette expérience est maintenue a 0 (NCE = 0). Le signal indiquant le piégeage des ions sera utilisé

comme déclencheur dans les expériences pompe-sonde décrites dans la partie suivante.

II1.2.b Pompe-sonde laser et MS?

Pour mener & bien l'expérience pompe-sonde au sein du spectrometre de masse, il nous faut
répondre a plusieurs contraintes. Il faut tout d’abord que les ions d’intérét soient sélectionnés puis
piégés. 11 faut ensuite que les impulsions laser arrivent dans le spectrometre de masse séparées d’'un
délai controlé. Il faut qu'une seule impulsion par laser interagisse avec les ions. Enfin le cycle peut

recommencer des lors que de nouveaux ions sont préts dans le piege.

HPC HPC Interaction
Laser
A. Injection '-V\ =\
Délai (ns)
Ejection
Détection
HPC LPC

B. Injection

B'ARTA

F1GURE III1.10 — Schéma de la séquence des événements qui ont lieu au cours de 'expérience pompe-
sonde au sein du spectrometre de masse

Le schéma II1.10 présente les différentes étapes énoncées de I'expérience lorsque l'interaction a
lieu dans le piege "haute pression"', HPC (A) ou dans le piege "basse pression', LPC (B). Un boite de
délai (Digital delay generator, DG645 Stanford Research Systems) a été utilisée comme déclencheur
externe pour les deux lasers. Cet appareil peut générer des délais allant de 0 & 2000 s avec une
précision de 5 ps. Un générateur interne de fréquence permet de régler la fréquence interne désirée,

soit 10 Hz (la fréquence optimale de fonctionnement des lasers).

Toutes les sorties du générateur de délai ont été utilisées afin d’instaurer les différents délais
nécessaires a l'utilisation des lasers (durée d’impulsion, délai entre flash et Q-switch, etc.). Comme
indiqué dans le manuel d’utilisation, les lasers continuum (surelite I et IT) sont déclenchés par des

impulsions créneau descendant ( 5V — 0V — 5V) de 10 ps. Nous avons donc introduit 10 us de durée
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FI1GURE II1.11 — Schéma du branchement de la boite de délai aux lasers

d’impulsion et un front descendant de 5V a 0V pour le déclenchement des lampes et du Q-switch,
puis un délai entre ces deux derniers de 240 us. Le délai pompe-sonde est réglé sur le déclenchement
des lampes flash des lasers (entre A et E sur le schéma I11.11). Par définition, le délai pompe-sonde est
le délai entre 'arrivée des impulsions pompe et sonde sur I’échantillon. Compte-tenu des différences
de trajet optique entre les deux impulsions, un offset doit étre ajouté a la différence numérique lue
sur le générateur de délai entre les 2 Q-switch. Cet offset est déterminé en superposant temporelle-

ment les deux impulsions sur une photodiode & I’entrée du spectromeétre de masse (= "faire le zéro").

Des obturateurs mécaniques sont positionnés sur les chemins optiques de maniére a ne laisser
passer qu'une impulsion pompe et sonde par scan. De cette maniere, chaque spectre de masse en-
registré correspond a une seule interaction pompe-sonde avec les ions piégés. Le but étant d’éviter
P’absorption multiple des pulses pompe et/ou sonde par les mémes ions (la raison est que la dyna-
mique déclenchée par la pompe se déroule sur des temps longs et que la pompe comme la sonde
peuvent étre réabsorbées par les fragments et/ou I'espéce excitée, ce qui viendrait brouiller comple-

tement la signature temporelle de la dynamique étudiée).

Compte tenu du fonctionnement irrégulier du spectrometre de masse et celui & 10 Hz des la-
sers, il n’est pas possible d’asservir les uns a ’autre ou vice versa. Il est par conséquent nécessaire
de les faire fonctionner indépendamment mais de les interfacer avec des obturateurs contrdlés par
quelques tests logiques que nous avons mis en ceuvre avec un microcontroleur (Arduino). Le role
du microcontréleur est de commander 'ouverture des obturateurs, d'une part si et seulement si les
ions sont présents dans le piege, et d’autre part en s’assurant de l'ordre des impulsions laser (pompe

d’abord puis sonde), dont le délai exact est, lui, contrdlé précisément par le générateur de délai.

Le schéma figure II1.12 est une représentation visuelle et illustrative (pas & léchelle) de la
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succession des évenements qui se produisent lors de ’expérience.

AT,

A

SCAN 2 ! SCAN 3,

1]

I
1
1
1
To :
1
1
1

Obturateur

E—
Flash Pompe 1|
I
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—U |
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Q-Switch Pompe
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Flash Sonde
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 —

1
1
1
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1
1
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FIGURE III.12 — Schéma des signaux de synchronisation contrélés grace au microcontroleur et au
générateur de délais. Sont représentés : en gris le signal du piégeage des ions, en jaune le signal général
"T" de sortie de la boite de délais qui reste haut jusqu’au dernier front descendant (correspond a
un cycle pompe-sonde des lasers), en bleu le signal d’entrée des obturateurs, en violet clair et foncé
respectivement les signaux des lampes flashs et du Q-switch du laser de pompe et en vert clair et
foncés les impulsions les signaux des lampes flash et Q-switch du laser de sonde.

1 digitalWrite (SHUTTERS, LOW) ; Initiallement les shutters
sont clos

2 while (1)
3 while (digitalRead (MSIN)); Attendre fin du cycle MS

precedent

while (!digitalRead (MSIN)); Attendre nouveau cycle MS

5 while (!digitalRead (SRS_t0)); Attendre fin cycle laser
precedent

6 while (digitalRead (SRS_t0)); Attendre debut nouveau cycle
laser

7 digitalWrite (SHUTTERS, HIGH); Ouvrir shutters

while (!digitalRead (SRS_t0)); Attendre fin du cycle laser

en cours

9 digital Write (SHUTTERS, LOW); Fermer shutters

Le code ci-dessus décrit les différents ordre et les différentes étapes de synchronisation des la-
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sers avec le spectrometre de masse. Tant qu'un nouveau cycle laser n’a pas commencé, rien ne se
passe (1.3). Deés lors que le micro-controleur regoit le signal du piégeage des ions, nouveau cycle
MS (1.4, premier front montant en gris figure I11.12), il attend de recevoir le signal provenant de
la boite de délai, indiquant un nouveau cycle laser pompe-sonde (1.5-6, front montant jaune sur
la figure I11.12). La premiére ligne pointillée indique l'instant ou le piégeage et le cycle pompe
sonde sont synchronisés. Les shutters peuvent alors s’ouvrir (1.7, front montant bleu) A Dinstant
ou Ty se termine (front descendant jaune indiqué par une deuxiéme ligne pointillée, 1.8), il est de-
mandé aux shutters de se fermer (1.9). C’est la fin d’un cycle MS, un scan est enregistré. Le début

du scan suivant se déroule de la méme facon et ainsi de suite pendant toute la durée de I'acquisition.

Les obturateurs utilisés ici sont des appareils dont la mécanique est relativement lente (voir fi-
gure I11.13). Nous avons retardé de 12.5 ms les impulsions laser par rapport au début de la séquence
de la boite de délai de maniere a prendre en compte le délai d’ouverture des shutters. De méme on
s’assure qu’ils soient bien fermés avant ’arrivée des impulsions du cycle suivant en commandant au
micro-contréleur de déclencher la fermeture des la fin du cycle en cours. Ce qui impose, en premiere
approche, une gamme de délai restreinte (100 ms - 150 ms), mais largement suffisante par rapport

aux délais explorés (jusqu’a 30 ms).

La figure II1.13 est un schéma du fonctionnement temporel des obturateurs utilisés. On compte

d’apres ce schéma un temps de 30 ms d’ouverture/fermeture des shutters.

MOP
< >
Typical
Driving Pulse
(TTL)
Open
Shutter
Response
Close MSOP :

F1GURE II1.13 — Temps caractéristiques d’ouverture et fermeture du shutter. TT est le temps écoulé
entre la mise sous tension d’ouverture du shutter et le début de 'ouverture mécanique de celui-ci :
8 ms. TO, temps que l'obturateur met & s’ouvrir d’une exposition de 20% a 80% : 3 ms. MSOP
est le temps minimum d’ouverture de I'obturateur lorsque MOP dure 10 ms (durée minimum du
pulse électronique qui commande P'ouverture) : 27 ms. TC est enfin le temps pour passer de 80%
d’ouverture a 20% : 4 ms (Source : Thorlabs, SHO5 operating manual).

Le temps de piégeage a été paramétré a 170 ms, il est limité par la fréquence des lasers et le
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IIT Couplage pompe-sonde laser et MS

temps d’ouverture et fermeture des shutters. La liste des délais a été créée de maniere a ce que ces
derniers soient répartis uniformément sur une échelle logarithmique entre 50 ns et 5 ms avec 60
délais auxquels ont été ajoutés 5 délais négatifs de controle (-5 ps, -4 ps, -3 ps, -2 ps et -1 ps). La
liste a ensuite été mélangée aléatoirement de maniere a éviter de surinterpréter les biais de mesure

de type déviation lente.

Un programme interne au logiciel d’acquisition des spectres de masse (Xcalibur de Thermo)
associé a un programme crée par Xavier Dagany ingénieur de recherche a I'ILM, nous permet
d’automatiser la gestion de Ienregistrement des spectres tout au long de I'expérience (pour les 65
délais). Ce programme fait le lien entre les différents éléments nécessaires a 'acquisition des données
(liste des délais, liste des acquisitions, boite de délai, spectre de masse). Nous pouvons créer une
"séquence d’acquisition" grace au logiciel Thermo Xcalibur fourni par Thermo. La séquence contient
la liste de toutes les acquisitions qui devront étre faites par le spectrometre de masse au cours d’une
expérience complete, 65 acquisitions (1 par délai). Dans chaque élément de la séquence (acquisition),
les parameétres d’acquisition sont enregistrés (le rapport m/z de (ou des) 'ion & sélectionner, le
temps de piégeage, 1’énergie d’activation par collision (si besoin), la durée d’une acquisition etc.).
Ces parametres seront appliqués par le spectrometre de masse au cours de chaque acquisitions
(dans l'expérience pompe sonde, ces parameétres sont les mémes pour chaque acquisition). Nous
avons choisis une durée d’acquisition de 2 min qui donnent environ 400 scans. Ce nombre de scans

est suffisant pour obtenir un spectre de masse moyen et une faible dispersion.

Boite de délais |2 L!ste de délais

1
6
2 min Acquisition —— Programme
Automatisation
5
4 \ ‘1bis
v Séquence

1bis miz = M-
Iso width = 5

O A —
‘ *—=I=l::#ﬁ4%}-#%}[.l—l=*ll - Trap timén= 170 ms

FIGURE II1.14 — Schéma représentant les différentes étapes permettant de faire des acquisitions
automatiques de l’expérience pompe-sonde.

Avant le début de la premiere acquisition la liste des délais est chargée dans le programme
(étape 1 schéma II1.14), la séquence est lancée, "play", par le systéme d’acquisition du spectrometre
de masse (étape 1 bis), le programme recoit cette information (étape 1 bis) et le premier délai est

chargé sur la boite de délais (étape 2). Dés que le délais est chargé, le programme envoie un signal au
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CHAPITRE 1 : Montage expérimental et instrumentation

MS qui permet de déclencher I'acquisition (étapes 3-4-5). Apres les 2 min paramétrées, le systeme
d’acquisition envoie au programme un signal de fin d’acquisition (étape 6). Le spectre de masse est
enregistré, un nouveau délai est chargé dans la boite de délai, la procédure recommence ainsi de

suite jusqu’a la fin de 'acquisition du dernier délai.

IV Spectrométrie de mobilité ionique

Dans la problématique de mesure de dynamique conformationnelle, un autre instrument dispo-
nible au laboratoire nous a permis de sonder la conformation de peptides et de protéines. Il s’agit

d’un spectromeétre de mobilité ionique.

Le spectrometre de mobilité ionique est un appareil qui permet de mesurer la mobilité (K)
des ions dans un tube rempli de gaz, sous l'effet d’un champ électrique faible. Il est couplé & un
spectrometre de masse de type quadrupole-temps de vol (Q-ToF), comme figuré sur la figure IV.15.

Le Q-ToF est utilisé comme analyseur et détecteur en masse.

%Reﬂectorg
ESI Gas inlet
source He— N,
\
> !HIHIHU !|||||||||E| I
A 8 clhe Quadrupole =
revein PN ® ]|
DT1 DT2
IMS region Maxis Impact Q-ToF, Bruker
Dry pump Dry pumps Rotary pump Turbo pump

FIGURE IV.15 — Schéma du dispositif de mobilité ionique couplé a un spectrometre de masse Q-TOF
(temps de vol) avec A, B, C les trois funnels et DT1 et DT2 respectivement les tubes de mobilité 1
et 2.

Le Q-ToF est composé d'un hexapole (juste apres le funnel C), qui a pour fonction de focaliser
les ions. Deux analyseurs sont placés a la suite, un quadrupdle et le ToF. Apres le passage dans ces
deux analyseurs, les ions sont détectés, on obtient alors un spectre masse associé a un spectre de

mobilité.
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IV.1 Mobilité ionique et section efficace : Définition

A Téquilibre, la vitesse d’un ion dans un gaz sous leffet d'un champ électrique dépend de sa

mobilité dans ce gaz :

Vd = K.E (1.2)

o vg: Vitesse des ions (m/s)
o E: Champ électrique (V/m)
o K: mobilité ionique

La mobilité K d’un ion dépend de sa section efficace de collision 2 avec le gaz tampon. Cette
relation a été décrite comme par Revercomb et Mason.[71] L’équation de Mason-Schamp donne la

relation entre la mobilité et la section efficace de collision d’un ion :
3 ze /1 1 2r 1
K=— —\{/—+ —|—.— 1.3
16 N Vm + M \/ kT Q (1.3)

avec

K: la mobilité des ions dans le tube (V-1.s7)

E: le champ électrique appliqué dans le tube (V/m)

T: la température dans le tube (K)

kp: La constante de Boltzmann (m?.kg.s™2. K1)
o m et M : respectivement la masse de I'Hélium et de la molécule d’intérét (kg)

N: le nombre d’atome d’Hélium dans le tube

Q: la section efficace de collision de la molécule d’intérét

z: la charge de I'ion

e: la charge élémentaire (C)

Cette équation ne concerne que les ions soumis a un champ électrique faible. A haut champ
électrique, la mobilité K dépend de l'intensité du champ électrique et la vitesse des ions v4 n’est

plus proportionnelle & E.
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CHAPITRE 1 : Montage expérimental et instrumentation

IV.2 Mobilité ionique et section efficace de collision : Méthode expérimentale

Le spectrometre de mobilité ionique utilisé ici (figure IV.15) a été construit au laboratoire.[40]
Il est constitué d’'une source électrospray, de deux tubes de mobilité successifs (DT1 et DT2) ainsi

que de trois funnels.

Les 3 funnels sont situés, le premier apres la source (A), le deuxieme entre les deux tubes (B)
et le troisieme en sortie du tube 2 (C). Leur role est de guider et (re)focaliser les ions. Ces ions
peuvent étre piégés dans les funnels grace a 'application de champs RF résonnant et d’un courant

continu.

Lors des expériences de mobilité, nous mesurons le temps de parcours total t des ions de 'injec-
tion des ions dans le tube jusqu’a la détection dans le Q-TOF. Ce temps total comprends tq (i.e. le
temps de dérive des ions dans les guides d’ion du QToF) et tq le temps de dérive des ions dans les
tubes uniquement (DT1 et DT2). ty ne dépend pas du champ électrique appliqué dans les tubes,

c’est une constante.

t=1ty+1q (1.4)

D’apres I’équation 1.3 la section efficace d’un ion dans un gaz est proportionnel a sa mobilité dans
ce gaz. De plus d’apres la définition de la mobilité, équation 1.2, la vitesse des ions est liée a leur
mobilité, on en déduit donc le temps de parcours des ions dans le tube de mobilité en fonction de

la mobilité de ces ions:

L est la longueur du tube, soit 79 cm. On peut donc exprimer le temps mesuré (temps total de

parcours des ions) en fonction de la mobilité:

t =1ty + (1.6)

L
K.E
Un champ électrique constant est appliqué dans les tubes DT1 et DT2. Ces derniers sont remplis
de gaz tampon (He) a une pression d’environ 4 Torr. Les ions se déplacent dans le tube sous leffet
d’un champ électrique. Leur vitesse dépend, selon Mason et al. de leur masse et de leur charge mais
également de la température du milieu.[71] Les ions sont ralentis grace aux collisions avec le gaz
(refroidissment collisionnel). La vitesse des ions dans ce gaz dépend donc également de la pression.
Ils sont d’autant plus ralentis qu’ils sont volumineux et/ou que la surface d’interaction avec le gaz

est grande. Les ions sont alors séparés dans le tube en fonction de la masse et de la charge ainsi que
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IV Spectrométrie de mobilité ionique

la forme globale des ions, pour une température et une pression données.

La figure IV.16 est le schéma d’un tube de mobilité dans lequel evoluent trois conformations
différentes d’un méme ion. La vitesse de ces derniers dépend donc uniquement de la section efficace

de collision de 'ion avec le gaz.
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FIGURE IV.16 — Schéma de représentation du parcours des ions dans un tube de mobilité ionique
ol les 3 molécules en bleu ont la méme masse et charge mais des structures différentes. Les disques
gris représentent le gaz tampon (He). Vi, V3 et V3 sont la vitesse de chaque ion dans le gaz.

En appliquant différentes tensions dans le tube on peut tracer la droite tgd = f(%), comme
présenté sur la figure IV.17. Ainsi, la pente de cette droite, d’apres ’équation de Mason-Schamp
1.7, est proportionnelle a €2, les autres parametres restants constants (Pression, température, masse

réduite, longueur du tube).[40] La valeur de 'ordonnée & origine est tg.

Pente 3 ze |1 2T
= — =g — | —— 1.
Q=—"7"16nN \/ '\ ksT (17)

La valeur de la CCS permet d’identifier la structure de la molécule étudiée par comparaison

avec des données de structures théoriques (ou modeles) et expérimentales (RMN, DR-X).

Grace a la présence des deux tubes successifs, il est possible de faire de la mobilité en tandem.
De la méme maniére qu’avec le tandem-MS, les ions sont sélectionnés en m/z avant d’étre activés,
en tandem-IMS le critére de sélection est le temps de dérive. Cela correspond, pour un ion de m/z

donné, a une sélection en conformation.
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FIGURE IV.17 — Temps d’arrivée d’un ion (peptide [ HGGGGGW,Ag]") en fonction de Iinverse du
champ électrique. La section efficace de collision est extraite a partir de la pente de la droite tracée
par régression linéaire. Les cercles sont les points expérimentaux mesurés.

V Perspectives : Couplage laser et IMS

L’objectif de ce couplage est de pouvoir utiliser le laser comme déclencheur de dynamique confor-
mationnelle. Il permettrait de déclencher un changement de conformation par un laser de pompe, et
mesurer ensuite la dynamique conformationnelle de la molécule par mobilité ionique en mesurant les
changements de temps d’arrivée ou bien en observant une modification du paysage conformationnel

de la molécule par exemple.

V.1 Montage optique

Nous avons, dans un premier temps, tenté d’aligner un laser dans le tube de mobilité. L’objectif
est que le faisceau atteigne le centre du funnel B (carré rouge, figure V.18), lieu d’interaction privi-
légié entre le laser et les ions. Le laser utilisé est également un Nd :Yag. Un faisceau UV est produit
par un crital générateur de 4°™¢ harmonique du faisceau fondamental & 1064 nm. Il fonctionne & 10
Hz.

Plusieurs contraintes ont ralenti notre démarche. Tout d’abord, la distance entre le laser et
I’entrée du spectrometre est faible, ce qui nous laisse peu de marge de manceuvre pour un alignement
optimal. Ensuite, pour vérifier si le laser atteint le funnel B, ouvrir le spectrometre est le moyen
le plus sir. Ce qui signifie, casser le vide dans le tube, 'ouvrir, aligner, refermer puis pomper. Ce
processus demande beaucoup de temps. Enfin, la qualité et la puissance du faisceau se sont avérées

insuffisantes pour mettre en ceuvre ce dispositif.
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FIGURE V.18 — Schéma du montage optique du couplage pompe-sonde laser et mobilité ionique.

V.2 Principe d’utilisation

La mobilité ionique est un appareil synchronisé a une horloge fixe, que I’on peut faire fonctionner
a la fréquence des lasers (10 Hz). Ainsi, les ions générés par la source électrospray vont pouvoir
parcourir le premier tube et étre séparés notamment en fonction de leur conformation. Grace au
funnel noté B sur la figure V.18, les ions dont la conformation été choisie (en fonction du temps
qu’elle met a atteindre le funnel B) seront piégés et pourront alors interagir avec le laser. La
synchronisation du laser peut se faire directement avec le piégeage des ions puisqu’ils fonctionnent a
la méme fréquence. Les ions sont ensuite libérés dans le deuxiéme tube et seront de nouveau séparés

s’il y a apparition de nouvelle(s) conformation(s) suite a ’absorption du laser.

VI Conclusion

La grande majorité des expériences menées au cours de cette theése se sont faites sur piege a
double pression LT'Q Velos, muni d’une source électrospray. Cet appareil modifié au laboratoire nous
permet d’étudier les ions en interaction avec un ou plusieurs faisceaux lasers dans I'UV et le visible.
Nous avons mis en place un montage optique et un dispositif de synchronisation des appareils et
d’automatisation des acquisitions pour des expérience résolues en temps de pompe-sonde laser a
deux couleurs. Enfin, I’appareil de mobilité ionique & deux tubes de dérive couplé a la spectrométrie
de masse a été I'instrument notamment utilisé pour 1’étude du paysage conformationnel d’un peptide
intrinsequement désordonné.

La chapitre suivant comportera sur 1’étude de voies de relaxation de chromophores aprés ab-

sorption d’un ou plusieurs photons.
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Chapitre 2

Photo-excitation de chromophores

I Introduction

I.1 Chromophore pour I’étude de conformation de peptides

L’ionisation par electrospray et la spectrométrie de masse sont utilisées couramment pour I'ana-
lyse structurale de molécules biologiques. Depuis, de nombreuses techniques sont apparues afin de
sonder de plus en plus profondément et de plus en plus précisément la structure de ces molécules
toujours plus complexes. La mobilité ionique, des approches de spectrométrie de masse "Top-Down"
utilisant différentes méthodes de dissociation (CID, ECD, etc.) et le cross-linking sont parmi les
techniques les plus largement utilisées pour 1’étude de structures de protéines.[35, 39, 72] Récem-
ment, la photo-dissociation en spectrométrie de masse est devenue un nouvel outil permettant de
sonder la structure de molécules biologiques. Elle a notamment permis de produire de nouveaux
fragments via la dissociation de liaisons non affectées par les méthodes conventionnelles de dissocia-
tion. Deux gammes de longueur d’onde sont principalement employés : dans I'infrarouge (IRMPD)
et dans l'ultraviolet (UVPD).[37, 73-75] Les voies de fragmentation induites par I'une ou 'autre
méthode sont tres différentes, elles dépendent de 1’énergie des photons, du temps caractéristique de

dépot d’énergie dans le systéme et de la molécule étudiée.

L’TRMPD (IR multiple photons dissociation): absorption multiple, séquentielle, de photons de
basse énergie (IR) résonnants avec les transitions vers des niveaux vibrationnels excités. C’est un
processus qui permet d’augmenter ’énergie interne du systeme. Ce chauffage est important car la
redistribution interne d’énergie vibrationnelle (IVR), en diffusant I’énergie vers le reste de la molé-
cule, permet de relaxer les modes vibrationnels excités et, par conséquent, d’absorber de nouveaux
photons. De ce fait, étant une voie de chauffage statistique malgré le caractere résonnant de 1’ab-
sorption de chaque photon, la fragmentation se produit via les premieres voies accessibles, i.e. les
voies de plus basse énergie. C’est pourquoi elle provoque la rupture des liaisons les plus labiles. Dans
le domaine de caractérisation de peptides et de petites protéine, 'TRMPD permet d’observer des

ions fragments non produits par CID mais également des fragments b/y de m/z plus petits ainsi
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que des ions immonium permettant une meilleure identification de la séquence du peptide. Enfin,
elle permet de réduire les fragments issus d’une déshydratation, perte de HoO, trés présents sur les
spectres CID et n’apportant aucune information structurale.[73] Lorsqu'un photon infrarouge est
absorbé, les ions sont portés a un état vibrationnellement excité. L’absorption successive de mul-
tiples photons permet d’augmenter ’énergie interne de la molécule. La fragmentation a lieu lorsque
I’énergie interne de 'ion atteint le niveau de dissociation. Ce processus nécessite 1’absorption de

plusieurs photons consécutifs, il s’agit d’un mécanisme d’activation lent.[37, 55, 76, 77]

La dissociation par UV (UVPD) est un processus impliquant des photons de plus haute énergie.
Un photon UV contient suffisamment d’énergie pour entrainer des voies de fragmentation beaucoup
plus énergétiques en passant par 1’état électronique excité de la molécule contrairement a 'TRMPD
qui fait intervenir les modes vibrationnels.[37] De nouvelles voies de fragmentation sont alors obser-
vées(différentes de 'IRMPD et de la CID). La dissociation issue de I’absorption d’un seul photon
contre I'absorption multiple de photons pour FPIRMPD, fait de 'UVPD un processus de dissocia-
tion beaucoup plus rapide. De plus, au vue de la quantité d’énergie déposée dans le systéme (4.7
eV par photons pour 266 nm vs ~0.1 eV en IR), on pourra alors observer un plus grand nombre de
fragments différents permettant une plus grande couverture de séquence du peptide (ou la molécule
biologique) étudié.[37, 78] En effet, les liaisons plus fortes de la molécules peuvent éventuellement
étre rompues. Dans le cas de 'UVPD, I'utilisation d’un chromophore greffé sur la molécule d’intérét

a démontré une grande sélectivité des molécules étudiées et des liaisons clivées.[79, 80]

La dissociation induite par laser (LID) dans le domaine du visible est ensuite apparue comme
une technique permettant une plus grande spécificité des especes dissociées. Les liaisons peptidiques
sont excitées dans 'UV (<220 nm) et les acides aminés aromatiques absorbent la lumiére autour
de 280 nm. En revanche, les peptides et protéines n’absorbent pas la lumiere au dela de 300 nm.
Par conséquent, le greffage d’un chromophore sur ces systémes, dont la section efficace d’absorption
est spécifique a une longueur d’onde du visible, apporte un site spécifique d’absorption de photons.
Le greffage se fait sur un site capable de former une liaison covalente entre le peptide (ou de la
protéine) et le chromophore, par exemple on peut utiliser la dérivation des histidines, tyrosines
ous lysines ou se servir des cystéines pour former une liaison S-S ou S-C. Cette nouvelle technique
assimilée a des techniques pré-existantes d’identification et de quantification par spectrométrie de
masse a permis de faciliter I'identification de molécules complexes par exemple les oligosaccharides
et la quantification de protéines en milieu complexes.[81-84] L’utilisation de chromophores dans
I’étude de structure de molécules biologiques a également été adopté pour des expériences de FRET
et FRET d’action (Forster Resonance Energy Transfer).[85] Le FRET est le transfert d’énergie
entre molécules fluorescentes. En biologie, elle permet de caractériser la distance entre deux fluo-
rophores greffés sur une molécule en mesurant le déclin de fluorescence du chromophore donneur
ou laugmentation de celle de l'accepteur par microscopie.[86, 87] Le FRET a également pu étre

mesuré en phase gazeuse mais les détecteurs de fluorescence sont difficile & mettre en place dans
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un spectrometre de masse.[88-90] Ainsi, le FRET d’action a été développé de maniere s’affranchir
de la mesure de fluorescence pour la caractérisation de distances.[23, 85] Le FRET d’action est le
couplage du FRET et de la spectroscopie d’action (mesure de la photodissociation d’ions en fonction
de I'énergie des photons).[91] En spectrométrie de masse, la détection des ions fragments résultants

de ’absorption de photons est beaucoup plus sensible que la détection de photon.

Dans les expériences de spectroscopie d’action menées par le groupe, les chromophores utilisés
sont la rhodamine 575 utilisé comme "donneur" et le QSY7 comme "accepteur"'. La Rhodamine est
un chromophore fluorescent.[92, 93] Le QSY7 un quencher de fluorescence. La fluorescence étant
un mécanisme de relaxation peu probable par rapport aux autres voies de relaxation, il y aura
donc compétition entre dissociation et redistribution de 1’énergie du chromophore vers le reste de

la molécule.

L’utilisation de chromophores est largement adoptée pour I’étude de la structure de protéines
et de complexes protéiques via la photodissociation en spectrométrie de masse. En ce qui concerne
notre équipe, la compréhension des mécanismes d’absorption et de relaxation des chromophores
utilisés pour le FRET d’action est au cceur de nos activités. En ce sens, notre intérét va vers ’étude
de la photo-physique et de la photo-chimie de ces molécules en phase gazeuse mais également de
leurs propriétés lorsque greffées sur des molécules biologiques. Dans ce chapitre, nous irons donc
sonder les propriétés optiques de deux chromophores, un dérivé de la Rhodamine et le QSY7,
ainsi que I’évolution de ces propriétés lorsque les chromophores sont greffés sur des peptides, par

spectrométrie de masse et spectroscopie d’action.

1.2 Les voies de relaxation des xanthénes

Les xanthénes sont une famille de colorants contenant le composé xanthéne (un cycle pyrane

entouré de deux cycles benzéniques) dont les Rhodamines (575, 6G etc.) et le QSY7 font partie.

Kulesza et al. ont sondé la photo-excitation des xanthénes en phase gazeuse en comparant les
résultats expérimentaux a des calculs CC2 et TDDFT.[94] Dans cet article, le groupe a exploré
les propriétés optiques de chromophores utilisés pour 1’étude de la structure de peptides en spec-
trométrie de masse. Dans ces expérience, ['observable est la fragmentation des systemes étudiés. Il
s’est avéré, en comparant les propriétés optiques obtenues en phase liquide vs phase gazeuse, que
la fragmentation n’est pas une sonde directe des propriétés d’absorption du systeme. La multitude
des voies de relaxation accessibles par ces molécules est extrémement importante. Ainsi, pour com-
prendre et interpréter les résultats de la photo-dissociation de chromophore-peptide(ou protéine) il

nous faut comprendre quel lien y a-t-il entre ’absorption de photons et la fragmentation.

Les voies de relaxations des molécules apres photo-excitation sont nombreuses et dépendent des

conditions expérimentales. Les plus communes d’entre elles sont rassemblées sur de diagramme 1.1.
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F1GURE 1.1 — Schémas de quelques chemin possibles de relaxation d’un systéme moléculaire photo-
excité.

Le groupe de R. Jockusch présente deux routes principales possibles, lors de la photo-excitation
de la Rhodamine. Ces deux routes sont: I’absorption séquentielle de deux photons qui améne la mo-
lécule & un haut état électronique excité, et des cycles successifs d’absorption/émission de photons
menant au chauffage graduel du chromophore.[95] Dans le cas de 'absorption de deux photons, un
premier photon est absorbé et améne 'ion au premier état excité S; puis deux mécanismes sont
envisagés. Le premier mécanisme propose que le "long-lived" état triplet est atteint via le passage
inter-systeme (inter-system crossing, ISC) a partir de I’état S;. Dans le second, il y a conversion
interne (IC) entre I'état excité S; et un haut état vibrationnel de Iétat Sg. Dans les deux cas, si
le taux d’absorption des deux photons surpasse le taux de refroidissement collisionnel alors 1’ab-
sorption du second photon permettra de passer la barriere de dissociation. En revanche, si le taux
de refroidissement collisionnel est supérieur, alors ’état fondamental sera rapidement retrouvé et
I’absorption d’un deuxieme photon ne permettra pas d’atteindre le seuil de fragmentation. Sur la
route menant a I’absorption multiple de photons, le premier photon absorbé amene l'ion a 1’état
excité S; puis un processus de relaxation vibrationnelle et émission de photons par fluorescence fait
redescendre 'ion a I’état Sy dans un état vibrationnel de plus haute énergie. L’absorption successive
de photons conduit alors au chauffage progressif de la molécule en peuplant progressivement les états
vibrationnels de I’état fondamental jusqu’a ce que le n’*™¢ photon permette de passer la barriere de
dissociation. En conclusion, les voies sont nombreuses méme si certaines peuvent étre privilégiées.
La photo-dissociation ne dépend pas uniquement du niveau d’énergie de dissociation de la molécule
mais également du flux de photons, du rendement quantique de fluorescence de la molécule, de la vi-

tesse de refroidissement collisionnel et de la section efficace d’absorption des états intermédiaires.[95]

Ainsi, les voies de dissociation empruntés par un systéme dépendent, en plus des propriétés in-

trinseques du systéme, des conditions expérimentales. Kulesza et al. ont alors tenté de répondre aux
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questions des voies de fragmentation en utilisant les calculs théoriques pour soutenir les résultats
de la photodissociation de différentes rhodamines en spectrométrie de masse lorsque ces molécules
sont irradiées par des impulsions de 5 ns.[? , Kulesza2016a] hypothese de I’absorption d’un photon
unique pour mener a la photodissociation est rapidement écarté pour les rhodamines, sauf le QSY7.
Donc, dans le cas des rhodamines, un processus a 2 photons est envisagé (cf. absorption d’un 2¢m¢
photon a ’état excité, Forbes et al.) et la dissociation a alors lieu & un état excité supérieur a 1’état
S1.[95] Dans cette situation, la population de I’état S; évolue tout au long de la durée de I'impulsion.
La probabilité d’absorption d’un deuxiéme photon menant a la transition S; — Sy dépend donc de
la durée de vie de I’état S; et du flux de photons. Pour les rhodamines fluorescentes, la durée de vie
de I’état S; est similaire a la durée d’impulsion, ce qui rend la probabilité d’absorber le deuxieme
photon trés importante. Dans le cas de QSY7, trés peu probablement fluorescent, la durée de vie de
I’état Sy est tres courte devant la durée d’impulsion, la probabilité d’absorption du second photon
est donc trop faible pour observer la transition S; — Sy . Cette interprétation est soutenue par le
fait qu’a une durée d’impulsion beaucoup plus courte, 25 ps (flux de photons beaucoup plus grand),
la transition S; — Sy est observée pour QSY7. On peut alors estimer que la durée de vie de I’état Sy
de QSY7 est de I'ordre de la ps. L’association des résultats expérimentaux de spectroscopie d’action
sur différentes rhodamines et des calculs théoriques ont ainsi permis de révéler des mécanismes de
dissociation de ces molécules. Ces résultats ont montré 'influence des conditions expérimentales sur
la photo-dissociation de chromophores en phase gazeuse. Ils montrent I'importance de caractériser
les propriétés optiques de chaque chromophore utilisé comme sonde de la structure de molécules

biologiques.

Nous venons de voir que la photodissociation de QSY7 avec une impulsion ns était cohérente
avec la dissociation apres absorption d’un photon unique. Dans la partie suivante de ce chapitre,
nous verrons que ce mécanisme n’est pas si simple. La dissociation de QSY7 nécessite ’absorption de
multiples photons visibles a ’état fondamental et nous étudierons I'influence de la taille du systéme
sur ce mécanisme. Nous avons également sondé I'influence du refroidissement collisionnel et calculé
le nombre de photons nécessaires pour atteindre le niveau de dissociation. Puis dans une derniére
partie nous explorerons la durée de vie de I’état triplet de la rhodamine et sa réactivité avec un gaz

radicalaire par spectrométrie de masse.

II Meécanisme de dissociation multi-photons de systemes chromophores-

peptide

Les résultats présentés dans cette partie sont issus d’un article publié en 2017.[96]
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FIGURE I1.2 — Schémas des différents systémes étudiés, QSY7 (a), Ala-Cyst (b), Alas-Cys (c),
Alas-Cys (d), Alag-Cys (e) et Alag-Cys (f), le chromophore est greffé sur tous les peptides.

II.1 Introduction

La photodissociation dans le visible implique des processus photo-physiques en compétition a
la jonction entre 'UVPD et 'IRMPD en passant par une modification de I’état électronique de
la molécule. Sur le modele de 'UVPD, l'activation par un photon visible peut étre un processus
rapide (quelques ns pour un pulse laser ns).[94] L’absorption de plusieurs photons successifs peut
étre requise pour engendrer la dissociation du systeme selon 1’énergie de liaison de ce dernier et la

compétition entre la dissociation et la redistribution d’énergie (IVR), tout comme en IRMPD.[95]

Dans cette partie, nous étudierons la fragmentation par lumiere visible d’un dérivé de la rhoda-
mine QSY7 (a) sur la figure I1.2, greffé sur des peptides de différentes tailles (b, c, d, e, f). QSY7 est
un quencher de fluorescence, dont la fragmentation est tres efficace & 545 nm en phase gazeuse.[83]
11 contient une partie C5 maleimide : une chaine carbonée et un groupement maleimide (C4H202N)
en bout de chaine. Cette partie (C5 maleimide) sera nommé plus tard, "linker". Ce groupement ma-
leimide permet le greffage du QSY7 sur la cystéine présente sur chaque peptide (voir section I1.2),

via la réaction avec la fonction thiol.

L’analyse de la nature et de la quantité des fragments photo-induits en fonction de 1’énergie
du laser sur différentes tailles de peptides et les mesures de dynamique de refroidissement par

collisions permettront de mieux connaitre les mécanismes photo-physiques impliqués dans les sys-
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temes chromophore-peptide comme ’absorption multiple de photons et le chauffage vibrationnel.
Les mesures d’évolution de la fragmentation en fonction de la taille du peptide nous permettront
de tester un éventuel processus de redistribution d’énergie sur le systeme. Les mesures des rapports
de branchement des fragments par CID en comparaison avec la photo-dissociation permettront de
différencier les voies de fragmentations les plus accessibles par ces deux méthodes : fragmentation
a l'état fondamental ou a I'état excité. Enfin, les calculs et simulations permettront de déterminer

le nombre de photons nécessaires a la dissociation selon la taille du systeme.

L’étude des voies de photo-dissociation de grandes molécules, par exemple les protéines, est un
domaine qui reste encore a explorer car l'utilisation de chromophores dans 'UV et le visible est
relativement récente dans des applications analytiques en MS2[97, 98] ou pour des expériences de
FRET et spectroscopie d’action.[85, 99]

I1.2 Méthode

Les différents peptides étudiés dans cette partie ont été dissouts dans ’eau pour les plus petits
(AC, AyC, A4C) et dans le trifluoroéthanol (TFE) pour AgC et AgC de fagon a atteindre une
concentration de 1 mg/mL. La réaction de greffage s’effectue avec un mélange équimolaire de chro-
mophore et de peptide & 10 pM dans l'eau : méthanol (1:1). Le greffage se fait de maniére spontanée
dans ces conditions. La liaison du groupement maleimide avec le peptide se fait entre un carbone

(CH) du maleimide et le groupement thiol de la cystéine du peptide (voir figure I11.7 A).

Les expériences de spectrométrie de masse ont été menées en utilisant le LTQ. Le piégeage et
I'interaction laser sont décrits dans le chapitre 1. Les deux lasers utilisés lors de ’expérience pompe-
sonde sont également décrits dans ce chapitre. Les études de fragmentation par CID sont faites dans
le piege haute pression. Les ions simplement chargés des peptides dérivés sont observés (la charge

permanente est localisée sur le chromophore).

Les rapports de branchements (BR) ont été calculés comme suit:

1
BR= -1 (2.1)
Itat
Ot I est 'intensité des fragments f et Ij; est I'intensité totale des ions sur le spectre.
Le rendement de fragmentation (FY) est défini par :
I
FY = —log | — (2.2)
Itot

Avec I, I'intensité de I'ion parent.

Le montage pompe-sonde est sensiblement identique a celui présenté dans le chapitre 1.
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FIGURE I1.3 — Rendement de fragmentation en fonction de I’énergie par pulse, (A) du [QSY7]"
(carré noir), [Ala-Cyst-QSY7]™ (rond rouge), [Alas-Cys-QSY7]* (triangle bleu), [Alas-Cys-QSY7]*™
(Triangle vers le bas magenta), [Alag-Cys-QSY7|" (losange vert) et [Alag-Cys-QSY7|™ (triangle vers
la gauche bleu foncé), (B) du [QSY7]" (carré noir) avec la droite tracée par extrapolation (rouge)

II.3 Rendement de fragmentation en fonction de I’énergie par pulse laser

L’influence de I’énergie par pulse du laser sur la photodissociation a été étudiée dans un premier
temps pour différentes longueurs de poly-alanines. Le rendement de fragmentation défini par 1’équa-
tion 2.2 est tracé en fonction de I'énergie par pulse & 545 nm, figure I11.3 (A). Il existe, dans nos
conditions expérimentales, un seuil inférieur au dessous duquel aucune dissociation n’est observée.
Ensuite, le rendement de fragmentation augmente linéairement avec I’énergie puis, notamment pour
les petits systeémes, il atteint un seuil de saturation. On peut observer que plus la taille du peptide
augmente, plus le seuil d’apparition de la dissociation augmente (~ 0,9 mJ pour [AlagCys-QSY7]™).
De plus, plus la taille des peptides augmente, plus la pente diminue. La pente et 'ordonnée a 1’ori-
gine de chaque courbe ont été déterminées par extrapolation linéaire de la portion centrale (linéaire)

des courbes. La figure 11.3 (B) présente la droite d’extrapolation des données de QSY7 (en rouge).

Les valeurs de la pente et de 'ordonnée a l'origine issus des fits pour les différents systeémes
sont rassemblées dans la tableau 2.1. La pente et 'ordonnée a l'origine associées a chaque peptide
ont été tracées en fonction du nombre de degré de liberté de ces derniers. D’apres la figure 11.4, il
semble exister une relation linéaire entre la pente ou I'ordonnée a l'origine et le nombre de degrés
de liberté.

L’évolution sigmoidale de la fragmentation en fonction de 1’énergie par impulsion laser suggere
que le systeme doit absorber un certain nombre de photons avant de pouvoir passer la barriere de
dissociation (seuil de fragmentation). De plus, I’évolution linéaire de la pente et de I'ordonnée a
lorigine de cette courbe en fonction de la taille du systéme nous laisse penser que plus le systéme
est grand (plus grand nombre de degré de liberté) plus il requiert de photons pour passer le seuil de

fragmentation. En supposant que I'énergie de dissociation des liaisons ne change pas avec la taille
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Systeme Ordonnée a lorigine / mJ Pente

[QSY 7] 0,85 £+ 0,02 2,80 £ 0,03
[AlaCys-QSY7]™ 0,94 + 0,01 2,570 + 0,02
[AlagCys-QSY 7] 0,96 + 0,03 2,38 + 0,04
[AlayCys-QSY7]* 1,02 + 0,04 2,10 + 0,04
[AlagCys-QSYT7]* 1,13 + 0,06 2,10 £ 0,07
[AlagCys-QSY7]* 1,20 + 0,06 1,94 + 0,05

TABLE 2.1 — Liste de la pente de 'ordonnée a 'origine des peptides étudiés
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FIGURE I1.4 — (a) ordonnée a 'origine et (b) pente associées aux résultats obtenues pour les différents
systemes en fonction du degré de liberté (taille du peptide)
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de la molécule, pour conserver un méme rendement de fragmentation d’ions de masse croissante (de
nombre de degré de liberté croissant) il faut augmenter ’énergie interne de I’ion. L’énergie interne
doit donc augmenter linéairement avec la taille de la molécule pour garder un méme rendement de

fragmentation.

Nous avons donc montré dans cette partie que le processus de photo-dissociation est un méca-
nisme d’absorption de n photons (n > 1). De plus, la dépendance du seuil de fragmentation avec
la taille de la molécule laisse penser qu’il existe un processus de redistribution de 1’énergie dans le

systeme.

I1.4 Refroidissement des ions par collision

La figure 11.5 présente le spectre de masse de [AyC-Q] T aprés irradiation par une impulsion laser
de pompe et sonde tous les deux & 545 nm et & un délai de 30 ns (en haut). Le spectre de masse
de ce peptide apres irradiation par une impulsion de la pompe uniquement est tracé dans la fenétre
centrale. Enfin, le spectre du peptide apres absorption d’une impulsion de la sonde uniquement est
présenté en bas de la figure. L’énergie par impulsion des pulses pompe et sonde se situe sous le seuil
de fragmentation, d’ou la tres faible intensité et quantité de fragments lorsque la pompe ou la sonde
sont utilisées seules. Cependant, lorsque le peptide est irradié par les deux lasers simultanément
(& 30 ns d’intervalle), on peut voir que lintensité des fragments produits est trés supérieure a la
somme des intensité des fragment produits avec un seul laser. Le délai de 30 ns ne permet pas aux
deux impulsions de se recouvrir. De fait, les photons de la pompe et de la sonde ne peuvent pas étre
absorbés simultanément. L’absorption des impulsions pompe et sonde sont donc des événements

indépendants 'un de l'autre.

L’effet de ’absorption de deux impulsions nous montre qu’il y a un effet de réabsorption des
photons par le systeme. Les photons de la pompe absorbés permettent a la molécule de se dissocier
seulement apres absorption de I'impulsion sonde. Il semble s’agir d’un mécanisme a plusieurs étapes.

La photo-dissociation implique donc I'absorption de multiples photons successifs.

L’intensité des fragments étant importante suite a cette réabsorption, on peut supposer que le
systéeme met plus de 30 ns a se relaxer vers ’état fondamental. Il est donc possible de mesurer
cette dynamique de relaxation en mesurant I’évolution de la fragmentation en fonction du délai
pompe-sonde. Les courbes de photo-fragmentation de [A5C-Q]T en fonction du délai entre les deux
impulsions pompe et sonde dans le piége haute pression (a) et basse pression (b) sont présentées
sur la figure I1.6. Chaque courbe présente un déclin mono-exponentiel avec une constante de temps
de 668 + 64 ps pour HPT et 2646 + 140 pus pour LPT. On constate que plus la pression de gaz

tampon est haute, plus la relaxation apres absorption de la pompe est rapide.

Les collisions entre le gaz et les ions étant plus nombreuses lorsque la pression est plus haute,
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FIGURE I1.5 — Spectre de masse du peptide [AsC-Q] (*) et des fragments aprés irradiation par
une impulsion sonde uniquement (bas), par une impulsion pompe uniquement (centre) et par une
impulsion pompe + sonde avec un délai de 30 ns (haut).
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FIGURE I1.6 — Courbe de photo-fragmentation de [A2C-Q] " dans le piege haute pression (a) et basse
pression (b) en fonction du délai pompe-sonde

on peut supposer que l'effet de la relaxation plus rapide dans le piege haute pression vient du

phénomene de refroidissement collisionnel des ions par le gaz tampon (He).
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I1.5 CID vs VisPD

Jusqu’a présent, nous avons montré que la photo-dissociation des systemes - QSY7 greffé sur
des peptides nécessitait 'absorption de multiples photons successifs. Nous avons également montré

que I’énergie absorbée par le chromophore était redistribuée sur les modes de la molécule.

Afin de mieux définir les voies de relaxation empruntées par le systéme lors de la photo-
dissociation, nous avons comparé la nature et l'intensité des fragments induits par collision (CID)
vs induits par laser (VisPD). Les spectres de masse obtenus pour le peptide par CID (en haut) et
VisPD (en bas) sont présentés figure I1.7.

De maniére a faciliter 'interprétation du spectre de masse et comparer les types de fragmenta-
tion entre CID et LID, les fragment ont été regroupés en 3 grandes familles selon la position de la
liaison rompue (figure I1.7): dans le chromophore (entouré en vert), dans le linker (entouré en bleu)
et dans le peptide (entouré en rouge). L’attribution des fragments a ces trois familles est facilitée
par le fait que lion ne porte qu’une seule charge et qu’elle est localisée sur le chromophore. Par
conséquent, les fragments de basse masse (m/z < 550) sont tous des fragments du chromophore, les
fragments de haute masse (900 < m/z) correspondent tous & une rupture de liaison dans le peptide

et les fragments intermédiaires correspondent a une fragmentation dans le linker.

En comparant ces deux spectres on peut s’apercevoir que la nature des fragments observés par
CID et LID sont identiques. On peut donc supposer que les voies de dissociation empruntées par le
systeme au cours de ces deux techniques de fragmentation sont les mémes. La CID est une technique
de dissociation qui passe par I’excitation des modes vibrationnels de la molécule a 1’état fondamental.

On suppose donc ici que la dissociation par LID de ces systeme a également lieu a 1’état fondamental.
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FIGURE IL.7 — (A) Schéma du systéme [A3C-Q]" avec le chromophore entouré en vert, le linker
entouré en bleu et le petide en rouge. (B) Spectre de masse CID (haut) et VisPD (bas) de [A4C-Q]™
avec une énergie de collision normalisée de 35% et une énergie par impulsion de 1,2 mj/pulse, I'ion
précurseur est marqué d’un "*", les triangles verts indique les fragments de la famille du chromo-
phore, ceux marqués d’un carré bleu sont de la famille du linker et les ronds rouges correspondent
a 'ion fragment de la famille du peptide.

Les différentes zones de rupture de liaison donnant lieu aux fragments observés sur les spectres

de masse sont présentés sur le schéma du systeme figure I1.8 et sont rassemblés dans le tableau 2.2.
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FIGURE II.8 — Schéma du systéeme montrant les différentes ruptures de liaison ayant eu lieu lors de

la dissociation par collision et par photo-dissociation sur le chromophore et le linker. Le R indique
la position du C, de la cystéine présente sur le peptide

m/z Perte Intensité Relative Attribution
CID LID
[H] 1268,6 0 1 1 parent(*) [AlasCys-QSY7|*
1251.,6 17 0,11 0,015 perte de NHg
1250,6 18 0,077 0,013 perte de HoO
1223,52 45,08 | 0,086 0,015 perte de NHo-CH=0 (Cyerp)
1207,52 61,08 | 0,013 0,0022 perte de NH3 + CH3CHO
1155,52 | 113,08 | 0,034 0,0096 V4
1084,48 | 184,12 | 0,095 0,027 V3
1013,44 | 255,16 | 0,11 0,32 V2
952,4 316,2 | 0,01 0,0074 aq-HoO
9424 326,2 | 0,11 0,039 V1
856,36 412,24 | 0,96 0,4 C - S rupture de chaine latérale, H sur S
854,36 414,24 | 0,068 0,044 C - S rupture de chaine latérale, H sur C
822,4 446,2 | 0,02 0,042 perte du chromophore
Suite sur la page suivante
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Suite de la page précédente

m/z | Perte Intensité Relative Attribution

CID LID

697,35 | 571,25 | 0,0011 0,01 Cjs linker C-C
683,34 | 585,26 | 0,0036 0,02 Cy linker C-C
612,26 | 656,34 | 0,0086 0,044 Rupture Piperidine - C

531,2 | 7374 0,16 0,31 Rupture N-S
467,24 | 801,36 | 0,026 0,15 Rupture C-S chromophore
465,24 | 803,36 | 0,046 0,39 Rupture C-S chromophore

360,2 | 908.4 | 0,034 0,43 Rupture C-S + perte de chaine latérale

TABLE 2.2 — Liste des fragments observés sur les spectres de masse CID et LID. Seuls les canaux
de fragmentation d’intensité relative > 1% dans I'un des deux spectres ont été attribués.

Le rapport de branchement a été calculé pour chaque famille de fragment en sommant I'intensité
des ions concernés. Le rapport de branchement (BR) est défini par I’équation 2.1 dans la partie I1.2
de ce chapitre. La figure I1.9 représente ’évolution de ce rapport de branchement en fonction de
I'énergie de collision (a) et de I’énergie par pulse laser (b) dans le cas du [A4C-Q]T (cette évolution
du BR est semblable pour toutes les tailles de peptide). Sur cette figure, on peut observer qu’au dela
d’une énergie de collision de 25% des fragments issus de la rupture au sein du linker et du peptide
apparaissent. Au deld d’une NCE de 30%, on peut voir apparaitre des fragments du chromophore.
La forme sigmoidale adoptée par le rapport de branchement de I’ion parent en fonction de 1’énergie
de collision a été observée auparavant dans des expériences par CID.[100] Memboeuf et al. ont in-
terprété ces résultats en partant du fait que ’énergie de collision est transformée en énergie interne
(chauffage collisionnel) et que cette énergie interne est distribuée statistiquement sur tous les degrés
de liberté.

Concernant les résultats obtenus par VisPD, les rapports de branchements montrent une préfé-
rence dans la dissociation du chromophore. Les rapports de branchement du linker et du peptide
atteignent tout deux un maximum avant de retomber a 0, alors que la fragmentation du chromo-
phore ne cesse d’augmenter jusqu’a atteindre un plateau. On peut expliquer ce phénomene par le fait
que ces deux régions (linker et peptide) contiennent le chromophore intact capable de ré-absorber
des photons et de se dissocier de nouveau. De fait, a trés haute énergie par pulse (> 1.3 mJ/pulse
dans cette expérience) la plupart des fragments associés a la dissociation du chromophore semblent
provenir d’une fragmentation secondaire des fragments contenant le linker et le peptide, la charge

étant située sur le chromophore, ces fragments sont donc toujours observables sur le spectre de masse.
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FIGURE I1.9 — Rapport de branchement du systéme [A4C-Q]T en fonction de Iénergie de collision
par CID (a) et de I’énergie par impulsion en VisPD (b).

La fragmentation par CID est provoquée par une excitation des modes vibrationnels des ions
donc par chauffage collisionnel. La nature des fragments produits par LID étant identiques & ceux
produits par CID, on peut supposer que les voies de dissociation sont également identiques. En
revanche, la comparaison des BR entre CID et LID laisse penser que si la fragmentation survient
apres chauffage vibrationnel du systéme, le mécanisme qui en est a 'origine est différent entre ces

deux méthodes.

On peut aller un peu plus loin dans Uinterprétation des valeurs des rapports de branchement.
Par CID, la famille de fragments dominante est celle du linker. On peut donc émettre '’hypothese
que les liaisons rompues sont les voies de plus basse énergie. Les rapports de branchement du
chromophore sont, en revanche, les plus faibles. On en déduit, de fait, que ces liaisons sont plus
fortes. La fragmentation dominante du chromophore par LID nous laisse alors supposer que 1’énergie
absorbée, est concentrée au niveau du chromophore malgré une redistribution de cette énergie qui

mene a la dissociation des autres parties de la molécule.
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I1.6 Simulation du nombre de photons absorbés pour induire la photo-dissociation

Nous avons donc pu observer que la photo-dissociation du systeme QSY 7-peptide était provoquée
apres I’absorption de plusieurs photons. Nous avons également déduit de 1’évolution du rendement
de fragmentation en fonction de ’énergie par pulse laser pour différentes tailles du peptide que le
nombre de photons a absorber pour induire la fragmentation augmentait avec la taille. Nous en
avons déduit que I’énergie absorbée était redistribuée sur tous les modes du systéme. Nous avons
donc calculé le nombre de photons théoriques nécessaires pour provoquer la fragmentation pour les

différentes tailles de peptides étudiés, a partir d’'un modele simple.

On peut écrire I'équation générale de la réaction qui se produit lors de I’excitation d’un ion en

considérant un déclin uni-moléculaire.

[AB]" = [AB]™ — [A]* + [B] (2.3)

Dans les expériences LID ou I’énergie de collision (NCE) est maintenue & zéro, la vitesse d’exci-
tation est dominée par la vitesse d’absorption des photons. La relaxation de cet état excité peut se
faire via la dissociation du systéme, I’émission d’un photon ou la refroidissement collisionnel.[95] Le
chromophore étudié ici est un quencher de fluorescence, ainsi I’émission de photon n’est pas une voie
favorisée (ce mécanisme a une tres faible probabilité de se produire). De plus, nous avons montré
dans la partie I1.4 que la vitesse de refroidissement collisionnel est de ’ordre de la milliseconde.
Cette vitesse est 10° fois plus grande que la durée d'une impulsion laser (ns) pendant laquelle sont
limités I’ensemble des événements d’absorption des photons. On peut donc présumer que tous les
systemes qui dissocient atteignent la barriere de dissociation plus rapidement qu’ils ne se refroi-

dissent par collision.

Afin de calculer le nombre de photons absorbés par le systéeme avant la photo-dissociation, on
considérera donc un modele simple pour un systeme donné ot n photons doivent étre absorbés dans

les 5 ns de durée d’impulsion laser de maniere a atteindre la barriere de dissociation.

En utilisant des lasers d’excitation de différentes largeur d’impulsion, la durée de vie de I’état
excité du QSY7 a été estimée a une centaine de ps.[94] Par conséquent, on peut considérer que
I'absorption successive de photons par le chromophore pendant la durée de I'impulsion laser est une
succession d’événements indépendants.[94, 101, 102] La statistique de Poisson est une distribution de
probabilité discrete. Elle décrit une probabilité d’événements indépendants survenant par unité de
temps. La probabilité d’absorber n photons peut donc étre décrite par la statistique de Poisson. On
considérera alors la probabilité S(N), a une énergie d’impulsion donnée, qu’une molécule absorbe
moins de n photons et donc survive a l'irradiation laser. Dans ce modeéle, nous admettons que
I'absorption de n-1 photons ne permet pas de dissocier la molécule. En revanche, c¢’est 'absorption

du njgme photon qui permettra de dépasser la barriere de dissociation. En définissant P(N,i), la
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Especes | Degrés de liberté vibrationnels | n photons nécessaires a la fragmentation
Qt 318 16

[AC-Q]T 408 18

[A2C-Q]T 438 19

[A4C-Q]T 498 21

[AgC-Q]T 564 23

[AsC-Q]T 618 25

TABLE 2.3 — Degrés de liberté vibrationnels et nombre de photons absorbés déterminé pour chaque
systeme étudié a partir du fit des résultats expérimentaux et des simulations.

probabilité qu’un systeme absorbe i photons ol est N le nombre moyen de photons absorbés pendant
un pulse laser, alors S(N) est la probabilité de survie de I'ion parent apres irradiation & une certaine

énergie par pulse.

S(N)=e N3 % (2.4)
=0

Le nombre moyen de photons (N) absorbés par une molécule irradiée par une impulsion laser est

proportionnel a la section efficace d’absorption o du chromophore et du flux de photons du pulse.

_ OoAEp
"~ hcA

(2.5)

Avec la longueur d’onde A = 545 nm, Ep est I’énergie du pulse laser et A la section efficace
d’interaction du laser avec les ions i.e. un facteur correctif pour prendre en compte les pertes de
photons dues notamment au recouvrement imparfait entre nuage d’ions et laser. La section efficace
d’absorption de QSY7 est de 3,66 x 10716 cm?. La taille du spot laser au sein du piége est estimée

a ~ 2,5 mm ce qui donne une surface de A ~ 0,05 cm?.

Les courbes de rendement de survie de I'ion précurseur en fonction de 1’énergie par pulse la-
ser sont tracés sur la figure 11.10. Ces courbes ont été fittées par le modeéle a n photons, n étant
la variable. On peut voir que les simulations (trait plein) reproduisent fideélement les courbes ex-
périmentales (carrés), d’autant plus que le systeme est grand. Ceci confirme que le modele de
I’absorption successive de photons est valable. A partir de ces simulations, le nombre de photons
requis pour induire la fragmentation, et donc pour reproduire les courbes expérimentales, a pu étre
déterminé. Ce nombre varie de 16 a 25 avec la taille du systéme. Ces valeurs sont rassemblées dans
le tableau 2.3.

Les erreurs les plus importantes dans les simulations viennent essentiellement de 1’estimation
de la taille du faisceau, de son recouvrement avec le nuage d’ions dans le piege et de 'usage d’un

modele par étapes simple pour la dissociation.

Enfin, la figure II.11 montre un relation linéaire entre le nombre de photons nécessaires a la
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FIGURE II.10 — Résultats expérimentaux (carrés) du rapport de survie du parent en fonction de
I'énergie par impulsion pour [QSY7]* (a), [AC-Q]* (b), [A2C-Q]T (c), [A4C-Q]T (d), [A6C-Q]T (e)
et [AsC-Q]™ (f). Les courbes de simulation optimales (trait plein) sont calculées pour n photons
absorbés.

fragmentation (donc I’énergie totale déposée dans le systéme) et le nombre de degrés de liberté
vibrationnels de chaque systeme étudié. Egalement observée par Memboeuf et al. lors d’expériences
par CID, cette relation linéaire est expliquée par la relation linéaire entre la taille du systéme
(nombre de degrés de liberté) et I’énergie de dissociation.[100]

Ces derniers résultats indiquent que le seuil de photo-dissociation est atteint apres absorption
de 16 photons pour le systéme le plus petit, QSY7 maleimide seul, et 25 photons pour le plus grand.
La relation linéaire du nombre de photons théoriques requis pour la dissociation avec le nombre
de degrés de liberté va dans le sens de notre hypothese selon laquelle I'énergie est redistribuée

statistiquement sur tous les modes.

I1.7 Conclusion

Les différentes observations faites tout au long de cette étude (profil sigmoidal du rendement
de photo-fragmentation en fonction de ’énergie par pulse, seuil de fragmentation dépendant de la
taille du peptide greffé et refroidissement collisionnel observé griace aux expériences pompe-sonde)
montrent que I’absorption successive de multiples photons est nécessaire pour induire la dissociation
du systeme et que cette dissociation a lieu a I’état fondamental. Par ailleurs, I'utilisation d’un mo-
dele simple a suggéré qu’entre 16 a 25 photons sont nécessaires pour induire la photo-dissociation

du systeme lorsque sa taille augmente.
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FIGURE II.11 — Degrés de liberté des différents systeme, [QSY7]T, [AlaCys-QSY7]", [AlaxCys-
QSY7]t, [AlayCys-QSY7], [AlagCys-QSY7]™ et [AlagCys-QSY7]* en fonction du nombre de pho-
tons requis pour induire la dissociation.

Les expériences de CID et VisPD menées en parallele ont montré des allures différentes des
rapports de branchement des 3 familles de fragments. On a pu ainsi en déduire que le processus
de fragmentation qui se cache derriere ces deux techniques est différent, et également différent du
mécanisme & deux photons décrite et modélisé par Kulesza et al. pour les xanthénes fluorescents.[94]
La CID conduit a un chauffage équivalent de tous les modes vibrationnels du systeme. L’énergie
vibrationnelle est donc totalement délocalisée ce qui explique que le critére de fragmentation soit
purement énergétique. Dans ce cas, sans localisation préférentielle de ’énergie dans le systéme, les

liaisons rompues sont les voies de plus basse énergie.

La fragmentation suite a I'absorption successive de photons pourra étre mieux appréhendée si
l'on regarde plus en détail la relaxation non radiative du chromophore. Une étude antérieure sur
la Rhodamine (semblable au QSY7) a montré que la capacité de quenching de fluorescence est
due & une conversion interne (IC) ultrarapide, 10 ps, relative & la rotation des chaines latérales
volumineuses.[101, 103, 104] Par conséquent, nous invoquons un processus IC similaire pour QSY7
basé sur les modes de torsion de basse énergie des groupements methylamino-benzene. Les calculs
TD-DFT des géométries d’équilibre a I’état fondamental (GC) et & I'état excité (EX) réalisés par
A. Kulesza, soutiennent cette hypothese, figure I1.12. On remarque que les zones dont la géométrie

change entre I'état fondamental et I'état excité sont les modes de torsion des groupements benzene.

En conclusion, la fragmentation issue de I’absorption de photons visibles se décrit comme suit
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Fi1Gure I1.12 — Représentation des changements de géométrie de QSY7 entre les structures a mi-
nimum d’énergie des états Sp (GS) et S; (EX) calculés au niveau wB97X-D[105]/def2SVP[106] en
utilisant Gaussian09 Rev D.01[107]. Le code couleur des atomes retranscrit la longueur du vecteur
de déplacement entre la géométrie de ’état fondamental (GS) et I'état excité relaxé (EX).

(chaque étape décrite est représentée sur la figure 11.13). Les photons absorbés successivement
menent chacun a ’état excité S; qui relaxe par conversion interne vers I’état fondamental Sy ou le
systéme revient en capacité d’absorber un photon supplémentaire. Lors du mécanisme de relaxation
par IC, seuls quelques modes vibrationnels résonnants sont excités, puis, I'IVR joue son role de
redistribution sur ’ensemble des degrés de liberté du systeme. Si I'IVR était complet et instantané,
les voies de fragmentation les plus basses seraient empruntées dans les mémes proportions (rap-
ports de branchement) qu’observé par CID. L’observation des mémes fragments par LID suggere
que la fragmentation a bien lieu a I’état fondamental, mais les différences de BR posent nécessai-
rement question. A partir de 'observation préférentielle de fragments "du chromophore" par LID,
on peut forger I’hypothése suivante : a partir de ’état électronique excité ’sur’ le chromophore, le
processus de IC implique vraisemblablement des états vibrationnels localisés eux aussi au niveau
du chromophore. Dans ce cas, un IVR incomplet expliquerait une accumulation non statistique
d’énergie au niveau du chromophore et, ainsi, I’observation non conforme a I’énergétique statis-
tique, de fragments localisés sur le chromophore. Selon ces considérations, qui seraient a confirmer
par des simulations de couplage vibroniques, on peut postuler que le caractere "photo-spécifique" de
la fragmentation du QSY7 tient & la compétition entre processus de redistribution IVR et processus
d’accumulation d’énergie (par IC) sur certains modes vibrationnels spécifiques pouvant mener a
une fragmentation "locale” du chromophore. Cette fragmentation "locale" du chromophore et les
rapports de branchement différents du linker et du peptide peuvent également s’expliquer par la

présence "d’un goulot d’étranglement" de la redistribution de ’énergie au niveau de la liaison C-S-N.

La fluorescence ou la fragmentation dans les états électroniques excités (cf. Kulesza et al.) ou

55



CHAPITRE 2 : Photo-excitation de chromophores
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FIGURE II.13 — Schéma représentant les processus énergétiques suivant la CID (fleche rouge foncée)
et VisPD dans un systeme peptide-chromophore. CID : les collisions induisent une excitation pro-
gressive des modes vibrationnels. VisPD : I’absorption d’un photon & 545 nm apporte 2.27 eV (fleche
verte) au systeme. L’énergie électronique de I’état excité est convertie en énergie vibrationnelle par
conversion interne (fleche bleue), puis elle est redistribuée sur tous les modes du systeme par IVR
(fleche rouge). L’absorption séquentielle des photons suivie de la CI chauffe progressivement les
états vibrationnels de la molécule (rectangles gris).

apres conversion interne ne sont pas les seules voies de relaxation ouvertes apres 'absorption de
photons mais qu'’il y a aussi, parmi les autres voies existantes (cf. Jockusch et al.) la possibilité qu’il
se produise un "croisement" inter-systéme (ISC) vers un état triplet. C’est cet aspect particulier qui a
été sondé dans la section suivante. Nous avons généré et caractérisé ’état triplet de la Rhodamine6G,
nous avons également mesuré sa durée de vie et enfin nous avons étudié sa réactivité avec un gaz

radicalaire.

IIT Réactivité de I’état triplet de la Rhodamine

IT1.1 Introduction

La rhodamine est un colorant fluorescent. Il est largement utilisé dans de nombreux domaines
car peu coiiteux et la synthese [92] et la modification de ce composé sont facilement mises en ceuvre
pour la production de colorants adaptés aux besoins : sonde du micro-environnement cellulaire pour
des études d’imagerie par fluorescence [93], sonde de réactifs & base d’ions métalliques, anions et
thiols biocompatibles[108, 109], sonde pour la bio-imagerie par FRET[110], catalyseur photoredox
de réactions d’arylation par lumiere visible[111]. Trés peu d’études ont cependant été menées sur
la réactivité spécifique de I'état triplet. Parmi ces rares études, des mesures de réactivité de 'état
triplet de la rhodamine 6G™ (3Rh6G+) ont montré qu’un transfert de proton pouvait avoir lieu
vers des bases.[112] Cette réactivité a également été observée entre la rhodamines et de petites
molécules; ces études ont montré que certaines especes comme 1’oxygene, les radicaux nitroxyl et le

cyclooctatétraéne pouvaient quencher I’état triplet.
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I11.2 Méthode

Le spectromeétre de masse utilisé dans cette étude est le piege linéaire quadripolaire (LTQ Velos)
décrit dans le chapitre 1. La formation de I’état triplet de la rhodamine est mise en place en piégeant
la rhodamine cationique a m/z 443. L’état triplet est généré en irradiant la rhodamine piégée par un
laser & diode continu (CW) a 488 nm pendant 500 ms, avec une puissance de 15 mW. Ces ions sont
sélectionnés une seconde fois (MS3) afin de les laisser évoluer le temps qu’il faut vers I’état triplet.
Cet état est sondé dans une troisieme étape de piégeage (MS*) par LID. Les spectre d’action sont
également mesuré a cette étape MS?*. L’acquisition du spectre optique du singulet uniquement suit
la méme procédure excepté que le laser CW reste éteint pendant les 500 ms de la premiere étape
de sélection. Les spectres otiques de RH6G ™' sont mesurés en scannant ’OPO de maniére continue

de 550 & 650 nm par pas de 0,1 nm/s, en enregistrant simultanément les spectres de masse.

L’évolution de la population de triplet au cours du temps est sondée en scannant les temps
de piégeage (sans activation) en MS3. La durée du piégeage est ajustée de 10 ms & 10 s. La LID
est exécutée par un OPO (Horizon) pompé par la troisitme harmonique d’un laser ns Nd:Yag dé-
crit également dans le chapitre 1. La longueur d’onde est fixée a 600 nm avec une puissance de 8
mJ/pulse. Afin de minimiser le bruit et la déviation standard de la mesure, 150 microscans sont

enregistrés pour chaque délai.

Pour les expériences de réactivité, la ligne standard d’hélium a été remplacée afin de connecter
a la place une bouteille d’hélium contenant 1% de *NO. La réactivité de la Rhodamine avec NOg
laisse supposer la présence d’Oo dans la ligne He:NO qui viendrait de l'oxygeéne de lair s’étant

répandu dans la ligne au moment de son changement.

II1.3 Génération et caractérisation de ’état triplet

Le trés haut rendement quantique de fluorescence de la rhodamine indique que la voie de relaxa-
tion majoritaire est la fluorescence. Il révele que I'"inter-system crossing" est une voie peu probable,
donc que I'état triplet est peu accessible. En revanche, une fois cet état peuplé, la durée de vie peut
aller jusqu’a quelques secondes en phase gazeuse. Ainsi notre démarche consiste & peupler progres-
sivement ’état triplet en excitant la transition S; <— Sy pendant plusieurs secondes. L’approche
précédemment présentée par Schooss et al., consistait a mesurer la dynamique de rétablissement
de la fluorescence de diverses rhodamines pour mettre en évidence la formation de ces ions a ’état
triplet.[113, 114] Dans cette approche, les mesures de fluorescence de la rhodamine sont directement
effectuées dans le piege a ion a 85 K. Les photons émis sont détectés au sein du piege. La dyna-
mique de "retour" des ions a I’état Sy peut étre directement reliée & la population de I’état T. La
population de T4 a été montrée comme étant un parametre indépendant du recouvrement des ions
avec le laser, des ions qui sont restés a 1’état singulet, du nombre d’ions dans le piege et des autres
voies de relaxations possibles. Il a été observé par Schooss et al. que la durée de vie de ’état triplet

en phase gazeuse est plusieurs ordres de grandeur plus longue que celle mesurée en phase liquide.
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Dans notre cas, n’ayant pas la possibilité de détecter les photons émis au sein du piege a ions, nous
avons développé une méthode alternative, la spectroscopie de fragmentation, permettant de mettre

en évidence et quantifier la population du triplet (de maniére relative).

La CID est une technique tres utilisée afin de caractériser la chimie de ions moléculaires. C’est
pourquoi nous avons comparé les spectres CID de 'Rh6G* et 3Rh6G™ (figure I11.14). Nous avons
souhaité mettre en évidence 1’état électronique de la rhodamine grace a I’analyse des fragments issus
de la CID.
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FIGURE III.14 — Spectres CID de Rh6G™ a m/z 443,1 aprés 500 ms de piégeage sans irradiation
(haut, 'Rh6G™1) et 500 ms d’irradiation & 488 nm (bas, SRh6G*)

Les spectres CID de 'Rh6GT et 3Rh6G™T sont sensiblement identiques que ce soit en terme
d’intensité ou du motif de fragmentation. Le fragment majoritaire est a m/z 415.1, il correspond
a une perte de CoHy et apparait autour d’'une NCE de 25%. La CID ne semble donc pas étre la
technique adéquate pour observer la rhodamine a 1’état triplet. Nous nous sommes donc servis de
ses propriétés d’absorption spécifiques & 600 nm. Les spectres de photo-fragmentation de 'Rh6G+
et SRh6GT sont présentés sur la figure I11.15. Ces spectres montrent que *Rh6G* absorbe autour
de 600 nm, ce n’est pas le cas pour 'Rh6G ™. Il semble également que les propriétés d’absorption de
Pétat triplet soient les mémes qu’en phase liquide.[115, 116] Par cette méthode nous avons mis en

évidence la formation de I’état triplet.

Les fragments issus de la photo-dissociation de SRh6G* & 600 nm sont m/z 414.1, m/z 415.1,
m/z 341.1, m/z 327.1 et m/z 428.1 et ne sont pas observés sur le spectre LID de 'Rh6G* (fi-
gure II1.16) L’analyse de la nature et de 'intensité des fragments issus de la photo-dissociation de
la rhodamine peuvent nous en apprendre beaucoup sur la nature de 1’état électronique a partir de

laquelle la molécule dissocie et les voies de dissociation empruntées (cf. section II). Les fragments
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F1GURE II1.15 — Spectre de fragmentation de la rhodamine 6G cationique apres 500 ms d’irradiation
a 488 nm (ligne rouge) et sans irradiation préalable (ligne bleue). Les propriétés optiques mesurées
sont celles de 1’état triplet - SRh6G ™. Les données brutes (pointillées) ont été lissées (ligne solide).
les intensités n’ont pas été normalisées.

m/z 414.1 et m/z 428.1 correspondent a une perte de Et® et Met® provenant d’une rupture homoly-
tique (figure II1.17). De tels fragments ne sont pas observés par CID a partir de la rhodamine B ni
sur nos spectres CID (II1.14).[117] Ils sont donc la signature de la nature radicalaire de la dissocia-
tion de I’état électronique triplet de la Rhodamine & 600 nm. Les calculs DFT, effectués par Dr. B.
Chan, & partir des mécanismes de réaction proposés figure II1.17 suggerent que les fragments Et® et
Met® proviennent le plus probablement d’un groupement N-ethyl. La premiere étape donnant lieu
a la formation d’'un fragment N-CHy certainement stabilisé par les électrons conjugués du systéeme
aromatique. Les calculs ont donné des énergies de réaction qui engendrent les fragments Met® et
Et® pour 3Rh6G¥, de 148 kJ/mol et 164 kJ/mol (ces énergies sont bien plus hautes pour 'Rh6G¥ :
> 300 kJ/mol).

Les mesures d’évolution de la fragmentation en fonction de 1’énergie de collision de 1’état triplet
de la thodamine (apres 500 ms & 488 nm) et du singulet (apres 500 ms sans irradiation) sont présentés
figure I11.18). On peut noter qu’il est impossible de différencier I’évolution de la fragmentation du
triplet (demi-cercle rouge) de la fragmentation du singulet (demi-cercle bleu et cyan). Ces résultats
nous indiquent que les collisions énergétiques avec l’état triplet, ramenent la rhodamine a I'état
singulet avant de former des fragments. On peut donc supposer que les collisions énergétiques
agissent comme quencher de ’état triplet. On en déduit (de nouveau) que la CID, qu’il s’agisse de
la nature des fragments ou de I’évolution de leur intensité en fonction de I’énergie de collision, ne

peut étre utilisée comme sonde de 'excitation de I’état triplet.
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FIGURE III.16 — Spectres de masse LID a 600 nm apres 500 ms sans irradiation (haut, singulet) et
apres 500 ms d’irradiation & 600 nm (bas, Triplet) de la [RH6G™ & m/z 443,1 (annoté *).
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FIGURE II1.17 — Schéma du mécanisme proposé pour la perte des radicaux Met et Et de SRh6G*

I11.4 Evolution de la population de I’état triplet

On a vu que la fragmentation a 600 nm était spécifique du triplet. Par conséquent, le rendement
de photo-fragmentation a 600 nm est proportionnel & la population du triplet et grace au disposi-
tif pompe-sonde il est possible de suivre I’évolution de cette population en utilisant 1’évolution du

rapport de photo-fragmentation & 600 nm en fonction du temps de relaxation apres une irradiation
a 488 nm.

Sur la figure II1.19, sont présentés les rapports de fragmentation en fonction du délai pompe-
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FIGURE III.18 — Rendement de fragmentation de la rhodamine 6G™ en fonction de 1'énergie par
collision (NCE), apres 500 ms sans irradiation (bleu), aprés 500 ms a 488 nm (rouge), sans irradiation
et immédiatement apres la sélection (cyan)

sonde dans I'hélium (en bleu) et dans 'Hélium avec 1% de NO (rouge). Les différents jeux de
données (cercle, étoile, triangle, pentagone) présentent un déclin mono-exponentiel. Tous les jeux
de données ont été fittés ensemble (pour les deux gaz tampons) par une fonction de décroissance

mono-exponentielle de type :

Ap.e™ +B (2.6)

Ou Ap et B sont des parametres ajustables. Ils sont variables pour chaque jeu de donnée. Ils
prennent en compte les petites variations des conditions expérimentales pouvant affecter le systeme
observé (pression, température, puissance laser, etc.) Le temps caractéristique 7 est le parameétre
commun a tous les jeux de données. Ce parameétre est le marqueur de la durée de vie de ’état triplet.
Donc dans des conditions semblable cette durée est indépendante des conditions expérimentales et
doit donc étre identique pour chaque jeu de donnée. La fonction issue du modele prenant en compte

les différentes constantes de réaction est décrite plus en détail dans la sous-partie TI1.7.

D’apres les résultats du fit, dans ’hélium, la durée de vie de I’état triplet est de 1888 + 47 ms,
ce qui est du méme ordre de grandeur que les données de la littérature (2060 ms).[113] Les colli-
sions avec les gaz rares quenchent tres inefficacement 1'état triplet a la différence de I’'He.[114] La
différence de pression d’He (< 0,4 x 1072 mbar ici et 0,2 mbar pour la ref[113]) ne semble pas jouer

de role sur la durée de vie du triplet. Greisch et al. ont choisi de faire ces mesures a haute pression
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FIGURE II1.19 — Evolution du rapport de photo-fragmentation de Rh6G™ & 600 nm en fonction du
délai pompe-sonde apres 500 ms d’irradiation a 488 nm dans I’hélium (bleu) et hélium avec 1% de
NO (rouge). Plusieurs jeux de données sont tracés sur la figure (circle, étoile, triangle, pentagone)

de maniére & ce que le refroidissement collisionnel empéche la dissociation de Rh6G™. La différence
avec la durée de vie rapportée par Kondel et al. réside probablement dans les traces éventuelles
de O2 quencher de triplet, provenant certainement de la source électrospray (& pression atmosphé-
rique) ou dans les différentes températures des pieges (> 298 K ici vs 286 K) qui activent alors des

processus de relaxation non radiative vers I’état singulet fondamental, dans notre dispositif.[113, 114]

Nous avons sondé l'effet du réchauffement par collision sur le quenching de 1’état triplet en uti-
lisant le méme dispositif pompe-sonde. Nous avons mesuré la dissociation photo-induite a 600 nm

apres 500 ms d’irradiation a 488 nm et activation par collision & différents NCE (figure I11.20).

Sur la figure I11.20, le rendement de photo-fragmentation apres application d’'une NCE présente
une courbe décroissante que 1’on a fittée par une fonction mono-exponentielle. Ainsi, la valeur de
NCE associée au quenching de I’état triplet est trés faible, de I'ordre de 0.5 %. De plus on peut
voir sur cette méme figure, panneau de gauche, que la largeur de la fenétre d’isolation a une grande
influence sur le rendement de photo-dissociation. De précédentes études ont montré des résultats
similaires. L’excitation par collision avec une fenétre d’isolation étroite peut induire la rupture de
liaison faibles, de complexes non covalents mais également des réarrangements structurels de faible
énergie.[118, 119]

Par conséquent, Iexcitation par collisions de SRh6G*, due & lapplication d’une énergie de

collision et/ou une étroite fenétre d’isolation, engendre un quenching du triplet. Ces observations
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FIGURE II1.20 — Rendement de photo-fragmentation de la rthodamine 6G™ en fonction de 1'énergie
par collision (NCE) apres 500 ms a 488 nm (droite). Spectre de masse LID a 600 nm apres 500 ms
d’irradiation & 488 nm suivie par une large fenétre d’isolation Am/z 20 (haut gauche), une petite
fenétre d’isolation Am/z 1 (milieu gauche), et une large fenétre d’isolation et une NCE de 10 avant
I'impulsion & 600 nm (bas gauche)

confirment la grande sensibilité de I’état triplet face au chauffage collisionnel.

II1.5 Compétition entre réactivité et quenching

Enfin, la durée de vie de l'état triplet a été mesurée en présence de *NO dans le piege (fi-
gure I11.19, rouge). La durée de vie est alors réduite & 728 + 9 ms. Elle reste trés longue comparée
aux valeurs obtenues en phase liquide mais devient 3 fois moins grande que la durée de vie du tri-
plet dans I'hélium seul. Les collisions avec *NO sont supposées quencher ’état triplet a I'instar du
dioxygene : avec 1% de O dans le gaz tampon (~2 x 10* collisions ion/Os par seconde), le temps
de vie de 2Rh6GT est trop court pour étre mesuré.[120] Le quenching privilégié par *NO plutét que
He est dii probablement aux interactions électroniques plus favorables entre SRh6G™* et le doublet
de *NO. Par ailleurs, lorsque I'interaction électronique est optimale, la réactivité chimique modifie
le systeme et laisse place au composé nitroso a I’état fondamental. Ainsi, la réactivité associée au

quenching diminue sensiblement la durée de vie de *Rh6G™.

II1.6 Réactivité de I’état triplet

C’est donc a cette réactivité que nous nous sommes ensuite intéressés. Nous avons sondé la
réactivité de 1'état triplet de la rhodamine 6G™ en ajoutant au gaz tampon 1% de *NO ce qui

correspond a ~60 collisions ion/*NO par seconde dans le piege a ions.[120, 121]
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FiGURE II1.21 — Spectres de masse mesurés aprés 500 ms d’irradiation a 488 nm suivi par une
sélection MS? de 500 ms en présence de *NO (ligne continue), 5000 ms avec *NO (pointillés), sans
*NO (tirets) de la RH6G™ & m/z 443,1 (annoté *). Les encarts gauches et droits montrent les pics
des ions produits [Rh6G-H]** et [Rh6G-H+NO]*

La figure II1.21 présente les spectres de masse obtenus apres 500 ms d’irradiation a 488 nm,
a plusieurs durées de réaction (ligne continue 500 ms, pointillés 5000 ms) avec *NO et sans *NO
(tirets). Aucun changement n’apparait sur le spectre de masse sans irradiation préalable a 488 nm
en présence de *NO . En revanche, quelques pics apparaissent apres l'irradiation a 488 nm. Ces pics
peuvent étre expliqués par la réactivité de 1’état triplet de la Rhodamine. SRh6G™ réagit avec *NO
pour former un pic & m/z 442,2 et 472,2 correspondant respectivement & [Rh6G-H]** et [Rh6G -
H + NOJ*. La cinétique de formation de ces produits n’étant pas mesurable (car d’intensité trop
faible), I’évolution de l'intensité de ces derniers suggere cependant qu’ils ont été formés a partir
de Rh6G* — [Rh6G-H]*t Etat singulet (ss) — [Rh6G-H+NO]*. Le rapport de branchement des
collisions réactives avec *NO pour produire [Rh6G-H+NO]* est estimé au maximum a 0,2%-1%.
Par conséquent, la majorité des collisions entre 3Rh6G™T et *NO ne sont pas réactives. De fait, plus
le piégeage est long (plus la durée d’intéraction de SRh6G* avec *NO est grande) plus on observe

de produits de la réaction.

Les produits de la réaction sont formés tout au long de la durée de vie de 1’état triplet (fi-
gure II1.22). Cette durée est ~10% fois plus grande que le temps de refroidissement collisionnel
déterminé par le méme dispositif pompe-sonde apres photo-excitation visible de QSY7 dans la par-
tie IT précédente, figure 11.6.[96] La formation de ces produits de réaction ne peut avoir lieu & partir

des singulets vibrationnellement chauds produits par le laser continu.

Sur la figure IT1.23, on note que les produits de réaction sont beaucoup plus intenses lorsque la

puissance du laser continu est la plus importante (cyan). Il apparait donc que la formation de ces
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FIGURE II1.23 — Intensité relative des produits Nitroso (en ppm relativement & l'intensité de 'ion
parent). Les barres d’erreur indiquent une incertitude de 2o.

produits ne soit possible qu’en la présence de I’état triplet de la Rhodamine. Cette réactivité semble

étre favorisée par le caractere radicalaire de I'état électronique triplet.

Les calculs DFT du Dr. B. Chan ont permis de révéler quelques mécanismes de réaction pos-
sibles et la thermochimie associée a ces mécanismes (figure I11.24). Le mécanisme correspondant &
I’addition simultanée de *NO et la perte de H est trés endothermique, son enthalpie de réaction

est de 260 kJ/mol pour le singulet mais est beaucoup moins endothermique pour le triplet 64 kJ/-
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F1GURE I11.24 — Thermochimie associée a la réaction du triplet avec NO calculé par DFT.

mol (figure 111.24 eq.1). La deuxiéme voie possible est la perte d’un atome d’hydrogéne en premier
lieu, pour former [Rh6G-H]*" puis HNO (figure 111.24 eq.2) suivi de I'ajout de *NO pour former
la nitroso-Rhodamine [Rh6G-H+NO]" (figure II1.24 eq.3). La premicre étape de ce second méca-
nisme est également tres endothermique pour le singulet (207 kJ/mol). Cela explique qu’aucune
réaction ne soit observée sans irradiation a 488 nm. Cependant, pour le triplet, la perte de I’hydro-
gene est moyennement endothermique, 12 kJ/mol, et est donc énergétiquement possible. L’ajout de
*NO a posteriori est trés exothermique (-149 kJ/mol). Les valeurs des énergies de ce mécanisme &
plusieurs étapes montrent qu’il s’agit du plus probable. De plus, 'observation de 'intermédiaire ré-
actionnel [Rh6G-H]*" & m/z 442.2 corrobore ce mécanisme. Une seconde déshydrogénation & partir
de [Rh6G-H]** pourrait former [Rh6G-2H] . Cette réaction est calculée comme étant exothermique
( -51 kJ/mol) mais n’est pas observée expérimentalement (figure I111.24 eq.4). La raison la plus évi-
dente au fait que ’on n’observe pas cette réaction est que ’ajout de *NO en compétition avec cette
réaction (eq.3 vs eq.4) est 3 fois plus énergétiquement favorable (-149 kJ/mol vs -51 kJ/mol). 11 y
a donc peu de chances d’observer [Rh6G-2H] ™.

La réaction de la rhodamine avec NOg a également été étudiée. Durant 'installation de la ligne
He:NO, il y a vraisemblablement eu génération de *NOs par la réaction entre le *NO de la bou-
teille et le reste de O2 de 'air qui remplissait la ligne d’introduction du gaz.[121, 122] Nous avons
observé de maniere transitoire au début des expériences, des pics évoquant une réaction avec NOao,
figure II1.25. C’est sur cette base que nous avons pensé a la génération de NOgy par la réaction
entre *NO et Og. Les résultats obtenus montrent, figure II1.25, un pic & m/z 441,2 quand *NOg est
présent dans le piege (-2 Da par rapport a I'ion parent, pic de gauche, panneau de gauche) et un
pic & m/z 488,2 (panneau de droite) correspondant a la nitro-rhodamine. Cette réaction fortuite
nous a permis d’envisager un autre type de mécanisme pouvant avoir lieu (figure I11.26). La na-

ture endothermique de chaque étape de réactions avec le singulet réduit toute possibilité que NOq
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puisse réagir avec celui-ci. En revanche, la déshydrogénation du triplet (m/z 442) est hautement
exothermique (-119 kJ/mol). De plus, contrairement a la réaction avec *NO, la perte d’un second
hydrogeéne pour former le produit [Rh6G -2H]™ (m/z 441, -182 kJ/mol) est en compétition avec
la formation de [Rh6G-H + NO]™ (m/z 488, -163 kJ/mol). L’observation de ces deux pics sur le

spectre de masse est cohérent avec les calculs effectués sur les mécanismes proposés.
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FIGURE II1.25 — Spectres de masse mesurés apres 500 ms d’irradiation a 488 nm suivi d’une étape
MS? sans NO (tirets), avec NO (ligne continue) de la RH6G' & m/z 443,1 (annoté *).
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F1GURE 1I1.26 — Thermochimie associée a la réaction du triplet avec NOy calculée par DFT.
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IT1.7 Traitement de données

Dans cette partie, les différentes méthodes et modeles utilisés pour les traitement de données

sont décrits.
Evolution de la population des différents acteurs de la formation de I’état triplet
La population relative du triplet (T), des fragments du singulet (S) et des produits (P) ainsi que

les rapports de branchement entre la réaction du triplet de la rhodamine avec °*°NO wvs. le quenching

vers I'état singulet peuvent étre estimés en utilisant un modele cinétique simple présenté sur la

figure I11.27.
Triplet L;’f‘ﬁ—'é}» NO-product \/></‘ @
Probe
Singlet %- %)

600nm (+He
FIGURE II1.27 — Schéma de la cinétique de réaction de SRH6G™ avec *NO

kquenching

+NO)

Photo-fragments

Le triplet peut réagir avec *NO ou étre quenché (ky¢qction vS. Kquencn ). Dans 'approximation du
régime permanent pour *NO, les pseudo constantes de vitesse du premier ordre sont notées k, et

k, et le systéme peut étre intégré par:

T(t) = Ty.e~krtka)t
F(t) _ TO)(]. — ¢ 0-2.0t) o—(krtkq).t

P(t) = T (1 — elbrha)

A partir du modele T(t) présenté ci-dessus, la durée de vie du triplet est 1/(k,+k;). La quantité
de fragments évolue selon une courbe mono-exponentielle décroissante, donc k,+k, peut étre extrait
en fittant le rapport de fragmentation. Les fits ont été ajustés en utilisant la méthode des moindres
carrés. La formation du triplet ainsi que des fragments dépendent des conditions expérimentales,
les différents jeux de données ont été fittés et le préfacteur a donc été déterminé indépendamment
les uns des autres. La constante de déclin a été considérée comme une variable commune a tous

les jeux de données dans les mémes conditions de piégeage (gaz tampon He, température ambiante).

Extraire les rapports de branchement de la réaction du triplet vs. le quenching a partir des don-

nées expérimentales:

Le pré-facteur des produits P (défini dans la sous partie I11.4), k, /(k,+k,) est le rapport de bran-
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jeu de données | Fits exponentiels des fragments et produits (s™!) | limite supérieure
ky+k, | kr.To Fo pour k,/(k,+k,)
o 5 1,4 0,23 68 2,4%0
% 6 1,3 0,26 18 11,1%0
T 7 1,6 0,26 19 8,6%0

TABLE 2.4 — Degrés de liberté vibrationnels et nombre de photons absorbés déterminés pour chaque
systeme étudié a partir du fit des résultats expérimentaux et des simulations.

chement de la réaction vs. quenching multiplié par Tq. Il peut étre extrait a partir de I’ajustement
par une fonction mono-exponentielle des résultats. Il faudra diviser le résultat par Ty pour obtenir la
valeur du rapport de branchement. Il est cependant impossible de déterminer la quantité de triplet
dans le piége car on ne connait pas la contribution du singulet dont le rapport m/z est identique.
En revanche, les ions étant tous mono-chargés et les fragments issus de la photo-dissociation & 600
nm sont tous associés a la fragmentation du triplet. On peut ainsi remonter a la population de ce
dernier. La quantité de fragments est proportionnelle & la population du triplet. La section efficace
d’absorption o, ® la fluence et 0t le temps d’interaction sont constants pour un méme systeme.
De fait, la quantité de fragments donne une valeur minimale de la population du triplet. Les trois

variables des fits sont alors déterminées comme:

ky.Th
ky + kg
To(l _ 6._0—'q>'6t

Pour chaque jeu de données, la variable k,+k, est un parametre partagé. On a pu ainsi en

déduire I'équation 2.7

kr k’r‘-TO fitsurP 1 fitsurF
ke + kg~ ke + kg Fy

(2.7)

Les résultats des fits et les limites maximales des rapports de branchement sont rassemblés dans
le tableau 2.4

IT1.8 Conclusion

Nous avons mis en place un dispositif pompe-sonde qui nous a permis de mesurer les propriétés
optiques, la durée de vie et la réactivité de Rh6GT. Ces mesures peuvent étre réalisées sur 1’état
triplet de divers systémes a condition qu’il ait une longueur d’onde d’excitation spécifique de maniere
a pouvoir mesurer la population du triplet. De plus, bien que la section efficace de réaction du triplet
avec *NO soit tres faible en rapport avec sa désactivation, cette réaction peut étre une voie de photo-
dégradation possible. Enchainer successivement la transition Sy <— S; sur une longue période, peut
accélérer le photo-blanchiment qu’il est important de comprendre afin de 1’éviter, notamment dans
les applications en imagerie. D’autre part, les réactions avec *NO se produisent pendant toute la

durée de vie du triplet.
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D’autres dérivés de la Rhodamine, Rh575"7, RhB™ et Rh101™ qui sont aisément transférés en
phase gazeuse par ESI sont de bons candidats pour de futures études.[113] Il sera possible d’étudier
les effets de I'agrégation de dérivés de colorant sur la durée de vie et la réactivité de 1’état triplet
grace a la capacité de sélectionner en masse les ions d’intérét. Enfin, le dispositif expérimental que
nous avons mis en place nous permet de préparer les intermédiaires par laser, de déterminer leur
propriétés optiques et d’observer les produits de réactions sous différentes conditions. Ce dispositif

ouvre la voie a de nouvelles études de photo-catalyse.

IV Perspectives : Expériences de réactivité sur ions photo-activés

Les chromophores ont ’avantage de rendre possible la photo-dissociation dans le visible de la
plupart des biomolécules, qui n’absorbent pas dans cette gamme de longueur d’onde. Leur propriété
d’absorption, d’émission et autres voies de relaxation ouvrent un large champ d’application dans le

domaine I’étude de structures de molécules biologiques.

L’exploration de toutes les voies de relaxation possibles apreés photo-excitation (fluorescence,
fragmentation, réactivité, ISC, ...) et de leur fonctionnement, ainsi que la compétition entre ces
voies et la réactivité de ces composés est donc essentielle pour interpréter correctement les phéno-
menes observés et mettre en place des techniques analytiques dérivées comme par exemple le FRET

d’action.

Dans ce chapitre nous avons exploré deux voies de relaxation différentes. Dans le cas du quencher
de fluorescence, le QSY7, nous avons pu observer que la fragmentation avait lieu par absorptions
multiples de photons successifs. Le nombre de photons absorbés avant la dissociation a été déter-
miné grace a l'utilisation de modeles théoriques. Enfin, les voies de relaxation empruntées ont pu

étre estimées grace aux résultats expérimentaux, soutenus par des calculs de chimie théorique.

Le second cas exploré est la formation de I’état triplet de la rhodamine et sa durée de vie, me-
surée par une expérience pompe-sonde avec des délais allant jusqu’a 10 s. Ces expériences, basées
sur l'observation de la photo-fragmentation des ions a donné acces a la population de I’état triplet.
Nous avons également été en mesure d’observer la réactivité du triplet avec un gaz radicalaire, *NO.
Les calculs DFT menés en paralléle ont aidé a prévoir les mécanismes de réactions ayant lieu entre

ces deux composés.

Dans le chapitre suivant nous sonderons de nouveau des processus dynamiques photo-induits
en utilisant également un dispositif pompe-sonde laser a deux couleurs. Nous suivrons alors une
cascade d’éventements dont I'excitation, le transfert d’électron, le changement de conformation et
le transfert de proton. L’étude de dynamiques conformationnelle de molécules biologiques sera le

sujet central de ce projet.
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Chapitre 3

Transfert de proton

I Introduction

I.1 Transfert de proton couplé au transfert d’électron

Le transfert de proton couplé au transfert d’électron (PCET) est un mécanisme réactionnel
impliqué dans de nombreux processus biologiques comme la photosynthese [13] et la respiration cel-
lulaire [123]. Tl permet également des réactions enzymatiques peu énergétiques.[124] On peut enfin

le retrouver dans des mécanismes de production d’énergie (panneaux solaires).

Il s’agit comme son nom l'indique et de maniére générale d’un processus impliquant le transfert
d’un proton et celui d'un électron qui peuvent, par exemple, se faire simultanément ou bien de
maniere séquentielle. Ce transfert peut se produire entre un ou plusieurs sites dit "donneur(s)" et
"accepteur(s)" de proton et électron. Les donneurs et accepteurs peuvent étre des sites situés sur une
seule ou bien plusieurs molécules. Il peut étre déclenché par un certain nombre de stimuli physiques

ou chimiques, par exemple, changement de pH ou température, photo-excitation, etc.

D,—'DH A, —A, —— D;— D,--HA'—A,
ET‘[ EPT lET
D,—'DH--A,—A] —=  D,— D,---HA—A;

FIGURE 1.1 — Schéma des différents mécanismes de transferts couplés de proton et électron avec A
le/les accepteur(s) et D le/les donneur(s) [125].

On parle de transferts séquentiels lorsqu’il y a existence d’une espece intermédiaire stable entre

le transfert de 1’électron et celui du proton, c’est & dire si cette espéce est observable expérimentale-
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ment. La figure 1.1 présente les différentes voies possibles de transfert d’électron couplé au transfert
de proton. L’espéce initiale (qui peut étre une seule ou deux molécules) est présentée en haut a
gauche. En bas a droite est ’espece finale, apres PCET. Le mécanisme présenté en diagonale est le
transfert dit "concerté"/ simultané des deux charges. Les mécanismes séquentiels peuvent s’effectuer
dans n’importe quel ordre : ET puis PT ou PT puis ET. Le mécanisme dont le transfert d’électron

est suivi du transfert de proton est celui qui sera observé dans la suite de ce chapitre.

Le transfert de charge photo-induit peut étre un précurseur de modifications structurales des
molécules en biologie.[125] C’est pourquoi il est important d’en comprendre les rouages physiques
a I’échelle moléculaire. C’est dans ce cadre qu'une approche pompe-sonde laser en phase gazeuse a
été développée. L’objectif étant de comprendre le réle joué par la dynamique conformationnelle sur

ces transferts de charge.

I[.2 PCET : un mécanisme lié au changement conformationnel

Dans une précédente étude, la dynamique de transfert de proton couplé au transfert d’électron
a été mesurée par des expériences résolues en temps et en phase gazeuse sur un peptide "modele"
composé d’une histidine en Nyepp,, de trois glycines au centre et d’un tryptophane en Cyepp,.[126]
Lors de cette étude, MacAleese et al. ont observé une différence de signature optique entre les pep-
tides HGsW et GsW radicalaires. C’est la premiere "observation" du transfert de proton. Ils ont
alors mesuré la cinétique de ce transfert. L’utilisation d’un complexe avec argent est la stratégie qui
a été adoptée de maniere a pouvoir déclencher le processus optiquement et de maniere résolue dans
le temps. Ils ont d’abord observé un transfert d’électron rapide (~3 ps) entre le peptide et 'argent
cationique. Puis, ils ont observé ce qui semble étre une limite conformationnelle & la cinétique de
transfert de proton. C’est pourquoi nous avons sondé 'effet de la taille et la nature des constituants
du peptide sur cette dynamique conformationnelle en utilisant la dynamique de transfert de proton

comime observable.

HoNy,
2, OH HNz,,

7
\

FIGURE 1.2 — Schéma du tryptophane (gauche) et de I'histidine (droite).

OH

L’acide aminé tryptophane (W ou Trp), représenté a gauche figure 1.2, situé en Ciepr, du peptide,

a été choisi comme site "donneur" d’électron et de proton. Le tryptophane est un chromophore, il
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est capable d’absorber des photons dans I'ultraviolet. Un ion argent (Ag™) complexé au peptide
est 'accepteur d’électron. Les ions métalliques sont tres présents dans les processus de transfert
de charge en biologie ainsi que dans les réactions de catalyse et d’oxydo-réduction.[127] Enfin, une
histidine (H ou His), dont la structure est représentée a droite figure 1.2 a été sélectionnée pour
étre 'accepteur de proton. En effet, ’histidine est un acide aminé basique, dont I’affinité protonique
(& Iétat neutre) est I'une des plus grandes parmi les acides aminés présents dans la nature. En
revanche, les acides aminés placés entre I'histidine et le tryptophane ont été choisis de maniere a
ce que leur affinité protonique soit faible et donc qu’ils soient tres peu susceptibles d’accepter un

proton : des glycines (G ou Gly).

La dynamique de transfert de charges a été mesurée afin de mieux connaitre ce mécanisme tres
présent dans les processus biologiques comme mentionné précédemment. L’étude de la dynamique
de transfert de proton (PT) qui sera présentée dans ce chapitre est en fait la suite de mesures
publiées en 2016 sur un peptide "modele".[126] Ces mesures de dynamique ont pu étre faites grace
a des mesures résolues en temps en phase gazeuse. Dans cette étude, le transfert d’électron est

déclenché par une impulsion laser UV.

- : ‘f‘ + L ' 3 o - o+
{Em {‘;;‘
‘ ur | o =1 < "'y y

hv H* Transfer

i g ) i e ‘W ¥
1 s 7% A
o (e Transfer~ps) ~ (7 A<

Ly,

¢ & Ag loss
*>- 3 M " s P -
il i 4 ‘ 'p g

FIGURE 1.3 — Schéma du mécanisme complet du transfert d’électron couplé au transfert de proton.

L’absorption des photons UV correspond a l'excitation de la transition m-7* du tryptophane
(mécanisme représenté a gauche sur la figure 1.3. Le transfert d’électron qui succede a 'excitation a
lieu entre le tryptophane (donneur d’électron) et I'ion Agt (accepteur d’électron). Ce transfert est
rapide (3.5 ps pour le peptide "modele" précédemment étudié) et mene a la perte de I’argent neutre.
Le peptide subsistant est alors radicalaire et positivement chargé, en bas a droite de la figure 1.3.
La charge et le radical sont donc positionnés sur I'indole du tryptophane. Cette charge est transfé-

rée jusqu’a I’histidine. Ces observations laissent supposer que ’affinité protonique du tryptophane
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radicalaire en phase gazeuse est plus faible que celle de I'histidine neutre. Les propriétés optiques
du tryptophane radicalaire neutre et chargé sont tres différentes.[128] En effet, le maximum d’ab-
sorption du Trp radicalaire cationique est centré a 590 nm alors que le maximum d’absorption du
Trp radicalaire neutre est a 473 nm. On peut ainsi observer ce transfert de proton grace a la modi-

fication de la signature optique du tryptophane en fonction de la position de la charge sur le peptide.

La dynamique de transfert de proton s’est avérée limitée par la dynamique conformationnelle
du peptide étudié. Dans cette thése nous sommes partis de ces résultats initiaux et avons étendu
I’étude a une série de peptides de taille et de nature variées de maniere a explorer I'influence de
la composition des peptides sur leur dynamique conformationnelle. Pour mesurer ce phénomene

dynamique, on utilisera une expérience résolue en temps : pompe-sonde laser a deux couleurs.

I.2.a Expérience pompe-sonde

Le montage expérimental de cette expérience a été décrit dans le chapitre 1 "Montage expéri-
mental et instrumentation". Les peptides étudiés sont mis en phase gazeuse et ionisés par ESI dans
le spectromeétre de masse. Les ions [peptide, Ag]™ sont sélectionnés en m/z dans le piege (HPC
ou LPC). Le laser de pompe (UV) irradie les ions piégés et crée des peptides radicalaires chargés
positivement issus de la perte d’Ag neutre & partir des complexes. Apres un délai At, le laser de
sonde a 545 nm interagit avec les peptides piégés. La sonde intervient a différents avancements de

la réaction de transfert de proton.

400 450 500 550 600 650 700
wavelength / nm

FIGURE 1.4 — Spectre optique du tryptophane radicalaire cationique (trait plein) et neutre (pointillé),
cette figure est adaptée a partir de [129]
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Penta-peptide | Poly-glycine | Poly-alanine | Poly-proline Cyclique Controle
- HGW - - CHG,WC GoW
HGAGW HGsW HAsW HPsW CHG3;WC GsW
HGIGW HG;W HAsW HP;W CHG4WC -
HGLGW HGsW HAgW HPsW CHG3sWGC -
- WGsH WAGH WPsH CHP,WC -

TABLE 3.1 — Listes des peptides étudiés.

IT Méthodologie

II.1 Mise en place
II.1.a Préparation d’échantillons

Tous les peptides utilisés, listés dans le tableau 3.1, ont été synthétisés par Genecust. Ils sont ras-
semblés en 6 groupes, les "penta-peptides" dont seul I’acide aminé central change, les "poly-glycines",
"poly-alanines" et "poly-prolines" dont le nombre d’acides aminés est croissant, les "cycliques" dont
les cystéines de part et d’autre forment des ponts disulfures, et les peptides "controle" sont des
poly-glycines sans histidine. Ils ont été commandés avec une pureté < 70% et groupements termi-
naux protégés par amidation et acétylation. Le groupement amine en Nyg,p, des peptides est acétylé
(ajout de CH3CO) et le groupement carboxy en Ciepy, est amidé (CONHy a la place de COOH).
La série de peptides qui a été analysée est & l'origine sous forme de poudre (lyophilisé). La majorité
des ces peptides a été mise en solution par dissolution de la poudre dans un petit volume d’eau
pour atteindre une concentration en peptide de I'ordre de 500 pmol.L~!. Puis cette solution a été
diluée dans un mélange équivolumique d’eau et de méthanol jusqu’a obtenir une concentration de
10 gmol.L~!. L’argent est ensuite ajouté par le biais d’une solution de nitrate d’argent (AgNOs)
4 2.5 1072 mol.L~!. La solution d’AgNO3 est ajoutée de maniére & obtenir une concentration en

argent de 25 pumol.L~! dans la solution finale (celle qui va étre injectée dans la source ESI).

Pour les poly-alanines, peu solubles dans ’eau, un autre protocole de mise en solution a été mis
en place. La poudre lyophilisée a d’abord été dissoute dans un mélange trifluoroéthanol (TFE) : acé-
tonitrile (ACN) (5001:L:210pL) auquel ont été ajoutés 42 pLi de trifluoroacétate d’argent (AgTFA)
a 45 mM dans 'ACN. Puis de l'eau a été ajoutée par pas de 100 pL jusqu’a ce que la solution soit
limpide. Entre les ajouts d’eau, la solution a pu éventuellement étre passée aux ultrasons si 'on
observait des restes de poudre en suspension. Enfin, cette solution a été diluée dans un mélange
(1:1) H2O:ACN pour obtenir une solution finale a 10 pM.

La mise en solution des peptides & cystéines (colonne "Cyclique", tableau 3.1) s’est faite de la
méme fagon que tous les autres peptides. La complexation avec ’argent se fait également de maniére
spontanée. Le peptides en solutions sont alors sous la forme oxydée, les deux cystéines de part et

d’autre du peptide forment un pont disulfure. Afin de réduire ce pont, 100 pL. de TCEP est ajouté
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a la solution, puis, celle-ci est placée pendant 1 heure a I’étuve a 60°C. Les spectres de masses ont
montré que les peptides étaient bien réduits, mais nous ne sommes pas parvenus a observer ces

peptides complexés & Ag™.

II.1.b Fragmentation

La dynamique de transfert de charge en phase gazeuse est mesurée via 'observation de fragments
photo-induits par la sonde.

Deux types de fragments majoritaires et communs a tous les systeémes étudiés sont pris en
compte. Le premier est la rupture de la liaison C,—Cp du tryptophane (figure I1.6 A). Cette rup-
ture mene a la perte de la chaine latérale donnant les ions m/z 130 ou M-129 selon la position de la
charge (avec M le rapport m/z de Iion parent). Le second type de fragments est la perte compléte
du tryptophane et de sa partie Ciepp, (mécanisme figure I1.6 B). Les ions fragments formés sont
m/z 186 ou M-185 selon la position de la charge. Ces fragments sont la signature de la fragmen-
tation du radical.[130-132] Les fragments M-185 et M-129 sont les plus intenses pour les peptides
comprenant une histidine (figure IL.5 (A)).

Les peptides a cystéines (dont les ponts sont oxydés) présentent seulement le fragment M-129.
La partie Cyiepp du tryptophane étant attachée a la cystéine qui est elle méme liée a 'autre coté de
la chaine via un pont disulfure ne mene donc pas a I'observation d’un fragment lors de la rupture
de la liaison C,—O—R™ (figure I1.6 A).

Les fragments m/z 130 et m/z 186 sont exclusivement observés lorsqu’il y a absence d’histidine
(figure IL.5 (B)). Ces fragments montrent bien la présence rémanente du proton sur le tryptophane.
Ceci met en évidence le fait que I'histidine conditionne la répartition des charges sur les fragments
via la déprotonation de la chaine latérale du tryptophane. Ces fragments sont de tres faible intensité,
nous avons choisi de ne prendre en compte que les deux fragments de plus grande intensité pour le
traitement de données (& savoir M-185 et M-129).

Le rapport de fragmentation du peptide radicalaire a 545 nm a été utilisé pour évaluer ses
propriétés optiques. FR%” est le rapport entre I'intensité des fragments du radical cation issus de
Pabsorption du faisceau & 545 nm, soit les ions de m/z 130 ou M-129 et m/z 186 ou M-185 et de la

somme des intensités de ces ions fragments et de 'ion parent, le peptide radicalaire (équation 3.1).

v I
FR '8 e ¥ 3.1
R II‘:/ZS + IR ( )
Cependant le faisceau UV, en formant le peptide radicalaire cationique, forme également des
fragments. Lorsque la dissociation se produit avant le transfert d’électron, elle forme des fragments
qui contiennent encore l’argent. Lorsqu’elle a lieu apres le départ de I'argent, les fragments sont

les mémes que ceux formés par la sonde. On peut donc considérer que l'intensité des fragments
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FIGURE IL.5 — (A) Spectre de masse du peptide modele HGsW et (B) spectre de masse du peptide
controle GgW obtenu lors d’une expérience pompe-sonde. L’ion parent [HG3W,Ag]™ et [GsW,Ag] ™"
est indiqué par une (*), I'ion radicalaire [HG3]*®, [G3]™® et les fragments sont indiqués sur le spectre.

mentionnés précédemment, Iz apparent sur le spectre de masse final est la somme des fragments
issus de la pompe uniquement I%V et ceux résultants de I'absorption de la sonde I%is (équation 3.2)
Ip =10V 4 1) (3.2)

Ainsi, 'intensité des fragments mesurée aprés absorption des faisceaux pompe et sonde I doit
étre corrigée par I'intensité des fragments issus de la pompe uniquement I%V. En effet, c’est 'inten-

sité des fragments formés par la sonde qui est la signature du transfert de proton. Les fragments
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FIGURE I1.6 — Schéma de fragmentation du tryptophane radicalaire. (A) mécanisme de formation des
produits m/z 130 et M-129, mécanisme proposé par Joly et al. [131] (B) proposition de mécanisme
de formation des fragments m/z 186 et M-185.

formés par la pompe et contenant I’argent sont remarquables par la forme de leur massif isotopique.
On peut effectivement facilement repérer les deux isotopes de 'argent a M et M+2 d’abondance
51,8% et 48,1% respectivement (figure I1.7).

Le rapport de branchement de ces fragments retourne au niveau observé avec la pompe seule
quelques picosecondes apres la pompe (c¢f. supplementary information [126]). On peut donc consi-
dérer, a I’échelle temporelle de notre expérience, qu’ils sont formés exclusivement par la pompe. De
plus le rapport entre les fragments avec et sans argent (équation 3.3) apres 'absorption de la pompe

seule est constant, voir figure I1.8.

o —q (3.3)

Ce rapport est calculé, a chaque série d’expériences, a partir des spectres obtenus a délais
négatifs (figure I1.8) pour chacune des expériences menées : quel que soit le délai négatif, ce rapport
est similaire, et on déduit o de la moyenne sur tous les contrdles négatifs. Ainsi, il est possible de
corriger l'intensité totale des fragments sans argent (I) a partir des fragments induits par la pompe
uniquement (Igv). Alors l'intensité des fragments provenant de la sonde est estimée a partir des

équations 3.2 et 3.3 et donne I’équation 3.4.

IV = Ir — alpa, (3.4)
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FIGURE I1.7 — Massif isotopique d'un fragment contenant 1’ion argent issu du complexe [HG3W,Ag] ™.
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FI1GURE I1.8 — Valeur de « en fonction du temps de tous les délais négatifs de I'expérience pompe-
sonde de HA3W. acq. 7 correspond au délai -3 ps, acq. 23 est -5 ps, acq. 24 est -4 ps, acq. 35 est -1
ps et acq. 57 est -2 ps. La valeur moyenne calculée de a est 0,74

On obtient donc l'intensité des fragments sans argent et induits uniquement par la sonde (I%%).

Par conséquent, le rapport de fragmentation du peptide (équation 3.5) a pu étre calculé en recom-
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binant les équations 3.1 et 3.4.

. ]f*—-aIFA IR
FRYV? = g —1- 3.5
R Ir+Ip — alpa, Ir+Ip — alpa, (3.5)

II.1.c Optimisation d’alignement laser

Une fois le montage optique et la synchronisation mis en place, nous devons nous assurer que
les deux lasers sont bien recombinés et qu’ils sont bien alignés au centre des pieges. Pour cela nous
nous servons d’un chromophore connu qui casse aux longueurs d’ondes pompe et sonde : QSY7.
Les deux faisceaux laser pompe et sonde ont été alignés indépendamment 'un de I’autre. Pour op-
timiser I’alignement du faisceau UV, nous nous sommes servis du peptide complexe [HG3W,Ag] ™.
Nous observons ainsi la quantité de peptides radicalaires cationiques (apres perte d’argent neutre)
produits par I’absorption de photons UV. Le spectre obtenu présente typiquement le peptide radi-

calaire comme fragment majoritaire a environ 10-15% du parent non dissocié (cf. figure 11.9).
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FIGURE I1.9 — Spectre de photo-dissociation & 266 nm du complexe [HGsW, Ag]"™ montrant la
formation du radical peptide.

On optimise 'alignement du faisceau en maximisant I'intensité du pic & m/z 552 correspon-
dant au peptide radicalaire chargé. Les autres pics apparents sur le spectre sont également issus de
cette interaction mais n’ont pas été utilisés pour l'alignement car leur intensité est trop faible. Pour
aligner le laser visible, & 545 nm, nous avons utilisés un chromophore, le QSY7 maleimide (déja

présenté dans le chapitre 2).

Son maximum d’absorption est situé autour de 540 nm. Le QSY7, lorsqu’il est irradié a cette lon-

gueur d’onde en phase gazeuse, forme des fragments photo-spécifiques (m/z 360, m/z 465, m/z 531,
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cf.[85] et chapitre photo-dissociation) qui ont permis d’optimiser ’alignement du faisceau visible.
L’alignement a donc pu étre optimisé sur la quantité de fragments produits. La puissance du laser

de pompe est réglée a 2 mJ/pulse et celle de la sonde est réglée & ~70 mJ/pulse.
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FIGURE I1.10 — Spectre de masse de fragmentation du QSY7 a 545 nm. Les cercles pleins oranges
marquent les différents fragments produits.

La figure I1.10 est le spectre de masse obtenu lors de ’alignement du laser visible, a 545 nm, par
optimisation de la fragmentation, en jouant sur les miroirs du faisceau visible, en amont du miroir

dichroique de recombinaison.

II.1.d Controle pompe-sonde "ON/OFF"

La superposition des deux faisceaux dans le piege est ensuite vérifiée en comparant 'efficacité
de fragmentation du peptide radicalaire induit par la pompe seule et par la sonde apres un délai
court (500 ns). Pour cela le laser de sonde est réglé alternativement "OFF" puis "ON" puis "OFF",
figure I1.11. L’objectif est de vérifier que la sonde a un effet mesurable, autrement dit qu’elle pro-
duit une observable, et qu’il s’agit bien de fragmenter le radical peptide. Et pour cela on vérifie
que la présence de la sonde induit bien une diminution de l'intensité du radical par rapport a la
sonde seule. Cela nous permet donc de controler que le faisceau visible atteint un maximum d’ions

radicalaires, au préalable, formés par 'UV.

La figure II.11, présente le rapport de fragmentation du peptide au cours d’une acquisition pen-
dant laquelle le laser de pompe est successivement éteint puis allumé et de nouveau éteint, avec un
délai de 100 ns. Le rapport de fragmentation est calculé de la méme maniere que pour ’analyse des

données sur les deux fragments principaux (c¢f. équation 3.1).
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FIGURE I1.11 — Rapport de fragmentation de HG3W*™ en fonction du numéro d’acquisition.

Ce test est effectué sur une acquisition d’environ 200 spectres de masse enregistrés successive-
ment. Le numéro du scan indiqué sur la figure correspond a un spectre de masse enregistré au cours
du temps. On peut noter que méme en I'absence de la sonde, le taux de fragmentation du radical

est d’environ 13 %, ce qui n’est pas négligeable.

II.1.e Spectroscopie optique des peptides "modele" et "controle"

Une fois le dispositif pompe-sonde mis en place et les lasers alignés nous avons testé les pro-
priétés optiques des peptides "modele" et "controle", HGsW et GsW respectivement. L’objectif de
ces mesures est de nous assurer que nous sommes en mesure d’observer le phénomene dynamique
de transfert de charge. La figure I1.12 présente les spectres optiques de GsW (rouge, panneau du
haut) et de HG3W (jaune, panneau du bas) avec un délai pompe-sonde de 30 ns (losanges) et de

10 ms (cercles).

Les spectres optiques de HGsW et GsW a un délai de 30 ns ont un maximum autour de 550 nm.
Ils correspondent & la signature optique du tryptophane radicalaire cationique.[128] En revanche, le
spectre optique de HGsW apres un délai de 10 ms est différent, le maximum est déplacé autour de
480 nm . Il correspond a la signature optique du tryptophane radicalaire neutre, et le spectre de GsW
n’a pas changé avec le délai. L’absence de changement de signature optique de G3W contrairement
a HG3W nous indique que nous mesurons un changement de signature optique dépendant du temps
(pour HG3W). L’absence d’histidine révele que le tryptophane reste cationique au cours du temps,
il ne semble pas y avoir de transfert de proton. On a ici la preuve que le transfert de charge est bien

un phénomene dynamique.
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FIGURE I1.12 — Spectre optique du peptide "controle” GsW (fenétre du haut) en rouge et de peptide
"modele" HG3sW (fenétre du bas) en jaune pour un délai pompe-sonde de 30 ns (losanges) et 10 ms
(cercles).

I1.2 Mise en ceuvre
I1.2.a Liste des délais

La liste des retards a appliquer par le générateur de délais a été élaborée de maniere a ce qu’ils
s’étendent de -5 ns (la sonde arrive avant la pompe) a 10 ms. Les retards négatifs vont de -5 ns a
-1 ns compris, par pas de 1 ns ce qui fait 5 retards. Puis, nous avions initiallement prévu 195 délais
allant de 50 ns a 10 ms répartis linéairement sur une échelle logarithmique. Les impulsions des deux
lasers ont une largeur a mi-hauteur de 5 ns et un jitter de 1 ns. Le délai minimum de 50 ns nous
assure qu’il n’y a pas de recouvrement temporel des deux impulsions pompe et sonde possible. La
dynamique de transfert de proton a été évaluée a plusieurs centaines de s, 10 ms semblent donc
suffisante pour mesurer cette dynamique. Ces 200 retards ont été ensuite placés dans une liste de
manieére aléatoire. Pour chaque délai, des spectres de masse sont enregistrés pendant 2 minutes, ce
qui correspond & environ 300 spectres. Ainsi, pour une expérience avec 200 acquisitions comptant
2 min par acquisition, ’expérience durait 6h40 environ. La figure II1.13 présente les résultats d’une
expérience pompe-sonde réalisée sur le peptide HG3W ot 200 spectres de fragmentation sont mesu-
rés avec un délai constant de 3 ms. On peut ainsi analyser ’évolution du rapport de fragmentation
au cours d’une expérience longue (200 points < 6h). La seringue utilisée ayant un volume de 1 mL,
en imposant un débit de 6 pL/min, il fallait alors remplir la seringue jusqu’a trois fois au cours
de l'expérience (barres verticales figure 11.13). Nous nous sommes apergus que le remplacement de
solution modifiait beaucoup la stabilité du signal. En effet on peut voir sur la figure I1.13 que le

rapport de fragmentation du peptide n’est pas constant au cours de I'expérience. Ces observations
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se sont avérés problématiques car le calcul du rapport de fragmentation en était affecté. Il nous
était difficile de fitter le rapport de fragmentation en fonction du délai et d’en extraire un temps

caractéristique.
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FiGgure 11.13 — Rapport de fragmentation de HGsW a un délai de 3 ms mesuré sur 200 acquisitions

Nous avons alors choisi de réduire la durée de I’expérience afin que toutes les acquisitions soient
achevées avant que la seringue ne soit vide. Nous avons fait le choix de faire 65 acquisitions dont 5
délais négatifs et 60 délais entre 50 ns et 5 ms étalés sur une échelle logarithmique et toujours placés
de manieére aléatoire (5 ms s’est avéré suffisamment long par rapport aux dynamiques mesurées).

L’expérience est entierement automatisée (cf. chapitre 1).

Le retard mesuré par la photodiode au niveau de I’entrée du spectrometre de masse entre les
deux impulsions déclenchées au méme instant est di a la différence de chemin optique des deux
faisceaux (cf. chapitre 1). Cet offset de retard est indiqué sur le générateur de délai de maniere a
ce que le retard généré par le générateur de délai corresponde exactement au délai entre les deux

impulsions dans le spectromeétre de masse (sans se soucier de la différence de chemin optique).

I1.2.b Déroulement de 1’expérience

A Dissue de la mise en place (partie II.1.c) des dispositifs laser et des controles (partie 11.1.d),
une expérience pompe-sonde compléte se déroulera comme suit :
Apres sélection et piégeage du complexe, illustré par le spectre de masse présenté en haut a

gauche sur la figure I1.14, les deux impulsions pompe et sonde sont déclenchées, séparées temporel-
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FiGURE I1.14 — Schéma de l'opération des différents événements menant a la réalisation d’une
expérience pompe-sonde.

lement par le premier délai de la liste. Un scan est mesuré a chaque fois qu’un couple d’impulsions
toujours séparées du méme délai interagit avec les ions piégés (cf. chapitre 1, partie LTQ-Laser).
Apreés 2 minutes d’acquisition, on obtient ~ 400 spectres par délai. Les spectres moyennés pour
chaque délai sont représentés a droite sur la figure I1.14. A 'issue de ces mesures on pourra calculer
le rapport de fragmentation & partir de chaque spectre et en tracer la moyenne en fonction du délai

pompe-sonde.

II.2.c HPC vs LPC et instabilité du signal (chromatogramme)

Nous avons fait ces mesures en procédant au piégeage et a I'interaction avec les lasers dans les
pieges HPC et LPC. N’ayant observé aucune différence majeure sur la dynamique de transfert de
proton selon le type de piege, les données en HPC ou LPC ont été assemblées lors du traitement de

données.

Nous avons observé une instabilité du signal, diie a 'appareil et a la solution utilisée. En effet,
le nitrate d’argent forme de I'argent métallique au contact de la lumiere. La seringue a donc été
protégée de la lumiere pour limiter la formation d’argent métallique. Malgré cela, le capillaire se
situant avant la source ESI était régulierement bouché vraisemblablement par des agrégations d’ar-
gent pendant I'expérience. En conséquence de quoi, I'intensité du signal diminuait sensiblement au
cours d'un scan (0,55 min, 0,94 min et 1,2 min, figure I1.15). Pour parer & ces baisses de signal lors
de l'analyse des résultats et surtout du calcul de FR?S, les scans dont le chromatogramme total

des ions (TIC) est trés faible ont été retirés du calcul. Autrement dit, les scans dont le TIC est
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inférieur & la valeur seuil choisie (exemple, ligne rouge figure I1.15) seront exclues du traitement de
données et ce pour chaque spectre de chaque jeu de donnée acquis. Cela permet de supprimer les

points aberrants, qui ne feront que fausser les traitements de données.

8 le6

o
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=

FIGURE I1.15 — Evolution du TIC au cours de I’acquisition d’un spectre du HGsW.

Les acquisitions qui comptent 200 pts ont également subit un traitement particulier. Nous avons
veillé & ce que les données soient rassemblées par "familles" de points dont le FR est relativement
stable. On peut voir, par exemple, sur la figure 11.13, 4 familles de points. Ainsi pour un jeu de
donnée on a éventuellement dii tracer 2 voir 3 déclins et extraire un temps caractéristique pour
chacun. Certaines "familles" peuvent également étre exclues du traitement de données si le signal

apparait trop instable (par exemple, spectre 0 a 50 figure 11.13).

IIT Mesure de dynamique de transfert de proton par pompe-sonde

laser

IT1.1 Controle

L’expérience pompe-sonde a été réalisée dans les méme conditions que les peptides modeles, sur
une série de peptides controle sans histidine. La mesure nous permet de nous convaincre que la va-
riation dynamique de signal observé sur les peptides modele n’est pas le fruit fortuit d’un processus
de relaxation non pris en compte du type thermalisation des ions. Le PT a donc été mesuré sur les
deux peptides controle [GGW] et [GGGW]. Le peptide GGGW est montré figure I11.16.
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Fi1GURE II1.16 — Schéma du peptide "contréle" GsW

Les fragments observés pour tracer I'évolution de FRY en fonction du délai pompe-sonde sont
m/z 130 et m/z 186. On obtient alors le FR?S en fonction du délai, figure II1.17. On n’observe pas
de déclin sur cette figure, FR%“ ne varie pas au cours du temps. Il semble ne se produire aucun

changement de signature optique, aucun phénomene dynamique ne semble étre observable sur ces

systemes.
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FI1GURE II1.17 — Représentation de FR?S en fonction du délai pompe-sonde du peptide GgW

II1.2 Dynamique conformationnelle

Le peptide "modele" précédemment étudié est composé de trois glycines, une histidine et un tryp-
tophane. Les glycines sont des acides aminés tres simples puisqu’elles ne contienent sur leur chaine
latérale qu’un hydrogene. C’est le plus petit acide aminé existant dans la nature. La dynamique de
transfert de proton étant limitée, selon 'hypothese énoncée par MacAleese et al., par la dynamique
conformationnelle du peptide, nous avons cherché a observer des tendances en sélectionnant une
série de peptides de taille et de composition variable, incluant notamment des acides aminés jouant

un role important en terme de structuration secondaire des protéines, comme par exemple ’alanine
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ou la proline.[126] Plusieurs "familles" de peptides ont été adoptées et mises sous la forme du modele
adéquat pour 'expérience pompe-sonde : histidine au début et tryptophane & la fin de la chaine.
Comme mentionné précédemment, les acides aminés choisis dans la séquence peptidique ne doivent
étre ni donneurs, ni accepteurs de proton et électron. De plus, la chaine latérale de ces acides aminés
ne doit pas étre en mesure d’absorber les photons de la pompe (266 nm) ou bien de la sonde (545
nm) afin que les photons soient uniquement absorbés par le tryptophane. Dans le cas contraire, on

ne pourrait pas déclencher le transfert de proton, ni le sonder.

Pour I'étude du transfert de proton lié a la structure du peptide nous avons tout d’abord sou-
haité sonder I'influence de la chaine latérale des acides aminés constitutifs du peptide en changeant
I’acide aminé central en acides aminés plus volumineux tels que I’alanine, la leucine et 1'isoleucine
(colonne 1 du tableau 3.1). La question était en fait de savoir si 'encombrement stérique avait une

influence sur le temps de transfert mesuré.

Puis, une série de 4 peptides de tailles différentes composés uniquement de glycines a été choisi.
Le nombre de glycine varie entre une et huit, colonne 2 du tableau 3.1. Le but étant de comprendre

I'influence de la taille (longueur) du peptide sur le PT et donc sur sa dynamique conformationnelle.

Ensuite, des séries de poly-alanines et poly-prolines ont étés ajoutées aux molécules a analyser
(respectivement les troisiémes et quatriémes colonnes sur le tableau 3.1), car les propriétés de ces
acides aminés sur la structure de peptides sont largement étudiées dans le domaine de la biologie
structurale. Le nombre de ces acides aminés composant la chaine peptidique va de trois a six et
huit, respectivement. Les prolines quant a elles sont plutét jugées comme étant des acides aminés

qui rigidifient la chaine peptidique tout en défavorisant la structuration en hélice - «.

Nous avons par la suite tenté d’étudier des peptides cycliques, voir 'avant derniére colonne du
tableau 3.1. Une cystéine a été placée de part et d’autre du peptide de maniere a ce que des ponts
disulfures se forment en solution entre ces deux dernieres. L’objectif était de mesurer le PT de ces
peptides puis de réduire les ponts disulfures et de mesurer de nouveau le PT. Ainsi, nous aurions pu
comparer la différence de temps pour deux structures différentes d’un méme peptide. Malheureuse-
ment avec du TCEP pour réduire les ponts disulfure, il n’a pas été possible d’observer de complexes

[peptide, Ag].

Enfin, la derniere famille sont des peptides dont le tryptophane et ’histidine ont été échangés
sur la chaine, ce qui donne 'histidine en Ciepp, €t le tryptophane en Nyep,. Les peptides qui ont été
étudiés sont trois peptides contenant huit glycines, six alanines et cing prolines (derniére ligne des
colonnes 2, 3, 4 du tableau 3.1). L’objectif étant de mesurer si la position de His et Trp ont une

influence sur la dynamique conformationnelle du peptide.
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II1.2.a Evolution de la fragmentation en fonction du délai pompe-sonde

En tracant le rapport FR?S en fonction du délai pompe-sonde on obtient typiquement la fi-

gure I11.18 (mesuré dans le cas du peptide HAsW).
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Fi1cUure I11.18 — Rapport de fragmentation en fonction du délai pompe-sonde de HAsW

Sur cette figure on observe une augmentation de FR?S puis une diminution suivant un déclin.
Le rapport de fragmentation atteint un plateau aux temps longs (> 4000 ps). L’encart en bas a
gauche de la figure montre ’évolution de FR‘}?S en fonction du délai pour des temps allant de -2 us
a 2,5 ps. On voit qu’aux délais négatifs le rapport est nul et constant. Au dela de 0 us, ce rapport

augmente jusqu’a atteindre un maximum.

Aux délais supérieurs au temps caractéristique du transfert de proton (> 3 ms dans ce cas
particulier), la fragmentation du peptide n’atteint pas 0. C’est & dire que méme lorsque le proton
a été transféré sur 'histidine, on observe toujours des fragments. La raison est que le peptide
dystonique, méme s’il absorbe trés peu a 545 nm forme suffisamment de fragments pour qu’ils
soient mesurables. La rémanence de ces fragments est en fait la signature optique du tryptophane

radicalaire neutre.
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IT1.3 Interprétation des résultats
III.3.a Choix de la fonction modéele

Pour chaque délai, la moyenne FR}*(t) et la déviation standard de la moyenne associée sont
calculées a partir de ’ensemble des spectres de masse mesurés. Nous avons considéré une réaction

a 3 étapes pour décrire les évenements qui meénent au transfert de proton.

C Ay pet B2y 4 pe (3.6)

Dans I’équation de la réaction 3.6, C est le complexe [peptide, Ag]™, R*" est I'espece dont le
radical et la charge sont situées sur le Trp et TR® est ’espeéce dont le tryptophane est radicalaire et
neutre. ki est la constante de temps de la réaction de transfert d’électron et ks celle de la réaction de
transfert de proton. k; est tres petit devant ks car la vitesse de transfert d’électron a été mesurée et
est 100 fois plus rapide que le transfert de proton. A partir de cette hypothese de réaction, nous avons
construit la fonction modele associée. Cette fonction décrit une décroissance mono-exponentielle.
L’ensemble des rapports de fragmentation calculés pour chaque délai est fitté a partir d’un délai de
30 us. Ce délai a été choisi de maniere a s’extraire completement de la dynamique aux temps courts

qui semble intervenir entre 0 et 10 ps.

FRr(t > 30us) = a — B(1 —e7) (3.7)

a, B et 19 sont des parametres ajustables correspondant respectivement a ’ordonnée a 1’ori-
gine, qui correspond & la dissociation du tryptophane radicalaire cationique, le facteur d’amplitude,
qui traduit la différence d’absorption entre le radical cation et le neutre, (8 < «), et la constante
de temps représentative du temps caractéristique de transfert de proton. Les constantes de temps
obtenues pour chaque jeu de données comprennent la moyenne et la déviation standard associée ré-
sultant de I'optimisation de 10* constantes de temps calculées en utilisant une approche bootstrap.

On peut voir sur la figure II1.18 la fonction issue du fit tracée en rouge, ajustée aux données de
HA3W.

De plus, les déclins ont été mesurés plusieurs fois par peptide sur différents jours. La moyenne

sera donc calculée avec ’équation eq-weight-mean.

T > % (3.8)
T = : .
s
La déviation standard de cette moyenne est I’équation eq-weight-stdev.
1
or = (3.9)

VX (1/0:)?
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Les barres d’erreur appliquées sur chaque FR%“’ en fonction du délai prendnent en compte une

erreur de 20, soit une fenétre d’incertitude de 95.4%.

I11.4 Temps courts

En dessous de 30 us, sur les déclins de la plupart des peptides étudiés, on observe de facon
inattendue un effet dynamique, le plus souvent une croissance de FR?S. D’autant plus que cette
croissance n’est pas observée sur le peptide "modele" précédemment étudié. Le temps caractéris-
tique est de l'ordre de la us. Il est bien plus grand que le jitter des laser (< 1 ns) et que la largeur
de convolution des deux lasers (< 15 ns). Le radical étant formé au bout de 3,5 ps maximum, on
peut en déduire que I'on observe ici un processus dynamique intermédiaire ayant une influence sur
le FRE“. Ce processus pourrait soit affecter les propriétés optiques du systéme, soit quencher la

fragmentation.

L’histidine et le tryptophane ont tous deux une trés forte affinité de liaison avec Ag™. Leur
énergie de liaison respectives sont 18 kcal.mol~! et 14.5 kcal.mol~! (valeurs tabulées).[133] On peut
penser, a partir de ces données, que 'argent se lie préférentiellement a I’histidine. Or, une étude par
mobilité ionique, de Bellina et. al, a montré que ’argent pouvait étre lié au tryptophane et a ’histi-
dine simultanément.[134] Pour tenter d’expliquer cette croissance aux temps courts, une hypothese
vraisemblable est qu’apres le transfert de ’électron sur l'argent, celui-ci reste lié au tryptophane.
On obtient alors un complexe provisoire, métastable car 1’énergie de liaison de I’histidine et du
tryptophane & I’argent neutre (Ag®) est bien inférieur & celle de Ag*.[135] Donc I'argent peut avoir
un temps de vie de liaison avec le tryptophane en phase gazeuse. La détection en masse ayant lieu

environ 130 ms apres le transfert d’électron, on ne pourra donc pas détecter ce complexe.

Plusieurs mécanismes peuvent alors expliquer I’évolution de FR?S (croissance) envers la frag-
mentation du peptide radicalaire : libération d’énergie cinétique wia la perte de l'argent neutre,

retour de ’électron de 'argent vers le peptide radicalaire, etc.

III.5 Temps longs

Pour la plupart des peptides, apreés quelques microsecondes (évolution aux temps courts) FRE“
suit un déclin lent de 'ordre de la milliseconde. Ce déclin, associé a un changement de signature
optique, est attribué au transfert de proton du tryptophane vers ’histidine. Cette affirmation est
confirmée par I'absence de déclin pour les peptides "contréle" étudiés, en absence d’histidine, voir
figure I11.17.

Le tableau 3.2 rassemble ’ensemble des constantes de temps déterminées par le fit des déclins
a partir de 30 ps. Ces valeurs ont étés rassemblées et analysées par catégories de peptides afin de

mieux observer les tendances.
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. R Valeurs moyennes | Réplicats individuels
Famille Systeme
2 (1) | o () | 72 (ws) | o ()
H i -
GoyW > 5000 -
Controls - -
GsW | > 5000 - - -
HGAGW 704 27 1041 215
699 27
Penta-peptides | HGIGW 634 24 634 24
HGLGW 615 25 o8 50
681 47
HG{W 356 295 356 295
563 38
482 74
HGsW 487 21 448 35
478 56
411 64
513 26
674 40
. HGsW 591 17 628 16
Poly-glycines 723 59
521 56
673 53
1139 348
775 71
HGgW 763 53
726 83
1336 539
1199 707
WGsH 942 147 853 228
990 200
662 106
HAsW 825 52 700 88
1032 82
1184 339
HA;W 1438 58 1714 190
1604 94
1262 84
Poly-alanines - -
HAGW | > 5000 - - -

Suite sur la page suivante
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Suite de la page précédente
. R Valeurs moyennes | Réplicats individuels
Famille Systeme
o (1) | o (us) | 72 (us) | o (us)
449 52
570 100
HPsW 657 31
770 43
1266 159
646 589
Poly-prolines 588 236
HPsW 690 212
1921 896
2371 2001
1374 158
WPs;H 1383 133 1575 411
1313 303

TABLE 3.2 — Listes des temps caractéristiques moyens et individuels de tous les "contréles", penta-
peptides et poly-glycines étudiés. 7o est le temps caractéristique de transfert de proton issu du
fit mono-exponentiel, o est la déviation standard issue également du fit (calculée plus haut). Les
valeurs moyennes et individuelle de chaque jeu de données sont rassemblées.

2.0 le3

.

0.5+

HGAGW HGIGW HGLGW HG;W

F1GURE II1.19 — Diagramme en barre des temps caractéristiques calculés pour les penta-peptides.
Les barres d’erreur sont les valeurs de sigma moyennes notées dans le tableau.

La figure I11.19 présente les temps caractéristiques des déclins sur une série de quatre peptides

dans le but de comprendre et évaluer I'effet de I’encombrement stérique des chaines latérales des
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acides aminés sur leur dynamique conformationnelle. Seul I’acide aminé central differe selon le pep-

tide. On remarque que cet acide aminé influence tres peu la dynamique de transfert de proton.

2.0 le3

1.5}

0.5+

—

0.0 .
G,W GsW  HG;W HG;W HG;W HGgW WGgH

Fi1cure II1.20 — Diagramme en barre des temps caractéristiques calculés pour les poly-glycines. Les
barres d’erreur sont les valeurs de sigma moyennes notées dans le tableau.

Les temps caractéristiques de la série de poly-glycines sont rassemblés figure I11.20. On note que
To augmente avec le nombre de glycines. Les barres associées aux peptides controles montrent qu’on
n’observe pas de déclin pour ces peptides, le temps caractéristique est "infini". Ainsi, il semble que
plus le peptide est grand, moins le transfert de proton est favorable. On peut interpréter cette ten-
dance d’un point de vue purement statistique : lorsque le nombre de résidus augmente, la probabilité
que I'histidine et le tryptophane se trouvent suffisamment proches I'un de I’autre et dans une orien-
tation favorable au transfert de proton diminue. L’augmentation de la taille des poly-glycines semble
surtout imposer des effets entropiques: la dimension du paysage conformationnel augmente avec la
taille, ce qui réduit sensiblement la cinétique de transfert de proton. Ceci est particulierement vrai
pour les poly-glycines, puisque ces derniéres sont flexibles : aucune conformation spécifique n’est
énergétiquement favorisée. Ainsi, le sens de la séquence HGgW vs WGgH ne semble pas jouer de
role notable sur le transfert de proton, au vu de la largeur de la fenétre d’incertitude. La méme
tendance, liée a la taille du peptide, est également observée sur les poly-prolines de petite taille
(figure I11.21, méme tendance que les poly-glycines). De méme pour les poly-alanines, jusqu'a 5

alanines (figure I11.22).

En revanche, les temps caractéristiques associés aux alanines et prolines sont bien plus grands,

comparés aux poly-glycines de méme taille (méme nombre de résidus). Ceci peut étre di au fait
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2.0 le3

5] R

To(MS)
=
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HP,W HP,W WP,H

FiGgureg I11.21 — Diagramme en barre des temps caractéristiques calculés pour les poly-prolines. Les
barres d’erreur sont les valeurs de sigma moyennes notées dans le tableau.
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FiGure I11.22 — Diagramme en barre des temps caractéristiques calculés pour les poly-alanines. Les
barres d’erreur sont les valeurs de sigma moyennes notées dans le tableau.

que les poly-alanines et poly-prolines sont bien moins flexibles que les glycines. Les effets collectifs
semblent affecter de maniére importante la flexibilité du peptide plus que la présence d’un acide

aminé particulier.

97



CHAPITRE 3 : Transfert de proton

Concernant les poly-alanines, on remarque que ’ajout d’une seule alanine pour former HAgW a
pour conséquence de ralentir tres significativement le transfert de proton. La valeur numérique de la
constante de temps associée n’a pu étre mesurée du fait des limites expérimentales, voir figure I11.23,
le délai maximum (5 ms) est certainement trop court par rapport au temps caractéristique de trans-

fert de proton de ce systeme.
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FiGgURE 111.23 — Rapport de fragmentation de HA¢gW en fonction du délai pompe-sonde.

L’augmentation du temps de PT au-dela des temps mesurés (> 5 ms) ne peut pas seulement
s’expliquer par le facteur d’entropie. Un autre parametre important a pu entrer en jeu dans la
dynamique conformationnelle du peptide et en défaveur du transfert de proton. L’hypothese que
nous formons concernant ce parametre est la compétition entre le transfert de proton et la forma-
tion d’une structure secondaire rigide empéchant le transfert de proton. En effet, les alanines sont
les résidus les plus disposés a former des hélices - « en solution.[136] De plus, Jarrold et al. ont
rapporté la propension des poly-alanines de plus de 7 résidus & former des a-/m-hélices en phase
gazeuse.[137, 138] Ce qui correspond & la taille des poly-alanines dont nous avons observé un temps
de transfert de proton plus long. On s’attend également & ce que I'histidine et le tryptophane ne
perturbent pas la structuration du peptide. Il en est de méme pour d’autres acides aminés dont
la susceptibilité a former une hélice est faible, la glycine par exemple. HA¢W peut ainsi adopter
une structure secondaire en hélice - « stable. Cela correspondrait & un puit de potentiel autour
de cette conformation stable, qui ralentit I'exploration de la surface de potentiel jusqu’a la zone
ou le transfert de proton est possible. Par conséquent, la structure du peptide serait rigidifiée et

tout contact entre I'histidine et le tryptophane serait désavantagé. Cette structure existe-t-elle déja
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lorsque le complexe [peptide-Ag]™ est ionisé? Des mesures de mobilité ionique ont montré que le
peptide HAgW protoné et le complexe avec ’argent ont une section efficace de collision tres sem-
blable, 208 A% et 211 A2, ce qui dénote une structure trés proche. Deux types de structures sont
alors envisageables pour ce systeme. Il est connu que HAgW adopte une forme globulaire en solution
et que la charge (proton) située sur I'histidine est ainsi mieux solvatée. Ce systéme est similaire au
systéme étudié par Jarrold et al., ot une lysine est localisée en Nieppp, des poly-alanines.[139] Donc, si
le peptide protoné et le complexe ont des structures similaires, on peut en conclure que le complexe
a adopté également une structure globulaire, non-hélicoidale. Le radical formé apres le transfert
d’électron sur I’argent est par conséquent initialement non-structuré. D’apres Jarrold et al. on peut
calculer une section efficace relative (équation eq-weight-stdev), indépendante du nombre de résidus

d’alanines, n.

Qpet = Qeap — 145 x 10 (3.10)

Pour n > 7 les valeurs de ), apparaissent constantes et dénotent d’une structure hélicoidale
des poly-alanines étudiées. Dans notre cas, ot n = 6, la valeur de Q,..; est de 121 A2. Ce qui, au vu
de la présence de I'histidine et du tryptophane qui augmente la section efficace de collision, peut étre
également associé a une structure hélicoidale. Cette structure étant stabilisée par la présence d’une
charge en Cyepy, car la charge interagit favorablement avec le dipole de I’hélice, on peut également
supposer que dans ce cas, la charge soit portée par le tryptophane.[139] Il pourrait donc y avoir
compétition entre l'affinité protonique de I’histidine qui porterait donc la charge en Nyepp, (défavo-
riserait I’hélice au profit d’une structure globulaire), et la formation d’une hélice énergétiquement
stabilisée par la présence de la charge sur le tryptophane. Néanmoins, la charge qui est localisée sur
le tryptophane a 'issu du transfert d’électron, en Ciepp, de la chaine, est un facteur stabilisant la
structure hélicoidale. Une fois cette structure adoptée, elle ralentit la formation d’une conformation
favorable au transfert de proton. Il y a donc une compétition entre le transfert de proton et la
formation d’une structure en hélice stable. Ce type de compétition a déja été observé par Jarrold
et al. sur les poly-valines.[140] Dans ces poly-valines, I’énergie acquise en stabilisant une hélice sur-
compense 1'énergie perdue associée a la localisation du proton sur un site moins basique (Cierm)-
De méme, il semble que 'apparition d’une structure secondaire en compétition avec le transfert de
proton soit le facteur principal qui affecte la dynamique conformationnelle de HAgW, ralentissant
ainsi le transfert de proton loin du tryptophane. L’observation exclusive des fragments du trypto-
phane radicalaire déprotoné (M-129 et M-185) suggere néanmoins que, s’il y a compétition avec la
formation d’une hélice (méme si celle-ci n’est énergétiquement pas favorisée), c’est le transfert de

proton qui est énergétiquement favorisé.

Nous avons également étudié la dynamique de transfert de proton de peptides a cystéines, dont
les groupements SH forment un pont disulfure intramoléculaire (figure I11.24). Les peptide ont alors
une forme "circulaire" ou cyclique. Dans ce cas nous supposons que la chaine est plus rigide. Les

temps caractéristiques montrent des dynamiques lentes comparées aux temps mesurés de peptides
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Ficure II1.24 — Rapport de fragmentation de CHGoWC (A), CHPo,WC (B) en fonction du délai
pompe-sonde. Les encarts présentes les points a délai négatifs et aux temps courts.

de taille similaire. On peut en revanche remarquer une différence entre le peptide composé de pro-

lines et celui composé de glycines. En effet, il apparait que le FR de CHPoWC (figure 111.24 B) en

fonction du délai diminue tres peu, le transfert de proton semble étre défavorisé. Le déclin s’appa-
rente & celui de HAgW. Le déclin de CHGoWC (figure 111.24 A) est beaucoup plus prononcé. Le

transfert de proton est plus favorisé dans ce cas. On peut ainsi déduire de ces observations que,

malgré la rigidification de la chaine via la liaison entre les souffres des cystéines, la composition en

acide aminé reste un facteur majeur de rigidité de la chaine. Mesurer la différence de dynamique
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avec les peptides dont le pont disulfure est réduit aurait donné beaucoup plus d’information sur la
nécessité du peptide d’adopter une conformation favorable au transfert de proton pour que celui-ci
ait lieu de maniere rapide et efficace. Malheureusement il n’a pas été possible d’observer le complexe

argenté du peptide avec les cystéines réduites.

On peut noter, sur le spectre de CHPo;WC (figure 111.24 B), que FRI‘?S aux temps courts est
négatif. Le facteur alpha apparait juste car a délai négatif FRE"S = 0. On peut émettre deux
hypotheses quand a l’origine de ces valeurs. La premiere serait que 'intensité du fragment issu de la
sonde diminuerait éventuellement au profit d’autres fragments non pris en compte lorsque le délai
augmente (cela ne concerne que les temps courts). La deuxiéme hypothése serait que la quantité de
fragments avec argent augmente avec la sonde. Cet effet semble, en revanche, indubitablement lié a

la présence de prolines sur la chaine car ce phénomene n’est pas observé sur le profil de CHGoWC.

IV  Conclusion

Une expérience pompe-sonde a été mise en place afin de mesurer ’évolution du taux de trans-
fert de proton intra-moléculaire d’une série de peptides. Ce transfert de proton s’est révélé étre
limité par la dynamique conformationnelle du peptide et il a été utilisé comme la signature de la
dynamique conformationnelle de ce méme peptide. Grace a cet outil, de nombreux poly-peptides
comme les poly-glycines, les poly-prolines, les poly-alanines, de tailles variables ont pu étre étudiés
et comparés. Les dynamiques pouvant atteindre la jis ont pu étre mesurées et ont été attribuées a
la cinétique de dissociation de 'argent neutre a partir du complexe métastable constitué du peptide
radicalaire formé juste apres le transfert d’électron. Au dela de cette étude particuliere, I'interaction
entre un atome métallique a 1’état d’oxydation 0 et une biomolécule est un champ d’exploration
ouvert et relativement peu étudié. Ce champ pourrait également concerner de maniere plus générale

I’étude de nanoparticules dans le domaine de I'imagerie et pour des applications bio-médicales.

Cependant, I'objectif premier de cette étude était d’identifier les tendances de dynamique confor-
mationnelle selon deux facteurs : la longueur de la séquence et sa composition. En général, il a été
observé que plus le peptide est grand, plus le paysage conformationnel est grand, plus le taux de
transfert de proton est faible. Cela signifie que la dynamique conformationnelle est régie par I’entro-
pie du systeme, lorsque celui-ci est petit et non-structuré. De plus, en prenant en compte la basicité
des résidus en phase gazeuse, le transfert de proton du tryptophane radicalaire vers I’histidine est un
phénomene spontané et véhiculé par la thermodynamique. Ainsi, il doit systématiquement avoir lieu
méme s’il est limité par la dynamique conformationnelle. En fait, il doit toujours avoir lieu, sauf si
la présence d’une structure secondaire (hélice) surcompense 1'énergie demandée pour que le proton
reste sur le tryptophane. Puisque le taux de transfert de proton du HAgW est ralenti en dessous
des temps mesurables par le dispositif en place, peut-on en conclure que le transfert de proton est

défavorisé par la formation d’une hélice? La présence d’une histidine dans la séquence du peptide
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est révélée par la présence exclusive de photo-fragments issus de la déprotonation du tryptophane
pour 'ensemble des peptides étudiés. C’est également le cas pour HAgW. Il apparait en revanche
que pour ce peptide, le gain d’énergie di a la formation de I’hélice est suffisamment important
pour biaiser I’exploration de I’espace conformationnel et induit une importante compétition entre
le transfert de proton et la formation de I'hélice. Ce n’est cependant pas suffisant pour entiérement
compenser la différence de basicité en phase gazeuse entre ’histidine et le tryptophane. Cela est
cohérent avec ce qu’a montré Jarrold sur le fait que les poly-alanines ne commencent a adopter une
structure hélicoidale qu’a partir de 7 résidus successifs.[137] Nos résultats concordent avec le début

de la formation d’une structure secondaire entre 6 et 7 alanines.

Ces résultats soulignent le réle fonctionnel de la dynamique structurale dans des systéemes bio-
logiques ou les mécanismes de transfert de charge peuvent étre contrélés par une reconfiguration
de la structure secondaire. Ces questions sont fondamentales dans le domaine de la biologie, mais
trouvent aussi des applications directes grace au développement rapide d’outils opto-génétiques,
inspirés par des photo-récepteurs naturels, qui nécessite une grande maitrise des mécanismes de
photo-activation. Le couplage de la spectroscopie résolue en temps et de la mobilité ionique est la

perspective logique pour cette étude afin de corroborer les hypothéses structurales formulées.
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Chapitre 4

Dynamique conformationnelle de

peptides intrinsequement désordonnés

I Introduction

Protéines intrinséquement désordonnées

Les protéines sont caractérisées par différentes échelles de structures. La structure pri-
maire constitue la séquence d’acides aminés codée par une séquence d’ADN. Le repliement
en deux dimensions d’une partie de la structure primaire (pouvant impliquer plusieurs di-
zaines de résidus consécutifs) compose la structure secondaire, principalement 1’hélice-« et le
feuillet-5. La structure tertiaire correspond a l'assemblage et a 'organisation de I’ensemble
des structures secondaires d’'une chaine. De nombreuses protéines fonctionnent sous forme
d’oligomeres ou de complexes protéiques : I'assemblage tridimentionnel des éléments de ces
complexes correspond a la structure quaternaire. Il existe un lien extrémement étroit et fort

entre strucutre et fonction biologique des protéines et complexes protéiques.[1, 141, 142]

Il existe également des protéines dites intrinsequement désordonnées. Ces protéines ne
possedent pas de structure secondaire et tertiaire stable.[57, 143] La protéine peut étre en-
tierement (protéine intrinsequement désordonnée : IDP) ou partiellement (région intrinse-
quement désordonnée : IDR) désordonnée. Par la suite nous utiliserons le terme IDPR, pour
parler plus généralement de ces deux types d’absence de structure préférentielle stable. A la
fin du XX®"€ siecle, des études sur les IDPRs ont montré le lien entre I’absence de structure
et la fonction de ce type de protéines.[3, 144] Elles se sont finalement révélées présentes en
grande quantité dans les cellules eucaryotes et impliquées dans de nombreux mécanismes du
vivant comme la signalisation cellulaire et la régulation de la transcription.[145-147] L’al-
tération ou la modification de ces protéines peut cependant induire des maladies telles que
certains cancers et maladies neurodégénératives comme Alzheimer et Parkinson, ete.[148-

150] La fonction des IDPRs se manifeste généralement par la complexation et le repliement
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simultanés de la protéine avec une protéine partenaire.[151, 152] La protéine partenaire peut,
elle, avoir une structure secondaire et tertiaire. L’étude des IDPRs est un domaine encore
émergent dans le domaine de la biologie structurale, I'intérét pour ces systemes a commencé
a augmenté dans les années 90 (découverte dans les années 50).[153] Elle présente un intérét
fort notamment pour la recherche en médecine : recherche de traitements contre le cancer, la
maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, etc.[150, 153] Ces recherches portent sur l'in-
fluence de la structure primaire de ces molécules sur leur capacité a se lier a leur partenaire,
de leur aptitude a se replier ou se déplier ainsi que sur les mécanismes qui donnent lieu a leur
fonction.[2, 154, 155]

Deux types de protéines désordonnées ont été étudiées et présentées dans ce chapitre.
Premierement, les protéines PUMA et Mcl-1, des protéines mitochondriales impliquées dans le
processus d’apoptose des cellules de mammiferes. Le deuxiéme systéme étudié est le Syndecan.

Les Syndecans sont des protéines transmembranaires intrinsequement désordonnées.

II Etude du complexe PUMA-Mcl-1

Dans cette partie seront présentés les résultats obtenus lors de I’étude du complexe PUMA-
Mecl-1. Chacun des deux ensembles du complexe est d’abord caractérisé indépendamment I'un
de l'autre afin de mieux comprendre le phénomene de repliement de PUMA et de complexa-
tion. Dans un souci de caractériser la structure du complexe sans risquer de le dissocier au
cours de I'analyse, nous avons adopté 'approche MS native qui vise a caractériser la structure

et la stoechiométrie de protéines et de complexes intactes.

II.1 Complexe PUMA-Mcl-1

L’apoptose, mort programmée des cellules, est un processus déclenché par un stress ap-
pliqué par la cellule. Les protéines impliquées dans ce processus sont de la famille Bcl-2
chez le mammifere. Elles induisent la mort cellulaire, initiée par les mitochondries suite a un
stress apoptotique intracellulaire.[156, 157] La famille des Bcl-2 est composée de trois types
de protéines, dont deux especes de protéines pro-apoptotiques (BH3-only et domaines BH
multiples), qui entrainent la mort de la cellule, et les protéines anti-apoptotiques.[158] C’est

Iinteraction entre les protéines pro et anti-apoptotiques qui entraine la mort des cellules.

La figure II.1 présente a gauche I'état de la mitochondrie d'une cellule en absence de
signal apoptotique et a droite les mécanismes mis en place suite a un stimulus apoptotique.
En absence de stress apoptotique, les protéines anti-apoptotiques (pro-survival) de la famille
Bcl-2 ont pour role de veiller a 'intégrité de la membrane mitochondriale externe (ce role est

peu étudié). En réponse au stress, les protéines pro-apoptotiques, sont activées afin d’inter-
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FI1GURE II.1 — Schéma représentant une mitochondrie avec les différents acteurs et leurs actions
régulant la mort de la cellule au sein de celle-ci. A gauche les protéines pro-apoptotiques ne sont pas
libérées et les protéines anti-apoptotiques (Bcl-2 et Bak) contribuent a l'intégrité de la membrane
mitochondriale externe. A droite les protéines pro-apoptotiques (BH3 only) sont libérées suite a un
stress dans la cellule et conduisent a 'apoptose. Source: [157]

agir avec les protéines anti-apoptotiques. La protéine pro-apoptotique se lie sur une rainure
hydrophobe présente en surface de la protéine anti-apoptotique. Cette interaction permet de
libérer les protéines "Bak-like" qui vont a leur tour libérer des vecteurs tels que le cytochrome
¢, se trouvant dans la mitochondrie, dans le cytosol. La cascade d’événements qui suit dé-
truit la cellule de 'intérieur par protéolyse et mene a sa mort.[157, 159] Ces deux types de
protéines (pro et anti-apototiques) peuvent interagir grace a des domaines appelés BH (Bcl-2
Homology). Ce sont les sites fonctionnels de ces protéines.

PUMA (p-53 upregulated modulator of apoptosis, uniprot : Q99ML1) est une protéine
pro-apoptotique ne contenant qu’un seul domaine BH3 (BH3-only). Mcl-1 (Uniprot : P97287,
PDB : 1WSX) est une protéine anti-apoptotique appartenant a la famille Bel-2.[159, 160] Le
binéme Mcl-1/PUMA anti/pro-apoptotique, sera étudié dans ce chapitre.[161] Mcl-1 est une
protéine globulaire constituée d’un site sous forme d’un sillon sur laquelle peut se complexer
la protéine pro-apoptotique partenaire (PUMA dans ce cas) lorsqu’elle est a proximité. Ce
sillon est composé de trois domaines BH entre les résidus 190 et 300. Le domaine BH3 de
PUMA est situé entre les résidus 137 a 151 de sa chaine peptidique.[162] On le retrouve
sur la figure I1.1 en réponse au stress apoptotique de la cellule : BH3-only. Cette protéine

est non-structurée lorsqu’elle est isolée. Le domaine BH3 adopte une structure hélicoidale
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lorsqu’il est au contact du site d’interaction (le sillon) de Mcl-1.[163, 164]

De nombreuses recherches sont dédiées a 1’étude de la liaison couplés au repliement de
PUMA et Mcl-1(et de protéines similaires).[162, 165] En effet, ces protéines jouent un role ma-
jeur dans le recherche contre le cancer grace a leurs fonctions pro- et anti-apoptotiques.[166,
167] La connaissance et le contrdle de la régulation de ces protéines semble étre une voie
envisagée pour réguler la prolifération des cellules cancéreuses. Ici nous nous intéresserons au
phénomene dynamique de repliement de PUMA au contact de Mcl-1, figure I1.2. La protéine
PUMA est entierement désordonnée lorsqu’elle est "libre". Le domaine BH3 de PUMA se
repli en hélice lorsqu’il se lie au sillon hydrophobe de Mcl-1. Cette derniére, au contraire, ne

voit pas sa structure modifiée par I'interaction.[161]

1

FIGURE I1.2 — Schéma représentant la protéine Mcl-1 et le peptide PUMA avant (gauche) et apres
(droite) complexation. Figure adaptée a partir de [163].

La spectrométrie de mobilité ionique sera donc utilisée afin d’étudier la dynamique de re-
pliement de PUMA conjointement a la complexation avec Mcl-1. En effet, la mobilité ionique
s’est révélée étre un outil robuste pour étudier les IDPR ainsi que des complexes similaires
a PUMA /Mcl-1.[168-170] De plus, I’étude de la complexation et du repliement de PUMA
en phase gazeuse donnerait des informations supplémentaires sur ce systeme jusqu’a présent
seulement analysé en phase liquide par dichroisme circulaire, par RMN, par stopped flow
fluorescence , par microscopie ou par rayons-X. Par ailleurs, ’émergence de la spectrométrie
de masse native et I'utilisation d’une source nano-electrospray permet de perturber au mini-
mum les structures des protéines ainsi que les complexes non-covalents par rapport au milieu

biologique.

I1.2 Caractérisation de PUMA

PUMA est une protéine intrinsequement désordonnée composée de 193 acides aminés.
Seul le domaine BH3 de la protéine au contact de Mcl-1 peut se structurer en hélice. C’est

seulement cette portion (résidus 127 a 161), formant le peptide PUMA, qui sera étudiée par
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spectrométrie de masse et mobilité ionique. Les extrémités sont acétylées et amidées afin que
les charges (sous forme de protons) qui demeurent sur le peptide apres le processus ESI ne

soient localisées que sur la chaine peptidique.

La protéine PUMA de deux taxonomies différentes a été étudiée. Le hsPUMA (Homo
Sapiens) et mmPUMA (Mus Musculus, Souris). La séquence de la protéine mmPUMA est la
suivante et la séquence du peptide étudié est surlignée en jaune:

MARARQEGSSPEPVEGLARDSPRPFPLGRLMPSAVSCSLCEPGLPAAPAAPALLPA-
AYLCAPTAPPAVTAALGGPRWPGGHRSRPRGPRPDGPQPSLSPAQQHLESPVPSAPE-
ALAGGPTQAAPGVRVEEEEWARE[IGAQLRRMADDLN]AQYERRRQEEQHRHRPSPW-
RVMYNLFMGLLPLPRDPGAPEMEPN

La séquence de hsPUMA ne varie que tres peu par rapport a mmPUMA, d’autant que
la partie du peptide qui se lie & Mcl-1 (partie entre crochets) est strictement identique pour
les deux taxonomies. Ci-dessous, les séquences des peptides étudiés, mmPUMA en haut et
homo-sapiens en bas. Les tirets indiquent I'emplacement des acides aminés identiques au
deux séquences. Seulement 3 acides aminés different entre les deux taxonomies de peptide.

mmPUMA Ac-RVEEEEWAREIGAQLRRMADDLNAQYERRRQEEQH-Am

hsPUMA Ac--G---Q-----cm e e e e oo - Q-Am

Afin d’avoir un point de comparaison, un peptide artificiel a été étudié en parallele de
PUMA. Ce peptide est identique au PUMA mis a part les alanines de la séquence qui ont
été remplacées par des prolines. En effet, ’'absence d’alanines au profit des prolines permet
théoriquement de rigidifier la chaine et de défavoriser son repliement en hélice a..[165] Rogers
et al. ont montré que remplacer un résidu de la chaine de PUMA par une proline modifiait
I'hélicité globale du peptide lorsque celui-ci est libre (en phase liquide), quelle que soit la
position de la proline sur la chaine. Cependant cette modification n’empéche pas la com-
plexation avec Mcl-1 ni le repliement du peptide a son contact. L’insertion de quatre prolines
a la place des alanines (réparties tout au long de la chaine) pourrait, si ce n’est empécher
la complexation, défavoriser la dynamique de repliement du peptide par rapport au PUMA
d’origine. Ce peptide artificiel sera appelé par la suite PUMP. Ci-dessous sont présentées les
séquences de mmPUMA et de PUMP:

mmPUMA: Ac-RVEEEEWAREIGAQLRRMADDLNAQYERRRQEEQH-Am

mmPUMP: Ac-------- P----P----- P----P--eemee - - Am

II.2.a Caractérisation par spectrométrie de masse

Les spectres de masse des peptides PUMA et PUMP ont été mesurés en mode positif avec
le LTQ VELOS (¢f. Chapitrel). L’échantillon est composé de PUMA & une concentration

109



CHAPITRE 4 : Dynamique conformationnelle de peptides intrinsequement
désordonnés

de 20 pmol.L=! dans une solution d’acétate d’ammonium & 20 mmol.L~!. Ces conditions de
solution (20 mmol.L ™! d’acétate d’ammonium) sont similaires a celles utilisées en spectro-
métrie de masse native de maniére a ce que les données soient comparables au moment de
I’étude du complexe. En effet, ce dernier sera étudié par native MS afin de nous assurer que

le complexe soit stable en solution et pendant le processus ESI.
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FIGURE IL.3 - Spectre de masse de PUMA & 20 pmol.L~! dans 20 mmol.L—1 d’acétate d’ammonium

On peut observer sur le spectre I1.6 la répartition des états de charges adoptés par PUMA
apres 'ionisation. Cette distribution s’étend de 1’état de charge 3+ a 7+. Les plus abondants
sont les 44 et H+.

Pour PUMP, les mémes états de charge sont observés figure I1.4. En effet, les alanines
ne sont pas des sites basiques et les prolines sont assez basiques en phase gazeuse mais les
charges sont réparties préférentiellement sur les lysines, les arginines et les histidines de la
chaine, qui sont les résidus les plus basiques et n’ont pas été modifiés sur le peptide artificiel
PUMP.

Le spectre de fragmentation figure I1.5 a permis de controler la séquence de hsPUMA
synthétisé. Ce sont préférentiellement les fragments b/y qui sont formés lors de la dissocia-
tion induite par collision. Les fragments b et y annotés sur le spectre sont chargés de 1 a 5 fois.
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FIGURE IL.4 — Spectre de masse de PUMP & 20 pmol.L ! dans 20 mmol.L—1 d’acétate d’ammonium.

TABLE 4.1 — Tableau de correspon-
dance entre les masses m/z obser-
vées sur le spectre et les fragments

1.0 M-H,0-NH; b/y du peptide PUMA
m/z | Charge | Fragment

o 08 Yar 385.2 1 b

5 ot * 514.2 1 b
© byi-H,0 . 4
gé 0.6 by y Yis 564.8 2 Vs

30

w v YarHhO 592.8 2 by
% 04 b2()'H2O b3[) ot 6432 1 b5
= 657.3 2 b1o
= ys-NH; A 771.1 1 be
0.2 Ve b 809.1 3 bag

10
b
b r - J 847.4 3 bo1
0.0k [ il Ll |L bt 869.6 5 Y35
77300 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
923.96 2 Y14
m/z

932.2 4 bsg
FIGURE IL5 — Spectre de masse MS/MS de PUMA chargé 936.7 4 Y30
5+ dans une solution d’acide acétique. Une énergie de colli- 968.96 4 Va1
sion de NCE = 20 est appliquée. PUMA 5+ (m/z 878) est 972.5 2 vz
marqué d’un astérisque, les fragments b/y sont indiqués sur 981.4 2 Vis
le spectre. 1047.7 4 Va4
1087.8 3 bor
1140 2 Y18
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FIGURE I1.6 — Séquence de hsPUMA avec localisation des fragments b/y observés.

I1.2.b Caractérisation structurale de PUMA par Dichroisme Circulaire

La spectroscopie par dichroisme circulaire est une technique d’analyse optique tres utilisée
pour I'étude de la structure secondaire de peptides et de protéines dans le domaine UV de
180 a 260 nm (domaine d’absorption des liaisons peptidiques). En revanche entre 250 et 330
nm (zone d’absorption des acides aminés aromatiques), les données de dichroisme donnent
des informations sur la structure primaire de la molécule (autour des aromatiques). Cette
technique permet de détecter les molécules optiquement actives (chirales) qui ont la capacité
d’absorber différentiellement la lumiere polarisée circulairement a droite ou a gauche. Les
différentes structures secondaires des protéines (hélice, feuillet ...) notamment présentent des
dichroismes circulaires particuliers permettant de caractériser la structure de ces molécules.
L’absorption différentielle de la polarisation est tracée en fonction de la longueur d’onde pour
tracer un spectre de dichroisme circulaire. Grace a cette technique, il est possible d’étudier
les effets de I'environnement (solvant, pH, température, etc.) en phase liquide sur la structure
secondaire de peptides et de protéines.[171, 172] Ces mesures sont rapides et sans destruction
de Iéchantillon. 11 est possible de travailler avec des solutions a tres faible concentration (~

ng/mkL), sans limite de taille de molécule.

Pour étudier les peptides et protéines en conditions non dénaturantes, il est important
que le tampon utilisé n’absorbe pas dans le domaine 180-260 nm. Ici, ¢’est un tampon de
phosphate de potassium (K,PO,/KHy;PO,) & une concentration de 10 mmol.L=! et un pH
de 7.4 qui a été utilisé.

Les différents types de structures que peut adopter un peptide sont : hélice-av, feuillet-43,
coude et structure aléatoire ou 'random coil" (pas de structure). Le spectre de dichroisme
circulaire de chacune des ces structures est caractéristique (voir figure I11.7). L’hélice-av pré-
sente un maximum a 190 nm et deux minima a 210 nm et 222 nm. Le feuillet-5 ne présente
qu'un seul minimum autour de 220 nm et le signal de la structure aléatoire (random coil) est

toujours négatif avec un minimum a 200 nm.

Pour comparer ensuite les différents signaux de dichroisme entre différents échantillons,
solvants ou molécules, 'ellipticité molaire moyenne par résidus est calculée a partir des don-
nées recueillies de dichroisme circulaire de maniere a s’affranchir de la concentration, de la
masse et du nombre de résidus de la molécule. Elle s’exprime en deg.cm?.dmol~*.[173] Cette

normalisation est calculée a partir de I’équation 4.1.
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FI1GURE I1.7 — Spectre de dichroisme circulaire présentant les différents types de structure secondaire:
hélice-v (trait plein), feuillet-/3 anti-paralléle (tirets longs), tours (pointillés), désordre (petits tirets).
Source : figure adaptée a partir de [171].

0 x 100 x M
l=——— 4.1
1] Cxlxn (4.1)
avec 0 D'ellipticité mesurée en degrés, M la masse molaire du peptide, 1 la largeur de la

cuvette en cm, C la concentration en mg/ml et n le nombre de résidus constituant le peptide.

Les spectres de dichroisme de PUMA et PUMP ont été mesurés dans différentes condi-
tions. 5 spectres ont été mesurés pour chaque condition de solution puis moyennés. En premier
lieu, les peptides ont été dilués dans un tampon de phosphate de potassium afin d’avoir les
structures de ces peptides en condition native ainsi que dans ’eau pure. Ensuite, différentes
solutions a différents volumes de trifluoroéthanol (TFE) ont été analysées. En effet, le TFE
favorise artificiellement la structuration en hélice des peptides.[174] Les différentes propor-

tions de TFE ont permis de mesurer ’hélicité maximale que pouvait atteindre le peptide. Les
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spectres des peptides dans un mélange 1 : 1 d’eau et de méthanol ont été mesurés, ce solvant
étant généralement utilisé en spectrométrie de masse (non native) pour ioniser les molécules.
Le méthanol est un solvant polaire qui détruit la structure tertiaire de protéines globulaires
mais qui peut, au méme titre que le TFE, aider au repliement en hélice de peptides.[175, 176]
Cette action est induite plus généralement par les alcools et se limite a la structure secondaire
de peptides. Le méthanol a cependant une action de moindre ampleur sur la structure que le
TFE.[177] Enfin, deux solutions de PUMA diluées dans 1’eau pure ont été placées a 70°C ou
a 90°C au bain-marie pendant plusieurs minutes afin de mesurer les effets de la température
sur la structure secondaire. Les spectres de dichroisme des deux peptides dans ces conditions

sont présentés figure I1.8.
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Ficure I1.8 — Spectre de dichroisme circulaire de PUMA dans différentes conditions en phase
liquide : PUMA & 10 pmol.L."!dans le Tampon KyPO,4 pH 7 (vert), 10 pmol.L~! dans HyO & pH7
(bleu), 5 pmol.L~! dans différents % volumique de TFE (orange), 5 pmol.L~! mélange 1:1 d’Hy0
et de MeOH (violet), 10 pmol. L=t dans HoO a 70°C et HoO & 90°C (rouge).

La courbe du peptide en conditions natives (tampon phosphate) en ligne continue épaisse
verte, présente deux minima a 205 et 222 nm et un maximum autour de 192 nm est atteint.
La forme de la courbe montre que le peptide a adopté une conformation hélicoidale si on la

compare au spectre de la figure I1.7. La quantification relative de la structure de PUMA sera
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présentée par ailleurs grace a la déconvolution des spectres. On peut observer sur la figure
une amplitude plus faible des minima des courbes bleu a larges pointillés, petits carrés rouges
et ligne continue rouge associées respectivement au peptide dans 1’eau pure a température
ambiante, a 70°C et a 90°C par rapport au PUMA en tampon phosphate (structure native
de PUMA). En revanche, on observe une augmentation de 'amplitude des minima avec la
présence TFE et de MeOH dans la solution.

led

—  KqPO,
""""" HQO
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50% TFE
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FiGure I1.9 — Spectre de dichroisme circulaire de PUMP dans différentes conditions en phase
liquide : PUMP & 10 pmol.L'dans Tampon KyPO4 pH 7 (vert), 10 pmol.L~! dans HoO & pH7
(bleu), 10 pmol.L~! dans différents % volumique de TFE (orange), 10 pmol. L' mélange 1:1 d’Hy0
et de MeOH (violet).

Le spectre de dichroisme circulaire de PUMP est tres différent de celui de PUMA. La
présence de proline semble affecter la structure du peptide méme en conditions natives. Dans
ces conditions, la tendance de la courbe est assimilable a celle d’un peptide non structuré. En
comparant avec la figure I1.7 on peut effectivement voir que les courbes de PUMP (figure 11.9
en tampon phosphate (ligne continues verte) et dans ’eau (épais pointillées bleus) présentent
un minimum & 200 nm et atteint 0 deg.cm?.dmol™! & 260 nm, tout comme la courbe en tirets
de la figure 11.7. Dés 20% de TFE (ligne continues épaisse orange) présent dans la solution, le
minimum de la courbe de dichroisme est déja déplacé vers 205 nm. On peut également voir
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émerger un deuxieme minimum a 222 nm dont 'amplitude augmente avec la proportion de
TFE. On peut ainsi assimiler cette tendance avec I'apparition d’une structure en hélice- «
grace a la présence de TFE en solution.

Afin de déterminer la quantité relative d’hélice- «, feuillet- 8 et random coil du peptide en
solution, nous avons utilisé un logiciel de déconvolution de spectre de dichroisme circulaire :
DichroWeb. L’algorithme utilisé est CDSSTR [178] et nous avons choisi le jeu de données 7
a partir duquel I'algorithme va optimiser les valeurs d’hélicité et de feuillets etc. Ce jeu a
été choisi car il a été construit a partir, en partie, de protéines dénaturées (structurellement
proches d'un IDP). Ci-dessous figure un diagramme en barre comprenant les différentes pro-
portions en hélice- o des deux peptides dans les différentes conditions d’échantillon apres
déconvolution des spectres de dichroisme présentés précédemment.

60

l

Buffer MeOH TFE20% TFE30% TFE50% TFE60% TFE80%

I PUMA
3 PUMP

N w B
o o o
T T

Pourcentage hélice (%)

fa
o

H20 70°C 90°C

Fi1GURE I1.10 — Diagramme en barre des proportion en hélice- o dans les échantillons de PUMA et
PUMP apres déconvolution des spectres DC avec I'algorithme CDSSTR [178]

La figure I1.10 présente les résultats de déconvolution des spectres de dichroisme circu-
laire de PUMA (bleu) et PUMP (jaune). Ce diagramme donne des valeurs de quantification
relative en hélice- v en fonction des conditions en phase liquide : en conditions natives (tam-
pon phosphate), PUMA présente 20% d’hélice-a. Cette proportion est tout a fait cohérente
avec les résultats obtenus dans la littérature.[161, 165] Cette proportion d’hélice atteint un
maximum de 55% dans la solution de 50% de TFE et un minimum de 5% lorsque la solution
dans 'eau pure est chauffé a 90°C. Ce résultat montre bien que lorsqu’un peptide est chauffé
sa structure secondaire est dégradée.
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En ce qui concerne PUMP, la proportion en hélice apparait plus faible en conditions
natives (tampon) que le PUMA. Ce résultat coincide également avec les résultats de Clarke et
al.[165] L'hélicité augmente graduellement avec la proportion en TFE. D’apres le diagramme,
le peptide présente 10% d’hélicité en tampon phosphate et atteint un maximum de 30% avec
un volume 60% et 80% de TFE. L’hélicité maximal atteinte par le peptide est globalement
plus faible que pour PUMA. L’absence totale d’alanines au profit des prolines tout au long
de la chaine altere visiblement sa capacité a se replier. Que ce soit en conditions natives
ou dans un milieu favorisant le repliement en hélice, ce peptide semble peu enclin a former
une hélice-a en phase liquide. Ainsi, on peut espérer qu’en la présence de TFE dans la
solution il sera possible d’observer différents temps d’arrivée en mobilité ionique des deux
peptides. On pourra éventuellement déterminer le temps d’arrivée du PUMA avec une plus
grande proportion en hélice- a. De plus, PUMP apparait comme un bon peptide controle.
Quelles que soient les conditions, son repliement en hélice est largement défavorisé en phase
liquide. Cela nous permettra d’utiliser le spectre de PUMP comme point de comparaison avec
les temps d’arrivées de PUMA en mobilité ionique et en déduire alors les temps d’arrivées
correspondant a un gain ou une perte d’hélicité du peptide selon les conditions en solution

ou les parameétres de mobilité ionique.

II.2.c Caractérisation structurale de PUMA par mobilité ionique

La spectroscopie par mobilité ionique couplée a la spectrométrie de masse permet d’ob-
server et comparer la/les conformations de PUMA, PUMP et Mcl-1. Dans le cas de PUMA,
son profil de mobilité ionique nous permet d’observer la diversité conformationnelle accessible
d’un peptide intrinsequement désordonné. On pourra également comparer ce paysage a celui
de PUMP, qui a montré une rigidité plus importante par dichroisme circulaire. Enfin, le profil
de PUMA nous permettra par la suite de mesurer I’évolution de son paysage conformation-
nel lorsqu’il est au contact de Mcl-1. On espére pouvoir observer le repliement de PUMA en

hélice grace a cette technique.

La figure I1.11 présente le profil de mobilité de PUMA dans une solution & 20 mM d’acé-
tate d’ammonium (trait plein bleu) a 'état de charge 5+. On peut voir une diversité de
temps d’arrivés peu étendue, entre 28 et 32 ms. Le pic étroit centré sur 28 ms correspond a
la conformation la plus compacte, elle est également majoritaire car il s’agit du pic le plus
intense. Les épaulements, entre 29 ms et 31 ms pourraient correspondre a des structures un
peu moins compactes. Le pic le plus a droite, dont le maximum est centré sur 32,4 ms peut

étre associé a la structure la plus étendue de ce peptide.

Nous avons ensuite tenté d’observer le repliement en hélice de PUMA de maniere artifi-
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FI1GURE II.11 — Spectre de mobilité de PUMA a ’état de charge 5+ et une tension de 400 V dans
le tube 2. Les droites verticales rouges sont les temps d’arrivées associées a la formes théorique la
plus compacte (gauche) et la plus étendue (droite) de PUMA.

cielle, sans interaction avec Mcl-1. Le TFE était déja connu pour favoriser la structuration de
peptides en hélice et avait été observé par dichroisme circulaire (voir section I1.2.b). Le profil
de mobilité de PUMA dans 30% de TFE a ainsi été mesuré (figure I1.11 tirets oranges) Les
deux spectres (PUMA dans l'acétate d’ammonium et dans le TFE) ont été normalisés par
rapport au maximum d’intensité de maniere a pouvoir comparer la forme et la position du
pic majoritaire ainsi que la forme et la position des pics et I'intensité du pic le plus a droite. Il
apparailt que les deux spectres sont identiques. Les maxima sont localisés aux mémes temps
de dérive. La largeur des pics est semblable ainsi que l'intensité des pics les moins intenses.
Le spectre de mobilité ionique de PUMA se montre indépendant du solvant dans lequel il est

stocké.

Il semble donc que PUMA ne conserve pas la structure qu’il a adopté grace au TFE en
phase liquide. En effet, le TFE aide au repliement des peptides grace a des interactions de
type électrostatiques avec le peptide.[174] Ainsi, lorsque le TFE est retiré de I'entourage du
peptide (processus electrospray), son action sur le peptide s’annule. Le peptide retrouve ainsi

son paysage conformationnel spécifique a la phase gazeuse, apres I'ionisation par électrospray.

Les traits verticaux rouges et jaunes sur les spectres de PUMA (figure I1.11) et PUMP
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(figure 11.14) respectivement, correspondent aux calculs théoriques des sections efficaces de
la forme la plus étendue (CCSmax) et la plus compacte (CCSmin) accessible par le peptide.
Le modele utilisé pour calculer la CCS de la forme la plus compacte est une sphere dont le
volume est calculé & partir de la densité (g.cm™3) de la protéine.[179, 180] Le modele uti-
lisé pour calculer la forme étendue du peptide est construit a partir d'un cylindre de rayon
R présenté figure I11.12 et a été implémenté par Aurélien Lefevre, doctorant a 1'Institut des
Sciences Analytiques de Lyon.[179] Chaque acide aminé de la chaine est assimilé & un cube de
longueur R. Chaque cube placé en quinconce compose le cylindre. La hauteur de ce cylindre

est proportionnelle au nombre d’acides aminés sur la chaine peptidique.

o
ol o

FIGURE II.12 — Schéma du modele pour le calcul de CCS max. Figure extraite de la référence [179].

Il apparait que les temps d’arrivée associés aux CCS des formes compactes et étendues
théoriques de PUMA sont respectivement 17 ms (413 A?) et 35.6 ms (1073 A?). Les CCS
ont été converties en temps d’arrivée a partir de I’équation 1.3 et de I’équation 1.6 présentées
dans le chapitre 1. Les pics de mobilité ionique de PUMA semblent plus proches de la limite
de la forme la plus étendue théorique de PUMA. On peut supposer que le peptide n’est pas
totalement replié sur lui-méme. Un peptide en phase gazeuse a plutot tendance a collapser,
la chaine s’enroule sur elle méme, sans structure définie ce qui tend a diminuer sa surface
globale accessible. Ces résultats nous laissent donc penser qu’en phase gazeuse le peptide

peut avoir une partie de la chaine structurée, ou dépliée.

La droite verte sur le spectre de PUMA (figure I1.11) présente le temps d’arrivée attendue
pour la structure de PUMA présentée sur la figure I1.13. Il s’agit de la structure modifiée, non
optimisée, de PUMA (PDB 2ROC) lorsque le peptide est au contact de la protéine partenaire
Mcl-1. PUMA est donc en forme d’hélice du résidu 131 a 154. La structure primaire de PUMA
PDB 2ROC étant plus courte que celle du peptide étudié expérimentalement, nous avons

manuellement ajouté les résidus manquant sur la chaine. Les résidus ajoutés sont les résidus
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127 2 129 (RVE) et 157 a 161 (QEEQQ). De plus le résidu 156, une arginine sur la structure

PDB 2ROC, a été modifiée en methionine sur la structure présentée figure 11.13.

F1GuRE I1.13 — Structure PDB de PUMA modifiée & partir de la structure PDB 2ROC.

Ainsi le temps d’arrivée associé a la section efficace de collision calculée grace au pro-
gramme Imos a partir de la structure PDB (figure 11.13) est de 30 ms (899 A?). Cette valeur
est proche des temps d’arrivée mesurés, on peut donc envisager qu’il serait possible que
PUMA puisse étre en partie replié en hélice en phase gazeuse. En tout cas, cette valeur
calculée associée aux bornes de temps d’arrivée également calculés et aux résultats expéri-
mentaux présument d’une structure plutét étendue du peptide et non collapsé (comme ce
qui est attendu pour un peptide en phase gazeuse).

Le peptide PUMP quant a lui, a I’état de charge 5+, présente une distribution d’intensité
relative au temps d’arrivée différente de PUMA. En effet, on peut noter que le pic de mobilité
de PUMP dans 20 mmol.L.™! d’acétate d’ammonium (courbe bleue) est trés large. 11 s’étend
de 25 ms a 35 ms.

Tout comme PUMA le profil de PUMP dans une solution de TFE ne montre aucune
différence avec celui du peptide en milieu acétate. Cette observation suggere que le passage
en phase gazeuse ne permet pas de conserver la structure adoptée en phase liquide. De plus,
le profil de PUMP se trouve étre plus proche du temps d’arrivée de la forme théorique la
plus étendue. Il semble donc que ce peptide ne soit également pas entierement effondré sur

lui-méme.

Les profils de PUMA et PUMP sont présentés conjointement figure I1.15. Le profil de
PUMA est tracé en ligne continue bleue, et celui de PUMP en pointillés verts.
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FI1GURE I1.14 — Spectre de mobilité de PUMP a I’état de charge 5+ et une tension de 400V dans le
tube2

Le pic le plus intense de PUMA et celui de PUMP correspondent au méme temps d’arrivée.
Le paysage conformationnel des deux peptides s’étend sur la méme plage de temps d’arrivée
(environ 5 ms). La différence apparait sur I'intensité des différents conformeres. Nous espé-
rons pouvoir observer des différences lors de la complexation du peptide avec Mcl-1 et mettre
en avant la nécessité que le peptide ait une structure primaire favorisant le repliement en

hélice (ce qui n’est pas le cas pour PUMP).

Les deux peptides en phase gazeuse présentent tous deux des structures indépendantes
de la phase liquide. La comparaison entres les temps d’arrivée de structures théoriques nous

permet de supposer que les deux peptides ont leur chaine peptidique peu collapsée.

Les résultats obtenus par mobilité ionique ne nous permettent pas de conclure sur la
présence d’une structure hélicoidale sur les peptide PUMA et PUMP en phase gazeuse. On
peut seulement dire que la phase gazeuse ne conserve pas la mémoire de la structure en
phase liquide de PUMA et PUMP et que ces dernier se sont pas completement repliés sur
eux-mémes. PUMA semble adopter une structure préférentielle, peut étre la plus stable.

Pour aller plus loin dans la caractérisation structurale de PUMA, nous avons sondé la
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F1GURE 1I1.15 — Spectre de mobilité de PUMA et PUMP a I’état de charge 5+

stabilité relative de deux conformeres distincts présents sur le profil de mobilité de hsPUMA
6+ (Taxonomie : Homo Sapiens). La différence de taxonomie de présente pas de différences
fondamentales sur les études de structure 3D du peptide sachant que le domaine BH3 qui se
replit en hélice est identique pour les deux especes. Pour cela nous avons utilisé la mobilité
ionique en tandem, présenté dans le chapitre 1, pour sélectionner I'une des deux conforma-
tions grace a son temps d’arrivée au niveau du funnel B. Puis une tension de 0 a 120 V
a été appliquée sur les électrodes afin d’accélérer le peptide sélectionné. L’énergie cinétique
alors acquise par le peptide est en partie convertie en énergie interne grace aux collisions de
celui-ci avec le gaz du tube. Nous avons ensuite mesuré la mobilité des ions dans le second

tube (également présenté dans le chapitre 1).

Sur la figure 11.16, sont présentés les résultats de I'expérience de stabilité relative des deux
conformeres de hsPUMA a I’état de charge 6+ dans 'acétate d’ammonium. En effet, cet état
de charge était le plus intense et le plus facile a sélectionner dans le funnel au moment de
I’expérience. Tout en bas de la figure, le profil de mobilité du peptide est tracé, sans sélec-
tion aucune, ni activation ("No selection, a0"). On distingue les deux conformeéres. La fenétre
située juste au dessus (noté sl a0), est le profil de mobilité du peptide lorsque le pic le plus

a gauche est sélectionné dans le funnel sans activation. Apres sélection, seul ce conformere

122



II Etude du complexe PUMA-Mcl-1

1 /\ /_\ ~—— slaloo |
P —

| /\ — slal20 ||
ob——— e —

o e

—— s1a80||

- — sl ab0 ||
— \7_7\\_77_7
/\ — sla0|]

ﬁ.\/\\ —— No selection, a0 ||

o) | —
21 22 23 24 25
Temps de dérive (ms)

T

Intensité relative
|_I
\
\
g
/
/
/
/

—O
T
|

=Oo

FIGURE I1.16 — Spectre de mobilité de PUMA 6+ (No selection, a0) avec sélection du pic de gauche
(s1, a0) et une tension appliquée de 50 V (s1, a50), 80 V (s1, a80), 90 V (s1, a90), 100 V (s1, a100)
et (s1, al20)

poursuit sa route dans le tube 2. On n’observe pas ’apparition du deuxiéme conformere. On
peut donc dire que ce conformere est stable, dans les conditions de température et de pression
associée a l'expérience (soit la durée de dérive dans le tube 2). Dans la fenétre immédiate-
ment au dessus, le méme pic est sélectionné et une tension d’activation de 50 V est appliquée.
Un signal apparait alors autour du temps de dérive du second conformere. La tension de 50
V semble apporter suffisamment d’énergie au peptide pour qu’il puisse adopter de nouveau
la conformation la plus étendue. Le pic étant apparu est de plus faible intensité que celui
présent sur le profil sans sélection, ce qui laisse penser que sans sélection le peptide est dans
un état métastable non relaxé vers la distribution d’équilibre. On peut également constater
sur la figure pour des valeurs de tension d’activation supérieures a 80 V, I'intensité du pic
correspondant a la conformation ayant émergé apres activation n’atteint pas 'intensité ob-
servé sur le méme pic sans sélection ni activation. On peut donc supposer que la distribution
obtenue apres activation permet d’atteindre 1’état de quasi-équilibre de la molécule. On peut

supposer que la structure de PUMA apres activation se rapproche de la structure en phase
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FIGURE I1.17 — Spectre de mobilité de PUMA 6+ (No selection, a0) avec sélection du pic de droite
(s1, a0) et une tension appliquée de 50 V (s1, a50), 80 V (s1, a80), 90 V (s1, a90), 100 V (s1, al00)
et (s1, al20)

De la méme maniere, le deuxiéme pic présent a droite en bas de la figure 11.17, a été
sélectionné (deuxieme fenétre en partant du bas, légendé "s1 a0") sans activation. De la troi-
sieme fenétre en partant du bas jusqu’a la fenétre en haut de la figure, différentes énergies
d’activation ont été appliquées, de 50 V a 120 V. Des 50 V d’activation, on peut observer
I’apparition d'un pic a gauche au temps d’arrivé du conformere non sélectionné. L’intensité
de ce pic est déja la plus grande et ne semble plus augmenter a des énergies plus importantes.
On retrouve ici les mémes proportions que sur la figure I1.16, ce qui confirme 1’état de quasi-
équilibre atteint par PUMA apres activation.

On peut conclure de ces observations que ces conformeres ont une structure métastable
en phase gazeuse ou bien que la dynamique d’inter-conversion sans activation est bien plus
lente que la durée de la dérive dans le tube. L’apport d’énergie sous forme de collisions avec le
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gaz permet alors de passer la barriere d’inter-conversion des deux états accessibles. L’énergie
nécessaire pour atteindre 1’état de quasi-équilibre de la bradykinin, étudiée par Clemmer et
al., est du méme ordre que l'énergie nécessaire pour atteindre 1’état de quasi équilibre de
PUMA.[181]

11.3 Expression et caractérisation de Mcl-1

Apres avoir caractérisé et étudié PUMA par spectrométrie de masse et mobilité ionique
nous nous intéressons a présent a la caractérisation de Mcl-1. La protéine Mcl-1 est constituée
de 331 acides aminés. La partie de protéine comprenant les domaines BH (Bcl-2 homology)
commence du résidu 151 au résidu 308. Les domaines BH sont impliqués dans la fonction
anti/pro-apoptotique de la protéine et donc dans la complexation avec le peptide PUMA.
C’est également cette partie de la protéine qui est étudiée par Clarke et al.. Ce groupe a
largement contribué a ’étude du repliement couplé a la complexation de PUMA et Mcl-1 et
des systemes similaires.[161, 163, 165]

II.3.a Expression de la protéine

Le vecteur pREST A codant pour la protéine Mcl-1 (des résidus 151 a 308, Code d’ac-
cession Uniprot : P97287) nous a été gracieusement fourni par le groupe du Pr. J. Clarke
(University of Cambridge). Un vecteur est un plasmide modifié par génie génétique, c’est-a-
dire une molécule d’ADN double brin circulaire retrouvée naturellement chez les bactéries.
Le vecteur permet une production plus importante de protéines sous forme recombinante. Le
vecteur utilisé est constitué d'une séquence d’ADN codant pour la protéine Mcl-1 attachée a
une séquence codant pour une étiquette poly-histidine (6xHis) et une séquence codant pour
6 résidus d’acides aminés (LVPRGS) permettant le clivage de 'étiquette "His-tag" présente
a son extrémité N-terminale. Un gene de résistance a I'antibiotique ampicilline permet, lors
de la phase de transformation (inclusion du vecteur dans les cellules par choc thermique) de
sélectionner les cellules ayant incorporé le vecteur (en tuant toutes les autres avec I’antibio-

tique).

Il est tout d’abord nécessaire d’amplifier le vecteur, c’est-a-dire en obtenir un nombre
important de copies (phase 2. sur la figure I1.18). Pour cela, les souches E.Coli DH5-«v ont
été transformées. La transformation permet 'incorporation du vecteur au sein de bactéries
(phase 1. sur la figure II1.18). Les bactéries 'ayant incorporé sont alors sélectionnées par
I’ampicilline. La souche DH5-«r est la plus & méme de produire une tres grande quantité de
vecteurs. Ces vecteurs sont ensuite purifiés et stockés a -80°C (phase 3. sur la figure I1.18).
On procede de nouveau a la transformation de bactéries a partir des vecteurs précédemment
produits dans les souches BL-21. Ces souches sont adaptées a la production massive de pro-

téines. Une partie des clones ayant poussé (donc contenant le vecteur) ont été repiqués afin
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F1GURE II.18 — Schéma des différentes étapes de ’expression de Mcll.

de les mettre en culture.

Ces cultures ont été réalisées dans un milieu nutritif de grand volume et en présence
d’ampicilline jusqu’a atteindre une densité cellulaire suffisante (densité optique de la solution
entre 0.8 et 1) pour induire la production de protéines (phases 6). L’induction a été réalisée
en ajoutant de 'IPTG (Isopropyle 8-D-1-thiogalactopyranoside). Les cellules ont ensuite été
extraites du milieu par centrifugation puis le culot a été re-suspendu dans un tampon Tris
salin contenant de I'imidazole. Les cellules ont été lysées par sonication (ultrason) en présence
de lysozyme, qui est une enzyme dégradant la paroi bactérienne. Apres 1'étape de lyse, la
solution est centrifuguée. Le surnageant contient ainsi un mélange complexe issus notamment

du cytoplasme des bactéries, dont fait partie la protéine recombinante Mcl-1.

Afin de séparer sélectivement les autres composants, le surnageant est purifié par chroma-
tographie d’affinité sur résine Ni-NTA (acide nitrilotriacétique). L’ion Ni** posseéde une forte
affinité pour les groupements imidazole portés par les résidus d’histidine, notamment ceux
présents dans 1’étiquette 6xHis de la protéine recombinante. Les protéines riches en résidus
d’histidine dont le Mcl-1 sont ainsi retenues par la résine alors que les autres molécules seront
éluées (c’est-a-dire non retenues sur la résine). Apres plusieurs étapes de lavage, les protéines
sont éluées par un gradient d’imidazole qui agit en tant que compétiteur pour les ions Ni?* de
la résine Ni-NTA. Le suivi de I’élution est réalisé par spectrophotométrie en mesurant I’ab-
sorbance a 280 nm. En effet, les résidus aromatiques, notamment le tryptophane, absorbent
la lumiere dans l'ultra-violet, permettant leur détection mais aussi de maniere quantitative (il
est possible d’estimer la concentration en protéine sur la base de I’absorption). Des aliquots
issus de chaque étapes de la purification sont récupérés afin de suivre la progression de la pu-

rification par électrophorése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE). La masse moléculaire
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attendue sur gel est de 19,44 kDa mais une bande migrant a une masse apparente d’environ 40
kDa a été observée dans les fractions d’élution, soit une masse moléculaire d’environ le double
de la masse attendue. Les fractions d’élution correspondantes ont été regroupées et dialysées
contre un tampon acétate d’ammonium 10 mM pH 7.2 (compatible avec les expériences de
spectrométrie de masse native) afin d’échanger le tampon. Trois dialyses consécutives ont été

effectuées puis la protéine a été diluée puis analysée par spectrométrie de masse.

I1.3.b Spectrométrie de masse de Mcl-1

Nous avons alors tenté de caractériser la protéine exprimée par spectrométrie de masse

(ESI-Q-TOF).

Le spectre de masse (figure 11.19) n’a pas révélé la présence de la protéine. Celui-ci montre
un bruit de fond important. Il apparait que la solution n’a pas été suffisamment purifiée. La
présence de sel (provenant de I'expression) peut également étre a l'origine de la quantité
apparente de pic sur le spectre et du bruit de fond important. Les barres verticales rouges
indiquent la position des pics des rapports m/z de Mcl-1 (M = 19440 Da) attendus aux états
de charge allant de 10" & 197. Ces barres ne correspondent a aucun pic du spectre de masse.
Sans cette caractérisation par spectrométrie de masse nous ne pouvons aller plus avant et
poursuivre 1’étude par mobilité ionique. Il nous faudra par la suite procéder de nouveau a
I’expression et la purification de la protéine. De plus la source nano-electrospray étant opé-
rationnelle, établir le spectre de masse en utilisant cette source permettra de s’affranchir des
sels présents en solution et obtenir un spectre de masse plus "propre". On pourra alors espérer
distinguer les états de charge de Mcl-1 du bruit de fond.

I1.4 Conclusion

Les études préliminaires en phase gazeuse de PUMA et du peptide mutant PUMP ont
révélé la grande flexibilité et la diversité de leur paysage conformationnel. Les données de
dichroisme circulaire et de spectrométrie de masse ont permis de caractériser la structure du
peptide et son comportement en phase gazeuse. Nous avons également pu observer la perte
de la structure associée a la phase liquide lors du passage en phase gazeuse.

L’expression et la caractérisation de Mcl-1 n’ont pour l'instant rien donné. Cependant
notre meilleure connaissance du systeme nous permettra lors d'une prochaine tentative de
mieux maitriser I’expression de la protéine et sa purification. La source nano-ESI aujourd hui
opérationnelle et notre mafitrise de cette technique nous permettra également de caractériser
en masse et en mobilité ionique Mcl-1 tout en étant capable de s’affranchir du solvant et des

sels qu’il contient a l'issue du processus d’expression et de purification de la protéine.
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Fi1GURE 11.19 — Evalution par MS des fractions censées contenir Mcl-1 purifié. On ne distingue pas
la présence de cette protéine dont les pic sont attendus au niveau des barres verticales rouges.

Des que Mcl-1 aura été caractérisée par mobilité ionique et spectrométrie de masse nous
pourrons tester la distribution de conformation de PUMA dans une solution de PUMA /Mcl-1
puis amorcer ’étude du repliement couplé a la liaison entre PUMA et Mcl-1. Nous espérons
alors observer le repliement de PUMA en hélice, mesurer la force de la liaison du complexe

et le dépliement éventuel de PUMA apres séparation avec Mcl-1.

IIT Caractérisation structurale de protéines transmembranaires :

les syndécans

Les syndécans sont des protéoglycanes dont la fonction est la régulation de la matrice
extracellulaire, de la signalisation et de 'adhésion (avec la matrice ou une autre cellule).
Cette famille de protéines est composée de 4 membres nommés SDC-1, -2 | -3 et -4. Aucune
donnée structurale de I'’ectodomaine de ces protéines n’est accessible, ce domaine étant in-
trinsequement déstructuré. C’est donc a la caractérisation de la structure de 1’ectodomaine
de ces quatre syndécans que s’est intéressé le groupe du Pr. Ricard-Blum de I'Institut de

Chimie et Biochimie Moléculaire et Supramoléculaire de Lyon.
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IIT1.1 Ectodomaines de syndecans

Dans le cadre de I’étude de protéines intrinsequement désordonnées, nous avons travaillé
en collaboration avec I’équipe de la Pr. Sylvie Ricard-Blum de I'Institut de Chimie et Biochi-
mie Moléculaire et Supramoléculaire a Lyon (ICBMS). Un de leurs axes de recherche porte
sur la caractérisation des syndecans. Les syndécans sont des protéines membranaires de cel-
lules de mammiferes. Ils sont impliqués dans de nombreux processus biologiques tels que la
signalisation cellulaire, I'interaction avec leur micro-environnement et peuvent également étre
a l'origine de maladies tels que certains cancers (poumon, rein, peau).[182-186] Ces protéines
sont constitués de 3 domaines différents : une partie intracellulaire, une partie transmembra-
naire et une partie extracellulaire pouvant se détacher du reste de la molécule par rupture
protéolytique pour la régulation de processus biologiques. C’est cette derniere partie qui est
intrinsequement désordonnée et qui sera étudiée par mobilité ionique. Il existe 4 membres
différents (figure I11.20) dans la famille des syndecans (numérotés de -1 & -4). La taille et la
composition des différents syndécan varient. L’objectif est de caractériser la structure de ces
protéines dans le but de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents a leur fonctions et
leur intéractions avec d’autres protéines.[187] Cette étude a donné lieu a la rédaction d'un

article en cours de soumission.
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FI1GURE II1.20 — Schéma représentant les quatre types de syndécan et leur position sur la membrane
cellulaire, I'ectodomaine étudié est situé dans le milieu extracellulaire (partie haute de la figure).
Figure adaptée a partir de [184].

IT1.2 Hétérogénéité conformationnelle des ectodomaines des syndécans

Des expériences de mobilité ionique et de mobilité ionique en tandem couplé a la spec-

trométrie de masse a permis d’en apprendre plus sur la diversité conformationnelle des ecto-
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domaines.

ED4 contient une cystéine a son extrémité C-terminal capable de former un pont disulfure
avec un autre ED4. Ce peptide est donc tres susceptible de former un dimere. Un peptide
mutant ED4-C150A a été utilisé afin d’étudier ED4 sous sa forme monomérique. La cystéine
est remplacée par une alanine de maniere a ce que le peptide ne puisse pas former de ponts
disulfures.

II1.2.a Section efficace de collision des syndécans

Les différents ectodomaines étudiés ont montré une grande diversité d’états de charge
par spectrométrie de masse. Cette diversité d’état de charge observés malgré 1'utilisation de
conditions natives refletent une grande flexibilité des systeme en phase gazeuse comme en
phase liquide. Ces observation vont dans le sens de la nature non-structurée des ectodomaines.
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FIGURE II1.21 — Etat de charge en fonction de la section efficace de collision des syndécans -1, -2,
-3 et -4 monomere (C150A) et dimere.

Les bornes tracées en traits pointillés dans les encadrés de la figure I11.21 limitent ’espace
de sections efficaces accessibles des ectodomaines estimés grace a la méthode précédemment
utilisée pour PUMA.[179, 180] Ainsi on peut voir que ED1 explore seulement la moitié de
I'espace accessible (54%) alors que ED-2; ED-3 et ED-4 (monomere) explorent respective-
ment 73%, 70% et 68% de I'espace des CCS. Ceci, en plus de la large distribution d’états
de charge, concorde avec le fait que les ectodomaines sont des peptides flexibles avec une
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structure allongée et non repliée (random coil).

Une transition entre une forme compacte et une plus étendue apparait pour tous les ec-
todomaines avec 'augmentation de la charge menant a une distribution bimodale des CCS.
Cette transition, d’apres Beveridge et al., serait liée aux conformations compactes et allon-
gées adoptées par la molécule et qui détermineraient le mécanisme de désolvatation lors du
processus electrospray (cf. Chapitre 1, partie I.1.c) et donneraient donc différents états de
charge.[188] D’apres ce modele la transition a lieu lorsque le rayon d’un ion de charge z at-
teint la taille maximum d’une gouttelette de solvant portant une charge z, c’est la limite de
Rayleigh. Cette transition se produit pour z = 8-13 pour ED-2 et ED-4, z = 11-15 pour ED-1
et z = 16-18 pour ED-3. L’état de charge dont la transition entre les distributions de CCS a
lieu pour les 4 ectodomaines se rapporte a 80 a 85% de la limite de Rayleigh correspondante
estimée d’apres De La Mora et al.[189] Aucune transition n’est observée pour le dimere de
ED-4. Une telle transition devrait avoir lieu autour de 1’état de charge 15+, mais cet état
de charge était hors de la fenétre de détection en masse lors de 'expérience. Ces résultats
corroborent avec l'existence de deux familles de conformations des ectodomaines. On peut
également envisager la contribution de différents mécanismes de désolvatation sur la transi-
tion observable entre ces familles.[188]
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Ficure II1.22 — Spectres de masse des ectodomaines ED des 4 syndecans dont les familles de
distribution d’état de charge sont représentés en bleu pour les états de charge les plus grands donc
les conformations les plus étendues, en vert pour les états de charge intermédiaires et en orange les
faibles états de charges correspondant aux conformations les moins étendues.

Les syndécans semblent adopter trois ensembles de conformation distinctes de différents

degrés de compacité par spectrométrie de masse (figure I11.22 A). Les conformations les plus
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compactes de tous les ectodomaines étudiés des syndécans ont la plus faible intensité relative
(figure I11.22 B). En revanche les conformations les plus étendues de ED-1, ED-2 et ED-4

(monomere) représentent 70 a 85% de l'espace des CCS mesurés.

I11.2.b Le cas de ED-4

Ed-4 est capable de former un dimere via un pont disulfure entre deux cystéines. Deux
configurations sont envisagées pour ce dimere. Une configuration dite "head-to-tail" (téte a
queue) qui formerait un édifice de deux fois la longueur du peptide ou bien en configuration

"face a face'.
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FIGURE II1.23 — Profile de mobilité ionique de ED-4 "wild type" (A), Spectre de masse extraits des
pics de mobilité (B)

Deux pics de mobilité ionique ont pu étre observés pour ED-4 "wild type" figure I11.23.
Le spectre de masse extrait a partir du pic coloré en orange, a 25 ms montre une distribution
d’états de charge allant de 9 a 11. Ce spectre correspond a ED-4 monomérique. Le pic coloré
en bleu sur la figure, a 32 ms correspond a un spectre de masse dont les charges vont de 18 a
23. Ce pic est alors associé au dimere de ED-4. Le temps de dérive d’un ion est proportionnel
au rapport de la CCS avec la charge z. Il est étonnant de voir que le temps de dérive du
dimere est plus grand que celui du monomere contenant la moitié des charges. En effet, en
mobilité ionique, 'effet de la charge est beaucoup plus importante que 'effet de la masse.
Ces données laissent donc supposer que 'effet qui prime dans cette expérience est la CCS.

On peut donc présumer que soit le dimere a une CCS d’environ deux fois celle du monomere
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ce qui permet d’envisager que le dimere de deux ED-4 est en configuration "head-to-tail", soit
la dimérisation a un effet structurant sur la chaine des deux ED-4.

Le dimere de ED-4 reste malgré tout désordonné et flexible car la distribution d’état
de charges en MS native est tres grande (figure I11.21). La configuration 'téte a queue"
observée par mobilité ionique est cohérente avec le rayon de gyration (SAXS) et le rayon
hydrodynamique (DLS) calculé lors de précédentes études des syndécans par le groupe du
Pr. Ricard-Blum.

I11.3 Conclusion

L’étude des ectodomaines des syndécans est un challenge dans le domaine de la biologie
structurale et notamment pour identifier la relation entre conformation et fonction. L’ab-
sence de structure secondaire de ces molécules synonyme d'une grande flexibilité est mis en
évidence par la large distribution d’états de charge et de CCS associés. Les données de mobi-
lité ionique associées a la spectrométrie de masse ont permis de mettre en évidence certains
aspects conformationnels des ectodomaines des syndécans étudiés. Cette étude s’ajoute aux
différentes techniques utilisées par ’équipe du Pr. Ricard-Blum, permettant d’avoir acces a la
structure des ectodomaines et a leurs interactions avec l'environnement (SAXS, Dichroisme

circulaire).
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Conclusion

Dans ce travail de these nous nous proposions de nous intéresser a divers aspects concer-
nant I’étude de la conformation adoptée par des molécules biologiques. Parmi les méthodes
dédiées a I'analyse conformationnelle, le FRET d’action a été développé dans le groupe et
met en oeuvre la fragmentation de chromophores. L’utilisation du FRET suppose de bien
comprendre les phénomenes photophysiques impliqués. Ainsi, la premiere partie de mes tra-
vaux de these a consisté, au dela de la preuve de concept, a caractériser les conditions et les
mécanismes selon lesquels ces chromomphores fragmentent de maniére apparemment photo-
spécifique. A la suite de travaux théoriques sur la fragmentation des rhodamines fluorescentes
via des états excités d’ordre supérieur, nous avons ainsi mis en évidence le caractére multi-
photonique séquentiel de ’absorption menant a la dissociation du quencher de fluorescence
QSYT utilisé pour le FRET d’action. A chaque photon absorbé succede une conversion interne
de I'énergie et une redestribution interne de I’énergie vibrationnelle qui ramene le chromo-
phore d'un état électronique excité a un état vibrationnel excité a I’état fondamental. Nous
avons également pu identifier une voie alternative (quoique minoritaire) d’évolution de ces
chromophores a base xanthene : la réaction a 1’état excité. Nous avons ainsi caractérisé la du-
rée de vie de la rhodamine 6G et sa réactivité avec le NO. Il est donc important de continuer
d’étudier la photo-dissociation de ces chromophores greffés sur des peptides de taille plus
importante. La complexité de ces mécanismes sur des systemes plus complexes nous oblige a
sonder progressivement des molécules de complexité croissante jusqu’a atteindre la taille et

la complexité structurale d’une protéine.

Un aspect important que nous nous sommes attachés a étudier dans cette these est la dy-
namique conformationnelle des peptides. Sur la base de travaux préliminaires dans le groupe
montrant l'interconnexion entre transfert de proton intramoléculaire et dynamique confor-
mationnelle, nous avons amélioré le dispositif d’étude pompe-sonde et mené une étude de
grande ampleur sur une série de peptides de taille et composition variées. Nous avons ainsi
pu identifier quelques grandes tendances, et en particulier observer que la formation dune
structure secondaire de type hélice sur des polyalanines de taille supérieure a 7 ralentissait
considérablement la cinétique de transfert de proton. Les dispositifs expérimentaux mis en

place ont permis de mesurer des dynamiques de transfert de charge photo-induits de peptides
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modeles (~ 100 ps). Nous avons déterminé que le transfert de proton intramoléculaire était
dépendant de la taille et de la composition en acides aminés du peptide. Enfin nous avons
pu réveler que la dynamique de transfert de proton est limitée par la dynamique conforma-
tionnelle du peptide. Ces études mettent naturellement en évidence l'intérét d’'un montage
pompe-sonde couplé optique/mobilité ionique (que les circonstances sanitaires n’auront pas

permis de compléter avant la fin de ces travaux).

Un des objectifs que nous nous étions fixé était de dépasser I’étude de systemes modeles
pour appliquer nos méthodes de physico-chimie a la caractérisation structurale de systéme
biologiques pertinents pour lesquels se posent toujours des questions de régulation et controle
de la conformation. Nous nous sommes intéressés au couple PUMA /Mcl-1 impliqué dans le
processus d’apoptose des cellules de mammifeére grace a l'initiation de collaboration avec
I'ICBMS et a la mobilité ionique. Nous avons constaté que la diversité du paysage confor-
mationnel de PUMA en phase liquide, révélant sa nature désordonnée. Un des principaux
challenge associés a cet objectif était le maniement d’outils et techniques associés a I'analyse
par spectrométrie de masse d’échantillons pour la biologie structurale aidés par le contact
étroit avec Florence Guillieres de 'ISA. Ces travaux ont été I'occasion de généraliser 'usage
du nanospray dans le laboratoire et ont permis d’initier une transition vers la spectrométrie

de masse native. Ces approches seront développées davantage a I’avenir dans le groupe.
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Résumés

Etude de la conformation et de la dynamique conformationnelle de molécules
biologiques en phase gazeuse.

Les protéines sont des molécules dont la structure est liée a leur fonction dans les orga-
nismes vivant. Cette theése porte sur la caractérisation de ces structures et de leur dynamique
et s’inscrit dans le développement de I’analyse par spectrométrie de masse en biologie structu-
rale. La spectrométrie de masse couplée a des techniques de spectroscopie optique résolue en
temps permet de mettre en lumiere les mécanismes d’absorption, de relaxation et de transfert
de charges photo-induits impliqués dans la dynamique conformationnelle et électronique de
ces molécules biologiques. Ces approches expérimentales avec la combinaison de techniques de
biologie moléculaire (expression, gel électrophorese, dichroisme circulaire, etc.) sont présen-
tées en début de manuscrit. C’est par I’étude de 'activation photo-induite de chromophores
utilisés pour I'analyse de la structure de protéines qu’a commencé ce travail de these. Les
mécanismes d’absorption de photons et de relaxation non radiative de chromophores greffés
sur des peptides ont été sondés. Nous avons ensuite sondé les mécanismes de transferts de
charges photo-induits au sein de petits peptides afin de comprendre 'influence de la taille
de ces systemes et de la composition en acides aminés sur la dynamique conformationnelle
de ces peptides. Ceci a nécessité le montage d'un dispositif pompe-sonde pour I'étude de
la dynamique de transfert de charge. Enfin nous nous sommes intéressés a un processus de
changement de conformation du peptide PUMA, présent dans les organismes de mammiferes
et impliqué dans la régulation de 'apoptose, en utilisant la spectrométrie de mobilité ionique
comme sonde de conformation et de dynamique structurale.

Mots clés: Spectrométrie de masse, mobilité ionique, peptides, protéines, structure,

conformation, couplage, laser.
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Gaz phase Conformation and conformationnal dynamics of biological mole-
cules

Protein functions in living organism are governed by their 3D structure. This thesis focuses
on the characterization of protein conformation and conformational dynamics by means of
mass spectrometry, and participates to the development of tools for structural biology. Mass
spectrometry coupled to time resolved optical spectroscopy can set light on mechanisms
associated with conformational dynamics: photon absorption, electronic relaxation, photo-
induced charge transfer, etc. Experimental approaches combining mass spectrometry, optics
and molecular biology (protein expression, gel electrophoresis, circular dichroism, etc.) will be
presented in the first section of this manuscript. This thesis work was initiated by the study
of the photo-induced activation of the chromophores which were used, at ILM, for action-
FRET and more generally for the exploration of the proteins structure. The mechanisms
of photon absorption and non-radiative relaxation were studied for chromophores grafted
on multiple peptides. We then probed the photo-induced intramolecular charge transfer and
associated conformational dynamics in series of small peptides in order to understand the
influence of the system size and composition on its structural dynamics. The latter experiment
required the implementation of a two-color pump-probe setup. Finally, we used ion mobility
spectrometry to probe and investigate the conformational space and dynamics of the PUMA
peptide, ubiquitous in mammalian organisms and associated to the regulation of apoptosis.

Keywords: Mass spectrometry, ion mobility, peptides, proteins, structure, conformation,

coupling, laser.
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