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INTRODUCTION

La connaissance de la structure tridimensionnalendcromolécules biologiques est
une donnée essentielle pour établir le lien erittetsire et activité biologique. Une protéine
bio-active se trouve généralement dans une steittutiaire ou quaternaire bien spécifique,
et son mauvais repliement peut étre la cause ftendisonnements graves, comme dans le cas
des maladies a prion ou d’Alzheimer. De plus, ledécules exercent leurs effets biologiques
en se liant a leurs récepteurs spécifiques, inieragui est gouvernée en partie par leurs
structures moléculaires. La grande diversité desmbiécules, leur grande taille et la
complexité du milieu cellulaire extrémement densmtsautant de caractéristiques qui
compliquent énormément la compréhension des ménanifondamentaux qui peuvent
expliquer leur fonction biologique. Le développemda la biologie moléculaire a pour but
d’expliquer et de caractériser la fonction des diveomposants cellulaires en termes de
propriétés intrinseques et d’interactions entresl@ss-unités moléculaires qui composent la
cellule. La formation des structures tridimensidiaseainsi que I'établissement de liaisons
non covalentes réversibles impliquées dans la reissance moléculaire d’'une molécule
bio-active sur son récepteur sont notamment détésnpar les interactions hydrophile,
hydrophobe, de liaison hydrogene et de van der $V&ilune approche « top-down » de
I'étude de macromolécules est hors de portée gyaique moléculaire, une approche de
type « bottom-up » peut permettre de caractérigerniveau atomique, les constituants
élémentaires des biomolécules en utilisant lesnigales expérimentales et théoriques issues

de la Physico-Chimie.

La structure des biomolécules et de leurs complesede plus souvent obtenue en
phase condensée par cristallographie X ou par aésenmagnétique nucléaire (RMN). Le
portail internet de la Protein Data Bank (PDB) remedébut 2014 plus de 97000 structures de
biomolécules, dont plus de 90% de protéines. Lstattbgraphie X représente a elle seule
plus de 90 % des travaux et permet de révélerlgtste de protéines contenant plusieurs
milliers d’acides aminés avec une résolution dedfe de 2 A, mais qui est insuffisante pour
résoudre la position des atomes d’hydrogéne. Liméaient principal de cette technique
réside dans la difficulté de produire des cristdaxailles et de qualités suffisantes. Ceci est
particulierement critique pour les protéines hydhapes membranaires. La RMN est 'autre

meéthode de choix pour déterminer la structure denblécules et elle présente I'avantage de



pouvoir étudier les systémes en solution nativatirement, la RMN est employée sur des
systemes moléculaires plus petits a cause deédmercomplexité du traitement des spectres.
De plus, cette technique nécessite des solutionseotrées (mM) et donc une quantité de

produit importante.

Les techniques spectroscopiques telles que la regeopie FT-IR, Raman et le
dichroisme circulaire (CD) peuvent aussi apporgs iciformations structurales car certaines
structures secondaires ont des signatures spempigees speécifiques (Figure 1). Ces
techniques ont néanmoins un pouvoir résolutif bremndre que la cristallographie X ou la
RMN. L'analyse repose sur une déconvolution du Bpeen sous-bandes attribuables a des
structures secondaires bien définies et permett@stimer la proportion de chaque motif
dans la structure de la protéine, comme illustrdatrigure 2 pour le lysozyme (129 acides
aminés, entrée PDB 4IAS). Ces techniques sont sbugeployées pour étudier les
changements de conformations des protéines enidaonate la concentration, de la

température, de la nature du solvant ou de son pH.
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Figure 1: Signatures spectrales caractéristiqeestdictures secondaires en héligefeuillet 3, et globulaire

(non structuré) obtenues par (a) spectroscopieRE Bl (b) dichroisme circulaire.
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Figure 2 : Spectres expérimentaux (b) FT-IR etQD)de la protéine lysozyme (a) qui présente plusiewntifs

bien définis (structure tirée de la PDB entrée 4lIAS

Les spectroscopies optiques en phase condensébasads sur I'absorption linéaire
du rayonnement incident par la molécule dans I'dttan. Lorsque la longueur d’onde
excitatrice est en résonance avec une transitida delécule, on enregistre une diminution
de l'intensité lumineuse réfléchie ou transmisepBase gazeuse, la densité des molécules est
bien trop faible pour pouvoir détecter des variaial'intensité lumineuse. La spectroscopie
en phase gazeuse repose alors le plus souventespactroscopie d’action, soit d’ionisation
(UV ou double résonance IR-UV) pour les moléculesitres, soit par photodissociation
(IR/UV) pour les molécules ioniques. Ces étudesmpttent de sonder les propriétés
intrinseques des molécules en I'absence des aféetenvironnement et se comparent donc

directement aux calculs.

La spectroscopie laser est la méthode de choix gundler les propriétés intrinseques
des molécules isolées en phase gazeuse. L'équipe ldevy a pour la premiére fois en 1986
enregistré la spectroscopie électronique du trygeap neutréavec une précision de I'ordre
du cm’. La combinaison d'un refroidissement efficace deslécules dans une détente
adiabatique produite par un jet supersonique duélidation de lasers affinés et accordables
a ouvert de nouvelles perspectives en fournissaatdbnnées expérimentales de grandes
précisions servant de base pour évaluer les mé&hddechimie quantique utilisées pour
interpréter les données expérimentéles. développement des études spectroscopiques s’est
fait au fil des avancées technologiques portantlssirsources laser accordables de I'IR
jusqu'au VUV et sur les sources de production déémaes d’intérét biologique en phase
gazeuse. Par exemple, la spectroscopie de doutdaadce IR/UV a permis d'étudier les



interactions intra-atomiques qui déterminent I'égegice de structures secondaires en partant
d’acides aminés et des peptides simples ou prot@gésir aller vers des modéles de feuillets
B9 de coudesB, y,"'*? et des hélices.”®*** La formation de ces différents motifs se
caractérise par I'établissement de liaisons hydregéntre les carbonyles CO et les amides
NH de la liaison peptidique. L'équipe de M. MonsE{ Saclay) a montré que, par
spectroscopie laser IR, il était possible de cerréds déplacements spectraux de la bande
amide A (vibration NH) avec le type de la liaisoydlogéne @ (on note G une liaison
hydrogéne formant un cycle a n atomes). Les difté& liaisons gainsi que le décalages

spectraux associés sont reportés sur la figdre 3.
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Figure 3 : (a) Types de liaisons hydrogene CO...HNusie chaine peptidique impliquées dans la formati®
coudey (C;), coudeB (C,q) et hélicea (Cy3). (b) décalages spectraux associés de la vibratidnFigures tirées

de la ref®.

Les études en phase gazeuse de molécules d'ihiétégique de tailles de plus en
plus grandes ont émergé depuis une vingtaine déagréce au développement de méthodes
d’ionisation dites « douces », telles que I'élegtébulisation (ESHf et la désorption laser
assistée par matrice (MALD1).Ces méthodes de mise en phase gazeuse perméitantat
les formes ioniques, protonées ou déprotonées ofiecaies intactes, non dégradées et isolées.
L’intérét principal de la spectrométrie de massd ds connaitre parfaitement la
stoechiométrie des complexes moléculaires étugigsexemple pour étudier les effets de

solvatation en controlant le nombre de moléculesaw’en interaction avec le soluté. Un
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deuxieme avantage des études sur les especes d@sna@gt de pouvoir les manipuler
relativement facilement par des champs électrogtesi, de les piéger dans des pieges a ions
afin de les sélectionner en masse, de les theena&lisle les interroger par spectroscopie laser
pendant des échelles de temps allant jusqu'a langdec Les premieres études couplant
spectrométrie de masse et spectroscopie laser esntigp de déterminer les structures de
systémes modeélés tels que les bases nucléiques de I'ADN, les acigemés et les petits
peptides, ainsi que des sucres, et sont maintaftantiues aux systémes plus grands et
complexes tels que de longues chaines peptidijutss brins d’ADN?° ou des complexes
non-covalents peptide-ligafd.Ces premiéres études spectroscopiques sur desmsst
complexes ont notamment pour but de savoir si flegtsires natives observées en phase

condensée sont conservées en phase gazeuse amigatdéon.

Une autre stratégie pour étudier la structurent@hsionnelle d’ions moléculaires de
grandes tailles est d'utiliser la spectrométrienaabilité ionique. Dans ces expériences, les
ions traversent une cellule contenant un gaz raaintenue a température et pression
constantes en présence d’'un faible champ électriguéemps de transit des ions est mesuré
et permet d’estimer leur section efficace de diffo¥ qui dépend de leur conformation. Des
changements importants de structures secondaireslesu peptides ont ainsi été mis en
évidence, notamment le repliement de la protéintectyome C en fonction de I'état de
chargé®?* ou la stabilisation d’hélicer sur des polyalanines en fonction de la taille eetad
localisation de la charge en C ou N termffiall. existe d’autres techniques basées sur le
principe de la mobilité ionique qui permettent dparer les conformations des ions mais sans
pouvoir mesurer directement les sections efficalgediffusion. La technique FAIMS (high-
field asymmetric waveform ion mobility spectrométey été développée dans le groupe de
Guevremorff et permet de filtrer la transmission des ions emction des constantes de
mobilité dépendantes de I'intensité du champ aetaune petite cellule cylindrique placée
entre la source ESI et le capillaire de transfes ns vers la chambre du spectrometre de
massé€.” Cette technique présente I'avantage d'étre relatent simple & installer mais a
tendance & activer les ions, ce qui induit un éépdint des peptidéSL'équipe de T. Rizzo a
tres recemment installé un FAIMS sur leur expérede spectroscopie laser sur ions froids.
lIs ont ainsi pu enregistrer les spectres éleatyoes de la bradykinine en fonction des
conformations sélectionnées dans la sofitdee couplage de la spectroscopie laser haute
résolution avec une sélection en conformation suilzamobilité des ions ouvre clairement de

nouvelles perspectives pour I'étude de systemdsdigques flexibles et complexes.

11



C’est dans cette optique que le groupe Biomolé&cele Spectroscopie a entrepris
depuis quelgues années d’étudier la structureaadiécules de grandes tailles en combinant
plusieurs méthodes expérimentales indépendant@sspéctroscopie laser IRMPD et la
mobilité ionique. Les expériences sont réaliseedependamment sur deux montages
différents, au centre laser infrarouge d’Orsay (@)Lpour la spectroscopie et a Lyon dans le
groupe de Ph. Dugourd pour la mobilité ionique.xpb@rience de mobilité ioniqgue nous
donne accés aux parameétres structuraux globauxystense, par la mesure de la section
efficace de diffusion, alors que la spectroscopienbus permet de sonder plus précisément
les interactions (de type liaisons hydrogene) irgtanter-moléculaires. Ces expériences sont
réalisées sur des ions a 300 K qui présentent énérdgénéité conformationnelle assez
grande suivant la flexibilité de la molécule. Cseitraduit par des spectres vibrationnels peu
résolus et des pics de mobilité généralement @ges que ceux attendus pour une seule
conformation. Néanmoins, la combinaison des deusnee de sélectionner parmi les

nombreuses structures compatibles avec I'une otréales donnéés.

L'un des objectifs de ma thése a été de compléette approche couplant la
spectroscopie laser et la mobilité ionique en a@aly les spectres de fragmentation induite
par capture électronique (ECD) pour obtenir desrinftions supplémentaires sur la structure
adoptée par les peptides. Le but est d'utiliser ilfermations structurales tirées des
expériences de spectroscopie et de mobilité pout,d’abord, analyser les spectres ECD de
peptides amyloides et ensuite de proposer une a@tigie de traitement des spectres ECD
pour obtenir des informations sur la structure desptides tryptophane zipper,

indépendamment des deux autres techniques.

La fragmentation induite par capture électronigsteuae technique complémentaire a
la fragmentation induite par collision & basse @iee(CID) qui permet de déterminer la
structure primaire des peptides. En CID, on ne pastremonter a la structure secondaire des
molécules car la fragmentation a lieu apres un fthge « lent » et une redistribution
statistique de I'énergie qui induit un changemenicsural avant fragmentation (modéle du
proton mobile}* Par contre, 'ECD est considérée comme une métiiedéagmentation
« non statistique » (sujet toujours débEjtavec des voies de fragmentation spécifiques a la
formation d’especes radicalaires instables. Pamele il a été montré que des liaisons
intermoléculaires faibles présentes dans les complaon-covalents peuvent étre préservées

aprés ECD? L'un des enjeux du développement de nouvellesnigdles de fragmentation est
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de pouvoir relier les spectres de fragmentationcauee information sur la structure

tridimensionnelle de biomolécules.

Plusieurs approches ont été entreprises pour néterpes spectres ECD en termes de
structures. Le groupe de F. McLafferty a analysésfgectres de fragmentation (fragments c/z
associés a la rupture de la liaison N-@e 'ubiquitine suivant les conditions d’activati ou
de I'état de charge, en essayant de trouver urélatton avec la structure connue en phase

1.3% ont corrélé la distribution d’intensité des

condenséé’ Plus récemment, Tsybist al
fragments c/z sur des peptides amphipathiquesgoant des acides aminés polaires et non
polaires) qui présente des maxima tous les 3-4eacainés. Les auteurs ont suggéré que
cette périodicité est compatible avec la structoative du peptide en hélice (liaison
hydrogene & impliquant 4 résidus pour former le cycle) et dagosition des maxima le
long de la séquence peptidiqgue était corrélée pdithphobicité des acides aminés. En
sélectionnant les différentes conformations duigepibiquitine par FAIMS, le groupe d’E.
Williams a montré que la distribution d’intensitésdfragments c/z dépend de la structure du
peptide®® Sur des systémes plus petits, une autre appramfste & corréler les spectres
ECD avec les structures issues de recherches ooationnelles par dynamique moléculaire,
le plus souvent en utilisant des champs forcesiglass’’*® L’analyse des spectres ECD en
terme de structures adoptées par les peptides diéggers de la confiance accordée a la
meéthode de calcul pour déterminer effectivementstesctures les plus probables peuplées

dans les conditions expérimentales.

En fait, la plupart des études citées préecédemmeguse sur une interprétation des
résultats expérimentaux en termes de structuresgmaparaison avec les prédictions tirées de
calculs sur les différentes conformations possilles peptides. Dans le cas des études
spectroscopiques sur des systemes modeéles refasidist supersonique, la petite taille des
molécules permet d'utiliser des méthodes de chiquantique fiables pour calculer les
spectres vibrationnels avec confiance. Notre groetpeelui de M. Mons ont par exemple
montré que, suivant la méthode utilisée et ensatili des facteurs d’échelle spécifiques a
chaque mode, on pouvait atteindre une précisiofieuss que 10 ci sur la prédiction des
fréquences dans la région amide A, | et®f! ce qui est généralement suffisant pour
discriminer les différents types de liaisons hy@émg (Figure 3b). Le calcul des spectres
vibrationnels pour les systémes moléculaires camtieplusieurs centaines d’atomes est, par

contre, beaucoup plus compliqué car il n’est plssgble d'utiliser les méthodes bien établies
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sur les petits systemes. Notre équipe a proposiéistu une méthode hybride de type QM/SE
(chimie quantique / méthode semi-empirique) pounusér les spectres vibrationnels de
molécules de grandes taill&sL'incertitude sur la prédiction est plus grande (trdre de

10-15 cnT), mais reste compatible avec la plus faible réamiudes spectres obtenus par

IRMPD sur des ions étudiés a température ambiante.

L’'un des problémes cruciaux du traitement théaiges systémes de grandes tailles
repose en fait sur I'exploration de la surface diére potentielle (PES) pour localiser les
multiples minima de la surface associés a destateg stables. La complexité de la surface
croit grandement avec la taille du systeme, campose I'utilisation de méthodes rapides et
efficaces. Deux types de recherche peuvent étextafies, I'une statistique basée sur des
algorithmes Monte Carlo et l'autre issue de simotet de dynamique moléculaire a
température finie. En collaboration avec F. Calw |dLM (Lyon), nous avons choisi
d'utiliser la dynamique moléculaire par échangeéique (REMD§® en utilisant le champ
de force AMBER. Plusieurs dynamiques a différetéaspératures (entre 100 et 1000 K) sont
propagées simultanément avec la possibilité d’éprales structures entre deux températures
adjacentes. Cette méthode permet d’explorer eHivant des surfaces présentant des
barrieres de potentiel pour un temps de simulatasonnable. Les dynamiques générent
plusieurs milliers de conformations différentesgcé nécessite un gros travail d’analyse pour
proposer les familles de conforméres qui peuverg éffectivement peuplées dans les
conditions expérimentales. L’ensemble des confaomattrouvées au niveau AMBER sert
alors de point de départ pour un traitement théerigvec des méthodes plus sophistiquées,

notamment pour prédire les spectres vibrationnels.

Mon manuscrit est divisé en cing grands chapitces. deux premiers présentent les
méthodes expérimentales et théoriques utilisées peuravail. Les chapitres 3 et 4 sont
consacrés a la présentation de I'étude sur leststas adoptées en phase gazeuse par les
peptides amyloides [B,-25 et les tryptophane zippers. Je montrerai que Xegreences de
mobilité ionique, spectroscopie IRMPD et fragmeptatECD sont complémentaires et
permettent de proposer, pour ces systemes flexitdaglativement grande taille, un nombre
limité de structures calculées compatibles avec nesures expérimentales. Le dernier
chapitre sera consacré a la présentation d'un Bauwveontage expérimental en cours de
développement au laboratoire qui porte sur unergéiea laser sur micro-gouttelettes liquide

sous vide et détection des espéces ioniques petr@petrie de masse a temps de vol. C'est
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une technique originale, unique en France, de vsgimn de molécules d’intérét biologique
qui devrait permettre d’étudier a terme leurs stngs en phase gazeuse dans des conditions
au plus proche de celles de la solution.
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CHAPITRE |

Méthodologie expéerimentale pour I'étude structurale
de molécules en phase gazeuse

1. Introduction

Les études des systemes biomoléculaires complexegssitent de nouveaux
développements dans les techniques expérimentaleéaiques. Notre méthodologie est de
combiner trois techniques expérimentales compléaiest la spectroscopie IRMPD, la
spectrométrie de mobilité ionique et la dissocratioduite par attachement d’électron ECD,
pour caractériser la structure des biomoléculgshase gazeuse. La spectrométrie de mobilité
ionique nous donne acces a la structure « globdle systeme, alors que la spectroscopie IR
nous permet de sonder plus précisément les ini@nadide type liaisons hydrogéne) intra- et
inter-moléculaires. L'ECD est une technique de rmagtation de peptides multiprotonés
induite par l'attachement d’'un électron surnumé&rajui donne lieu a des fragmentations
spécifiques (de type c/z) au niveau de la liaise@,MNle la chaine peptidique. L'originalité de
notre approche repose sur I'analyse de la distabut’intensité des fragments c/z obtenus en
ECD en relation avec les informations structuradesenues par mobilité et IRMPD. Le
couplage entre ces techniques est un outil proorefp@ur I'analyse de structures de
biomolécules complexes. Ces expériences sont faitellaboration avec le groupe de Ph.
Dugourd (ILM) et G. Van der Rest (LMR-LCP).

Je vais vous présenter dans ce chapitre, les tpemiexpérimentales que j'ai utilisées
pendant ma thése: la spectroscopie infrarouge (IBMR spectrométrie de mobilité ionique
(IMS), et la dissociation induite par attachemeatettron (ECD). Chaque technique posséde
ses propres caractéristiques et apporte potemtiefiedes informations complémentaires pour

déduire des informations sur la structure des sys$ébiomoléculaires complexes.
2. Source électrospray

Dans toutes les expériences que nous avons réalisgeesysteme electrospray (ESI)
est utilisé comme source de mise en phase gazesserts. L’électrospray est une technique

d’ionisation «douce » a pression atmosphérique. flermet de produire des ions
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moléculaires de grandes tailles protonés ou dépéstplusieurs fois. En 1984, John B. Fenn
développe cette source d’ions qui lui vaudra l& piobel en 2002.Ce type de sources d’ions

est largement utilisé en spectrométrie de masse.

Un ESI se compose simplement d’'une aiguille en fHioe capillaire. Une solution
contenant I'analyte est injectée en face d'un &apdl chauffé (100-200 °C) de 100 um de
diametre dans une région de fort champ électri@e KV/cm). L'effet de pointe du champ
électrique sur le jet liquide génere un spray dattgtettes hautement chargées qui sont
guidées par un gradient de champ et de pressianleeiceinte du spectrometre de masse.
Pendant ce transfert, les gouttelettes réduisenéib@ par évaporation du solvant et/ou par
fission (explosion coulombienne due & la grandesitémie charge des micros goutteleftes)

jusqu’a ce que des ions complétement désolvatéatsmioduits.

La mise en phase gazeuse des ions par ESI peutiétoeposée en trois étapes :
formation des gouttelettes, réduction de leuréeaikt désolvatation compléte. Si on applique
un potentiel positif sur l'aiguille (pour produides protonés), les cations en solution migrent
vers la contre électrode (capillaire), s’accumulanta surface ce qui établit un coéne de
Taylor?* Quand le champ électrique externe est élevé, e s& transforme en filament et
produit des gouttelettes chargées des lors quenkian de surface devient plus petite que la
force exercée par le champ externe (Figure 1). ieenékre des gouttelettes dépend de
plusieurs parametres, la valeur du champ électriguiux d’injection du liquide et la nature
du solvant. En général, nous travaillons avec degisns eau-méthanol (50-50 en volume) et
des flux de 10-100 ul/h, le potentiel appliquédsB500 V et la température de capillaire est
200 °C.

E=0 ‘ O<E <Epnser E>Epnser

Figure 1: La formation du c6ne Taylor sous I'efietchamp électrostatique
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Figure 2: Représentation schématique (a) d’'unecedsS| couplée a un spectrometre de masse ; §ljalex

modéles CRM et IEM introduits pour la mise en phgeseuse des ions par ESI.

Deux mécanismes de désolvatation ont été proposésor schématiquement
présentés a la figure 2b. Konermagtral. ont récemment publié un article de revue sur le
sujet®> Dans le modéle CRM «charged residue », la répulglectrostatique due a
'augmentation de la densité de charge a la sudasegouttelettes au cours de I'évaporation
du solvant surpasse sa tension de surface (lireifRayleigh). Il y a fission asymétrique de la
gouttelette, c’est I'explosion coulombienne. L'esxgibn produit une gouttelette principale
ainsi qu’'une multitude de gouttelettes secondail@ss petites gouttelettes atteignent
rapidement la limite de Rayleigh, ce qui va ac&klé& processus de fission. Ce processus se
répete plusieurs fois, la taille de goutteletteduite rapidement jusqu’a ce qu’une seule

molécule d’analyte chargée soit contenue dans lic@goutteletté.

Le second mécanisme repose sur un modéle d’évapordti solvant IEM.® Au
cours de I'évaporation, 'augmentation de la dénsié charge en surface de la gouttelette
induit une répulsion coulombienne qui devient piirande que l'adhésion des ions a la
surface, conduisant a I'expulsion des ions analytesst généralement admis que les ions
moléculaires de petites tailles sont produits gracee mécanisniealors que les ions
moléculaires de grandes tailles et les protéinebuigires sont produits par le processus
CRM.!°
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3. Spectroscopie infrarouge IRMPD

3.1 Introduction

La spectroscopie IR est historiquement utilisé@leysique moléculaire pour mesurer
de maniere tres précise les fréequences des modabrddons des molécules. Appliquée aux
molécules d’intérét biologique, dans notre caglgstides, certains modes de vibrations sont
particulierement importants pour déduire des inftians sur la structure des molécules par
comparaison avec des calculs de chimie quantiiGes modes d’élongation et de pliage font
intervenir les groupements (neutre, protoné ouatépe) amide, amine, carbonyle qui sont
susceptibles d’étre engagés dans des liaisons dgeolors de la formation de structures
secondaires. Les déplacements spectraux obserugsnpealors étre interprétés comme une
signature expérimentale d’interaction locale ewe groupes. En étudiant des systemes de
taille croissante, on peut espérer voir apparéiéneergence de structures tridimensionnelles,
telles que les feuillet,*? les formes en hélicex( 3,0)** avec des boucles de repliemerfts (
turn, y-turn)* En phase condensée, les études de spectroscopiariRansformée de
Fourrier (FT-IR) permettent de déterminer des dignes spectrales spécifiques deés lors que

la molécule adopte une structure secondaire bignielé

En phase gazeuse, la technique de double résoliRtbé a été appliqué avec succes
depuis plus d’une décennie sur des petits systamgses (acide aminé aromatique, di- et tri-
peptides, bases nucléiques, sucres simples), diefrdans une détente supersonique, afin de
geler les conformations dans les minima de plusdsm€nergies et d’affiner le contour
rotationnel des bandes vibrationnelles. Récemniergroupe de T. Rizzo (EPFL) a utilisé
cette technique pour I'étude de peptides protorsggsctionnées en masse et piégées dans une
trappe radiofréquence linéaire (22 pbéles) couplée aryostat a hélium afin de descendre a
des températures de 'ordre de 10-26°K’ La spectroscopie de double résonance IR/UV
permet d’enregistrer le spectre IR d’'un conforms&éectionné par ionisation résonnante a
deux photons UV (R2PI), et peut donc s’interpré@i@iurellement par comparaison avec des
calculs de chimie quantique sur les conformatianglds basses énergiésPar contre, seuls
les systemes possédant un chromophore aromatiquesrgeétre excités électroniqguement
avec les lasers UV courants (OPO ou laser a cdlofaiune maniére générale, cette méthode
s’appligue principalement a des systémes de tail@gites car elle nécessite de travailler sur
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des espéces avec peu d’énergie interne (refrordesstesoit dans une détente adiabatique soit

par cryogénie) afin d’obtenir une spectroscopietéaique résolue.

A linverse, la spectroscopie infrarouge de phatedciation par absorption multi-
photonique (IRMPD) peut étre considérée comme weaugelle » pour I'étude des especes
ioniques car elle s'applique & tous types de madd&cti Premiérement, par rapport a la
méthode IR/UV, la spectroscopie IRMPD ne nécegsie de chromophore UV, alors qu'il
n'y a que trois acides aminés (Tyr, Trp, Phe) quocpdent un cycle aromatique.
Deuxiemement, la spectroscopie IRMPD n’est pasiaripiimitée en taille de systémes
étudiés. Le groupe de J. Oomens a par exempleisinéelg spectre IRMPD du cytochrome C
qui posséde plus d’une centaine d’acides arfiirgtsnotre groupe a étudié la formation de
guartets de guanine dans la séquence télomériqumaihe [TTAGGG)} (24

oligonucléotides§!

Par contre, la spectroscopie IRMPD a plusieursnnénients. Tout d’abord, elle n’est
pas sélective en conformation et le spectre ertrégest la somme de toutes les contributions
des différentes structures peuplées dans les cmmglitexpérimentales. Deuxiémement,
pratiquement toutes les expériences ont été réalisér des ions a température ambiante, ce
qui entraine une forte congestion des signaturestisges (due a la présence de multiples
conformations peuplées et a I'élargissement ratagt) et donc a une perte de sélectivité
dans l'attribution des bandes observées. L'étudsydtemes de grandes tailles complique

encore davantage lI'analyse et les interprétatioed’qn peut en faire.

3.2 Principe

La spectroscopie IRMPD est un processus qui mgeen’absorption de plusieurs
photons. En effet, I'absorption d'un rayonnemenbdgueur d'onde donnée par une molécule
est détectée par la fragmentation de celle-ci.'@retgie d'un photon IR est de I'ordre de
1000-2000 crit, c'est-a-dire quelques centaines de meV, soirdire ale grandeur en deca de
I'énergie de liaison d'une liaison covalente, aiide l'ordre de quelques eV. Une molécule
doit donc absorber au minimum une dizaine de plsoiéhpour que son énergie interne
atteigne la limite de dissociation. Cependant,ptestons ne peuvent étre absorbés de maniere
résonnante par un méme mode de vibration: la rémuae I'écart entre les niveaux

vibrationnels a mesure que l'on augmente le nombEntique de vibratiow I'empéche,
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l'anharmonicité étant responsable de cet effeempérature ambiante, I'énergie interne d’'un
peptide contenant plusieurs dizaines d’atomes egérieure a 1 eV. A I'équilibre, les
différents modes de vibration sont peuplés selandistribution de Maxwell-Boltzmann a la
température considérée, ici 300 K, ce qui veut gire la grande majorité des modes auxquels
nous nous intéressons, situés entre 1000 et 200%) somt dans leur état vibrationnel

fondamental.

Le principe de 'IRMPD est présenté sur la figureUhe molécule doit absorber
plusieurs photons afin que son énergie interne |gierieure a la limite de dissociation.
L’excitation multi-photonique résonnante interviemia un mécanisme d’absorption
séquentielle incohérent. On considere que les mabestionnels sont tous dans leur niveau
fondamental (...0000...). L'absorption d’'un prempdioton résonnant porte le mode dans
son état excité;¥1, les autres modes restant dans leur état fontamé&’énergie absorbée
est rapidement redistribuée vers les modes cowgdéglus basse fréquence par relaxation
vibrationnelle intramoléculaire (IVR). Le mode iailement excité =1 revient dans son état
fondamental et peut réabsorber un nouveau phosondis méme train d’impulsion et donc a
la méme fréquence de résonance. Ce cycle est j@g§téa ce que I'énergie interne devienne

supérieure a la limite de dissociation de la mdEae qui entraine sa fragmentation.

dissociation energy
IVR between 2~ T 1 “““
microimpulsions
(internal vibrational —_—
redistribution) I
— 00000v;=10000 " 01010v;=00000 ---------- »
I The molecular ion gets backto v, =0

DOR0G =0 0600 but keeps its acquired internal energy

one microimpulsion
saturates the resonant
transition

Figure 3 : Mécanisme d’absorption multi photonigad¢VR

Le profil temporel d'intensité d'un laser a électrtibres, comme celui que nous avons

utilisé, est extrémement bien adapté a I''RMPDacsst une succession de macro-impulsions
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de quelgues microsecondes de large, composéesndlees de micro-impulsions de
guelques picosecondes séparées par quelques namdsg¢Figure 5): un photon IR peut étre
absorbé a chaque micro-impulsion car I'lVR a liatreedeux (ou plusieurs) d'entre elles. Le
processus d’'IVR a un temps caractéristique qui megmke la densité de modes a I'énergie
d’excitation, qui est généralement bien plus caue la nanoseconde deés que le systeme

posséde une dizaine d'atomes. Le taux de relaxaticamoléculaire est souvent de I'ordre de
1012 S—l 22

L'IRMPD est une spectroscopie d’action. On se pldaas un régime ou l'on
sélectionne en masse l'espéce voulue (ion pareot) @étecte la baisse du signal apparaissant
a son rapport masse/charge, en méme temps quaritappde fragments lorsque le laser est
réglé sur la fréequence d'une transition du systémegrandeur mesurée est donc un taux de

fragmentation. F étant la somme des ions fragmen® le signal d’ion parent, pour une

énergie E de photon donnée, le signal de fragmentast = ': 5 =1—exr{— k(E)t], ou k(E)

est taux de fragmentation et t le temps d’intecactiLe signal de fragmentation étant

généralement assez élevé (de I'ordre de 20-50%is reportons plutét—ln[l—%} qui

est proportionnel au taux de fragmentation.

Par sa nature multi-photonique, la spectroscopMRR differe de la spectroscopie IR
d’absorption linéaire, par exemple FT-IR. Dans &s d'ions moléculaires, les intensités
relatives des transitions ne suivent pas toujoelies prédites par les simulations de spectres
d'absorption IR. Il existe notamment des effetseldls qui sont a l'origine de I'absence ou la
trés faible intensité de certaines bandes, par pkeetle mode d'élongation C=0 lorsque le
groupement est libre, c'est-a-dire lorsqu’il n'@sts lié par interaction électrostatique ou
liaison H. La force d'oscillateur de cette tramsitiest plus faible que dans le cas d'un
groupement lié et les modes d’élongation des gnogoés C=0 sont moins couplés que les
autres modes, aboutissant a un IVR plus long et dore absorption séquentielle moins
efficace.

Méme si des réarrangements structuraux peuventvamie aprés absorption de
guelques photons mais avant fragmentation et d@tection, la premiere absorption qui
conditionne les suivantes est déterminée par lectsire initiale du systéme. C'est ce qui est
extrémement important et qui permet d'obtenir aésrimations structurales. Ainsi, on peut
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distinguer non seulement les différents groupememitmiques constitutifs du systéme, mais
également les mémes groupements selon leur eneimoemt. Par exemple, un mode
d'élongation C=0 d'un groupement COOH libre degdniteraction a une fréquence d'environ
1800 cm, mais se décale & 1750 ¢mour un groupement C=0 d'une liaison amide. Gzlle-
peut étre fortement décalée vers le rouge (lesebdsdquences) lorsque le groupement C=0
est engagé dans une liaison H (jusqu'a 100" cfans le cas d'un groupement chargé

positivement engagé dans une liaison H linéaire).

3.3 Dispositif expérimental

L’expérience d'IRMPD est effectuée au Centre Lds&arouge d’'Orsay (CLIO), sur
le montage expérimental (spectrométre de masseirEsgQ000+, Bruker) du groupe de
Philipe Maitre du Laboratoire de Chimie Physigliees ions sont mis en phase gazeuse par
une source ESI. Les ions sont entrainés vers ldrepgetre de masse de type piege de Paul
guadripolaire. Les ions sont piégés, sélectionm@emasse et irradiées par le laser pendant
plusieurs dizaines ou centaines de millisecon@eterhps nécessaire pour absorber plusieurs
dizaines de photon IR. Je vais présenter les pdrtiportantes du montage expérimental: le

laser a électrons libres et le piege.

3.3.1 Laser a électrons libres

Miroir

e

. Aimant de couthure

Faisceau
d’@lectrmons

.. Miroir

' l

Figure 4: schéma de la cavité du laser a électiloresCLIO.
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La lumiére d'un laser a électrons libre (LEL) editemue en faisant passer des
électrons accélérés a des énergies de 10 a 50 Me¥ wh onduleur, constitué d’aimants
placés les uns a la suite des autres et dont lEgigadions successives sont inverses.
L’onduleur est placé dans une cavité laser, ceaquour effet de stocker les photons émis par
les électrons et ces photons interagissent aveéléetrons pour augmenter la cohérence et
l'intensité du rayonnement IR (Figure 4). Pour apglications, I'énergie des électrons est de
I'ordre de 42-45 MeV pour obtenir une gamme d’éieede 900 - 1850 crhou 1200 - 2000

cmi’ respectivement.

La longueur d'onde d'un LEL accordable dans lecheet moyen infrarouge 250-
2500 cn' (40 & 4 um) permet d’enregistrer le taux de fragatéon des ions en fonction de
la longueur d’onde d’excitation. Le profil tempogln laser a électrons libre est présenté a
la figure 5. Le laser délivre des trains d'imputsép 25 Hz et chaque macro-impulsion dure 8
us et est composée de 500 micro-impulsions espadée$6 nanosecondes. L'énergie
moyenne par micro-impulsion est d'environ&0 celle par macro-impulsion est de 30 mJ. La
puissance IR totale est environ 1 W dans la ganB0e1950 crit, et elle diminue & 400 mW
pour les hautes et basses longueurs d'onde. Lauémmgd'onde est mesurée par un
monochromateur. La largeur spectrale IR est dali®ide 0.5 %. Un miroir sphérique de

focale 1m est utilisé pour focaliser le faisceawiRcentre du piége a ions.
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Figure 5: profil temporel du laser a I'électrorrdib
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3.3.2 Piége aions

Les expériences sont réalisées sur le spectrométneasse commercial Esquire 3000
(Bruker). Un piége de type quadripolaire (trappe REul) est utilisé pour confiner et
sélectionner en masse des ions. Il est composéwdedalectrodes placées au méme potentiel,
une d’entrée et une de sortie (en violet sur larégg) et d’une troisieme électrode annulaire
(en orange) dont le potentiel est la somme d’'umapaosante continue et d’'une composante
radiofréquence. L'électrode annulaire a été pguoée laisser passer le laser IR. Les ions sont

thermalisés par un bain d’hélium d’environ 1 mbemapérature ambiante.

Shutter
(GND-potential)

ES— Conversion
Dvnode
: 'i'-i—E].enrcAn
Octopole Multiplier

Figure 6: Trappe de Paul (Esquire Bruker)

Le champ radiofréquence est indispensable au geckkes ions décrivant une
trajectoire a I'intérieur d’'une sphére de rayogui augmente avec le rapport m/z de I'ion (m
est la masse, z la charge). La résolution en nmests#e I'ordre de quelques milliers, ce qui est
suffisant pour les espéces que nous avons étudideslection en masse se fait en excitant,
grace au champ radiofréquence, les ions de rappartifférents de celui qui nous intéresse.
Une fois que I'on a isolé ceux-ci, on peut envagelaser CLIO qui induit la fragmentation
des ions si la fréequence du laser est en résorarexe un mode de vibration de I'ion. On

détecte alors les fragments pour en déduire ledauragmentation.
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4. Spectrométrie de mobilité ionique

4.1 Introduction

La spectrométrie de mobilité ionique a connu urerise développement depuis une
dizaine d’années. L'idée de base de la techniqueesssimple et se rapproche beaucoup de la
chromatographie en phase gazeuse : il s'agit darexéfes conformations d'un méme ion
moléculaire en le faisant passer dans un tube cantain gaz rare a une pression de quelques
millibars. Plus une conformation est étendue, pliesest ralentie par collision sur les atomes
de gaz rare et plus elle mettra de temps a travéestibe. Ce temps de mobilité est la
grandeur physique mesurée directement en mobititéque. Des modeles théoriques
permettent alors de relier ce temps a la sectificaee de collision du systeme, c'est-a-dire
indirectement a sa structure. Les conformationsdétes ont une section efficace de collision
plus grande que les conformations repliées. Daméses structuraux, c'est-a-dire ayant la
méme formule brute et donc la méme masse, ontrysil &ire séparés.La mobilité ionique
est également capable, notamment grace au déveteppe’appareils de haute résolutfon,
de distinguer les énantiomeres d'une large gamme composés chiraux d'intérét
pharmaceutique ou biologigd®Une des premiéres démonstrations de la puissancette
technique, pour distinguer différentes structuresoadaires de protéines entieres isolées, a
été fournie en 1995 par I'équipe de D. Clemmerlsucytochrome G’ Par la suite, une
multitude de groupes ont choisi la mobilité ioniqueaur étudier les structures et interactions
de molécules ou complexes d’intérét biologiquegligart avec l'aide de la spectrométrie de
masse€®>° Dans notre méthodologie, la technique de mohiitéque est choisie comme une
technique complémentaire a la spectroscopie inigegoet a la fragmentation induite par
capture électronique ECD pour les études struasirde systéme biomoléculaire en phase

gazeuse.

4.2 Principe

Le principe de la spectrométrie de mobilité ionigeebase sur la séparation des ions
en fonction de leurs sections efficaces de diffugno mesurant le temps de transfert dans un
tube rempli de gaz rare, sous un champ électriqueobeéene faible (Figure 7). L'ion est

entrainé par le champ électrostatique et ralemtigsacollisions avec le gaz dans le tube. Une
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mesure de mobilité ionique consiste a déterminéertgs nécessaire a un ion pour traverser
la longueur du tube. Ce temps de diffusion dépanthdection efficace de collision avec le
gaz et donc de la conformation de l'ion : plus saformation est déplié, plus sa section
efficace de collision est élevée, plus la force«deottement » sera grande et plus le temps
d’arrivée a la sortie du tube sera élevé. Ce tetepmobilité est la grandeur physique mesurée
directement en mobilité ionique. La section effeae collision qui contient les informations
sur la structure est calculée en fonction de cepsede diffusion de l'ion, connaissant la

densité de gaz rare et le champ électrique appliqué

jt= 0 I b
m E | "7
—>|.°.. Co et |
P =10 mbar

Hélice a

@ Globulaire

Figure 7: Principe de I'expérience de mobilité dpra

L’information structurale est déduite en comparkntsection efficace de collision
mesureée et la valeur calculée pour chaque confamee la molécule. Le calcul des sections
efficaces de diffusion est réalisé par le prograniuodcal développé dans I'équipe de M.
Jarrold®! Plusieurs méthodes permettent d’obtenir une bestimation de la section efficace
de diffusion a partir de la vitesse de diffusioran® tout mon travail, j'ai utilisé la méthode

des trajectoires que je vais décrire dans la paréithodologie théorique (chapitre 2).

4.3 Théorie

En premiére approximation, le régime de mobilité ws régime de diffusion, les
collisions sont des collisions élastiques. Le terdpsdérive d'un ion a travers le tube de
mobilité ionique ne dépend que du champ électrigfjudu nombre de collisions avec le gaz
tampon, de la température, de la pression. Lasatesoyenne de mobilitg,\dans le tube est

proportionnelle a I'intensité du champ électrigkg, et est définie par la relation suivante :
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v, = KE (LD
ou K est la constante de « mobilité » caractéustide I'ion. Cette grandeur dépend de
la température, de la nature du gaz tampon et geelssion. E est 'amplitude du champ
électrigue moyen vu par I'ion, que I'on supposel @égachamp appliqué sur les électrodes du
tube de mobilité. Le temps de dérive est inversénpeaportionnel a K, on peut donc

écrire, ou | la longueur du tube, gtd temps de dérive dans celui-ci :

i =KE (1.2)

Comme c’est la grandeur K qui contient I'informatisur la structure de lion, il faut
donc mesurergt Le temps ¢ n'est pas mesuré directement car le temps quentiesure est
celui qui s’écoule entre le moment ou les ions $gectés dans le tube et le moment ou ils
sont détectés dans le spectrométre de masse.steaxn « temps mort » correspondant au
temps de parcours entre la sortie du tube et kectiéh. Pour extraire la section efficace de
collision d’'une espece, il faut recommencer I'opéra pour plusieurs valeurs du champ
électrique afin de tracer une droite de calibratiOlest une droite du temps de dérivg én
fonction de l'inverse du champ électrique (1/E). d@¢te droite, on peut déduire la constante
de mobilité (K).

Les collisions entre les particules sont contrélgasles forces exercées entre elles et
la mobilité dépend essentiellement de la force tefaction ion-gaz car on néglige les
collisions a plus de deux corps et les collisiam¥ion. L'expression de K en fonction de la
section efficace de diffusion est alors :

- ViBr(1, 1V" e (1.3)
16 JKTON

m m
ou m : la masse de l'ion
Mg : la masse d’'un atome du gaz rare contenu danbée t
- la charge de I'ion
. la charge élémentaire
: la constante de Boltzmann

q

e

k

N : la densité du gaz
Q : la section efficace de diffusion
T

: la température effective
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La température effective est calculée comme suit :

T=T + MV (1.4)
3k

ou Tg: la température du gaz rare dans le tube, mesiréenstante dans I'expérience. Ces
expressions viennent de la théorie de Viehland &advl sur les propriétés de transport des
ions moléculaires & travers un gaz.a relation entre la mobilité K et la section eéfie de
collision est valable si la masse de I'ion étudiétees supérieure a la masse du gaz tampon.
Les mesures de mobilité ionique sont effectuéestgime de faible champ électrique ou K
est une constante. Si on est en régime de hautpsHhammobilité K sera dépendante du champ

électrique.

4.4 Dispositif expérimental

Toutes les mesures en mobilité ionique ont étédaal LASIM dans le groupe de Ph.
Dugourd, Université Lyon I. Je vais décrire lestipar principales dans une expérience de

mobilité ionique (Figure 8): I'injection d’ions & tube de mobilité.

reflectron v t1 2‘2

Ionlc trap Hexapole
lon mobility tube _— detectors gy

E%\-mm\%::a =i A
ESl source \ / Quadrupole Collisioncell @
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lon funnel o
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o_’ ® e e Globular a-helix
E structure

Figure 8: Montage expérimental pour les mesuranalalité ionique

Les ions sont produits par une source électrospnagmont du tube de mobilité. La
pression dans la zone de la source est de I'oedOdrorr, la température de 150°C et le flux
d’injection est de 100 uL/h. La longueur du tubedes1 meétre et comporte une série de 101
électrodes cylindriques séparées de 1 cm par d&mnis, une résistance étant placée entre

chaque électrode. On applique une différence dengiet de 800 V de part et d’autre du tube,
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créant ainsi un champ électrique homogéne toubiag ¢lu tube. La pression du gaz tampon
(10 Torr) et la température (300 K) sont maintercmsstantes dans le tube de diffusion. La
sortie du tube est couplée a un spectrometre deartasemps de vol de type microQ-TOF
(Bruker). L’analyse par la spectrométrie de mastaps de vol est réalisée dans un vide de
5.10" mbar. L'ensemble est composé d’un double funneh thexapéle, d’'un quadripéle,
d'une cellule de collision et d’'un réflectron. Leleux funnels servent a transmettre et
refocaliser les ions apres le tube. Un hexapdlmeede guider les ions a la sortie des funnels
jusqu'au quadripble qui est utilisé comme filtre dasse. Les ions sont extraits et accelérés
dans le spectrometre de masse a temps de volevelétdcteur (galettes a micro canaux) et
l'utilisation d'un réflectron permet d’augmenter t&solution en masse en compensant
I'élargissement des pics dd a la dispersion imt@énergie cinétique. La résolution maximale
est de 15000.

TTTITTIRTIT

Figure 9 : Entonnoir & ions (Funnel). Le trajecaies ions simuléés.

Afin d’obtenir une bonne résolution et augmenterdpport signal a bruit, il faut
envoyer une grande quantité d’'ions dans le tubelgenun temps d'’injection le plus court
possible. Pour faire cela, les ions sont refocedisdans un funnel et piégés dans une trappe
avant d'étre introduits dans le tube sous formenaquet d’ior’* Un funnel est constitué
d'une série de lentilles électrostatique sépar@esupe distance de quelques millimétres, et

dont le diamétre interne diminue linéairement (Fég8). Les ions sont guidés dans le funnel
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vers le tube de mobilité par une tension contin@dd une tension radio fréquence RF. Le
champ radiofréquence sert & compenser les déwsatioes aux collisions avec les atomes de
gaz rare. Deux électrodes successives ont uneoter® en opposition de phase pour
focaliser les ions. Les ions sont guidés de I'enttda sortie du tube par un champ électrique
de plusieurs centaines de Volts par metre. La dengiége est maintenue a 10 Torr pour les

mesures de mobilité ionique.

Pour mesurer le temps de dérive des ions dandbéede mobilité, il faut controler le
moment de linjection. Pour ce but, on a utilisé piage circulaire. Il est composé de trois
électrodes, une a I'entrée et deux a la sortieaikeprésenter le fonctionnement des pulses du
piege (Figure 10).

V1 : La tension pulsée appliquée au funnel d’entfgette tension V1 permet de régler le
remplissage des ions dans le piege.

V2 : La tension appliqguée a I'entrée du piége aminell qui est toujours la méme valeur.

V3 : La tension de sortie du piége annulaire

V4 : La tension a I'entrée du tube de mobilité

V4
VA

\ V2 '
— N N\
Funnel d’entrée H

/ Piége a ions

circulaire

Tube de mobilité

Figure 10: Schéma des potentiels appliqués auxegl&nimportants pour I'envoi du paquet d'ions damsbe

de mobilité

Le transfert, le stockage des ions dans le piggealaire, et I'injection des ions dans le
tube de mobilité sont trois étapes importantes squit réalisées en suivant une séquence
précise (Figure 11). Pour injecter les ions danpiége, une tension V1 est appliquée au
funnel d’entrée pendant quelques dizaines de etltindes (ou V1>V2 et V2, V3, V4 sont
égales). Pour injecter les ions dans le tube, assbasimultanément les tensions V3 et V4.
Les ions sont injectés en un temps trés court @éqgas millisecondes. La résolution de la

mesure dépend de cette durée d’injection danslke tiéquipe de Ph. Dugourd a déterminé
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les conditions optimales de rapport signal a bdaitleur montage expérimental. Pour un

temps d’injection de 1 ms, la résolution théoricgue la mesure du profil de temps de

diffusion estﬁ qui est de I'ordre de 50.

V4 U

V2

V1

>

Figure 11: Schéma de la séquence temporelle tymgqueoyée pour I'envoi du paquet d'ions

5. Dissociation induite par capture électronique (ECD)
5.1 Introduction

La dissociation induite par capture électroniqué @se méthode efficace pour
fragmenter des peptides multichargés. La capturdétlectron par un systéme a couche
fermée [M+nH]" (comme l'est un peptide protoné) engendre une cespadicalaire
[M+nH]®P* instable, qui peut se désexciter suivant plusiechemins réactionnels,
notamment la perte d’hydrogéne ou la rupture dasdns N-G ou S-S dans les peptides
maintenus par un pont disulfure. C’est une techmida fragmentation complémentaire de
celles plus généralement utilisées comme la diggoni induite par collision (CID) ou la
photofragmentation UV ou IR. Elle se caractérisedss voies de fragmentation spécifiques,
principalement les ions c¢/z. Historiquement, lehteque ECD a été découverte fortuitement
dans le groupe de McLafferty en 189@n irradiant les peptides par un laser & 193 hm. |
s’est avéré par la suite que les fragments c/ztiten’étaient pas induits par I'absorption du

rayonnement laser mais par des électrons secoadaiis par le laser tapant sur les parois de
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la trappe. La technique ECD a depuis été utilissrede nombreux groupes principalement
pour des applications de séquencage pour obtesirudature primaire des peptides car elle
induit un trés grand nombre de ruptures de liaidtit, tout le long de la chaine peptidique.

Du point de vue théorique, plusieurs modeles anpébposés pour expliquer les mécanismes
et les fragmentations spécifiques induites par wapélectronique et le débat est encore

largement ouvert.

L’ECD peut étre vue comme une variante de la réaale recombinaison dissociative
(DR) des ions simplement chargés aprés neutralisatia cinétique de la réaction est
extrémement rapide (8- 10%° s), et la dissociation intervient donc avant reitistion de
I'énergie en exceés soit par IVR (¥~ 10 s), soit par émission radiative (16). Dés lors, il
est a priori possible d’obtenir des informations lastructure initiale du peptide en analysant
le spectre de fragmentation ECD. C’est dans ceitigwe que nous avons proposé d'utiliser
la technique ECD sur les peptides que nous avioFagblement étudiés par mobilité ionique

et spectroscopie IR.

5.2 Principe

5.2.1 Section efficace de capture électronique

En ECD, la capture d'un électron par un peptiddtirpuotoné crée une espéce
cationique a charge réduite contenant un hydrogemeumeéraire. L’efficacité de capture

électronique dépend de I'énergie cinétique dedréles et de la charge de l'ion parent.

[M+nH]™ +e ~ [M +nH]"™™" _ fragments

Zubarev et al. ont montré que la section efficaeeapture électronique dépend de
I'énergie incidente de I'électrofi.c est maximale (~ I¥ cntf) pour des électrons d’énergie
quasi nulle (< 0.1 eV) et chute de trois ordresgtendeur pour une énergie cinétique des
électrons de 1 eV. Pour les peptides multichargésontenant pas de pont disulfure, 'ECD a
basse énergie produit quasi exclusivement des f#ratgrde type c/z qui correspondent a la
rupture de la liaison N-Cde la chaine peptidique. Le taux de fragmentatissente un

second maxima pour des énergies d'électron ergtel® eV, gamme dans laquelle la capture
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électronique peut induire une excitation vibratielfe et électronique de I'ion (HECD).La
section efficace de capture électronique dépendi ales I'état de charge de l'ion parent
suivant une loi enyou n est la charg®.Dans nos applications, nous avons exclusivement
travaillé avec des électrons d’énergie faible (tedte de I'eV) et sur des peptides
doublement et triplement protonés, donc dans dexlitons de capture électronique
relativement similaires afin de pouvoir analyses $pectres de fragmentation en terme de

structures adoptées par les peptides.

5.2.2 Energétique associée a la capture électronique
L’énergétique de la réaction de capture électimmigeut étre déduite d'un cycle
thermochimique simple, ou RE est I'énergie de rduaaison ion-électron, PI(H) est le
potentiel d’'ionisation de I'hydrogene, et AP et Abint respectivement I'affinité protonique et
I'affinité d’un atome d’hydrogéne de I'espéce prode n moins une fofs

RE(N) =PIH) + AH[ (M +(n_1)|_in—1)+) 1- AP[ (M +(n_1)Hn—1)+) ]

(M+(n-1)H)"1+ + H*

AP

(M#nH)™ Pl (H)

-RE (M+(n-1)H)™1* + H

/—AH

(M+nH)e-D*

Figure 12: Cycle thermochimique donnant I'exotheitéi (RE) de la capture électronique d’'un peptid®ia
multichargé en fonction de I'affinité protonique RA et I'affinité d’'un atome d’hydrogéne (AH) de dfgece

chargée n-1 fois.

On constate que I'exothermicité de la réaction (REpend principalement de
I'affinité protonique du peptide et peut étre appmoee par RE 14.2—-AP (eV), le potentiel
d’ionisation de I'hnydrogéne étant de 13.6 eV effirgté d’'un atome hydrogéne de I'oxygene
amide étant de I'ordre de 0.6 eV (figure 2L ette relation est une estimation peu précise,

puisque les affinités protoniques des differentaigements d’un peptide ne sont pas connues
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précisément. Plus l'affinité protonique d’'un groopmnt est faible, plus grande est I'énergie
de recombinaison associée a la capture électranigeseaffinités protoniques standards des
acides aminés sont de l'ordre de 9 +1 eV, suivanbasicité du résidu. Les affinités
protoniques dépendent aussi des interactions betlde la taille du peptide. L’engagement
par liaison hydrogéne d'un groupement protoné os ieteractions charge-dip8fe

augmentent son affinité protonique et abaissent Rif1

5.3 Nomenclature des fragments

Roepstorffet al.** ont introduit une nomenclature standard de fragatiem de
peptides chargés (figure 13) suivant la rupturediéérentes liaisons chimiques le long de la
chaine peptidique. Lorsque la charge est localséela partie N terminale, on note les
fragments g, by, et G, qui correspondent aux ruptures respectives desohs G-C, C-N et
N-C, entre les acides aminés m et m+1 de la séquemteligee. Si la charge est localisée
sur la partie C terminale, on obtient les fragmeot®plémentairesixyk et %, avec m+k=n, n
étant le nombre total d’acides aminés. D’'une manigénérale, un chauffage lent des
peptides, comme dans les collisions a basse érgrgie IRMPD, se traduit par la formation
d’'ions fragments b/y. A l'inverse, les excitatiokectroniques, telles que les collisions a
haute énergie, excitation laser UV et capture éamue, engendrent des fragments
spécifiques c/z ou des ruptures des chaines leseredmme par exemple une ruptugeGg

au niveau d’un résidu aromatique (Phe, Tyr, Trpaxcitation UV?

Dans nos études, nous avons utilisé la technique p@lir essayer d’interpréter les
spectres de fragmentation, et en particulier laridigion des fragments c/z le long de la
chaine peptidique, en fonction de la structure rs@aioe initiale du peptide. Comme nous le
développerons plus loin dans ce manuscrit, nousclbbes a montrer que les ruptures des
liaisons N-G peuvent étre corrélées a la présence d'une inienaprivilégiée entre le
carbonyle adjacent (du coté N terminal) avec urugement ammonium ayant une forte
probabilité de capture électronique. Nous avongdéétde changer la nomenclature standard :
une rupture de liaison NgCentre les résidus i et i+1 produit des iofg cuivant que la
charge finale est portée respectivement du coggmiinal ou C terminal. Ceci nous permet de
présenter sous forme d’histogramme les spectrémgmentation ECD suivant la distribution

d’intensité des fragmentgz le long de la séquence peptidique.

40



H H |O H O
-N-C,+C+N4C,-C-
| H | |
Rn Rn+1
a, b, c,

Figure 13: Nomenclature de fragmentation ECD. agrhients c et z sont majoritaires.

5.4 Mécanismes de fragmentation

Plusieurs mécanismes ont été proposés depuis mamelid’année pour expliquer la
formation de fragments spécifiques, entre autre afmes capture électronique par des
peptides multichargés. Les groupes de J. SifiaetsF. Turecek ont récemment revu les
différents modeéles de maniére critique. Le débastpas clos, et il n'est pas question dans
cette these de trancher entre les différents psoseséactionnels invoqués. Nous ne
présentons ici que les processus invoqués pouligenepl la rupture de la liaison NyC
puisque nous n'avons pas étudié de systemes asqmdés disulfures qui ont aussi une forte
tendance a se dissocier en ECD. Nous allons pe¥siestdeux grands mécanismes, celui de
Cornell et celui d’'Utah-Washington, et montrer dae deux sont compatibles avec notre

approche.

5.4.1 Le mécanisme de Cornell :

Les premieres expériences ECD ont été realisées ldagroupe de Mc Lafferty a
Cornell. Une série d’interprétations a été donneer gxpliquer I'abondance des fragments
c/z observés, principalement basées sur une réastiothermique de I'ordre de 4 &° de
capture électronique d’'un groupement chargé, psadiiiune espece hypervalente instable de
type C-NH;. Ce centre radicalaire peut alors se désexciterygaure de la liaison C-N ou
perte d’un hydrogéne. L'atome d’hydrogene « chayzkwt se recombiner avec un oxygene
carbonyle d’'une liaison peptidique (Figure 14).pHrait néanmoins peu probable que le
transfert d’hydrogéne vers le carbonyle puisse éfieace si les deux groupements ne sont
pas déja en interaction. L'espéce radicalif€QH-NH-G,) ainsi formée se réarrange en

cassant la liaison N«Cat en formant une double liaison C2N.
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Figure 14: Mécanisme de Cornell de I'hydrogene auch»

La section efficace de capture électronique pargooupement ammonium (N
terminal, Lysine) ou guanidine (Arginine) étantstrgrande, ce mécanisme de capture
électronique sur un site chargé puis transfertafbgéne a semblé étre justifié. Néanmoins,
plusieurs études (expérimentales et théoriqueskuygéré que la deuxieme étape (celle du
transfert d’hydrogene) était peu probable. Demiemontré que des atomes d’hydrogene
d’énergie cinétique inférieure a 1 eV ne sS’attaghfiipas ou ne fragmentaient pas un
peptide’® alors que I'énergie cinétique d’'un atome d’hydmgéjecté d’un radical NHa été
mesurée par Porter et al. & 0.28Wlus récemment, des dynamiques Born-Oppenheinter on
confirmé que la probabilité de capture d’'un atorttey@togéne sur une amide suivie de la
rupture de la liaison N-C était trés faible (3%) par rapport a I'éjectionredte de
I'hydrogéne Turecek et al. ont finalement reformulé le méaaeisie Cornell en proposant
une réaction concertée de transfert électron-pretune le groupement ammonium et un
groupe amide en interactiGhCe mécanisme implique donc que la rupture deasdin N-G
est corrélée a la présence d'une interaction fentee le groupement ammonium capturant

I'électron et le groupement carbonyle adjacentl@alaon N-G, (Figure 15).

& PGET

X X
3] H's H”
> ‘}’ijpf' — s -
@ N .C @ N ¢ &
peptide™ \-/I\N " @ peptide™ N ®
R H H
o R o]

-‘x

H _..:*"'x
OJ ’H'
R - g R
® H ] @ H !
ool o g N M @
peptide NH ® peptide™ \H'\H d
R o R s}

c-type fragment ion Z-type fragrment ion
Aminoketyl intermediate

Figure 15: Mécanisme de Cornell revisité : un tfarsoncerté d'électron/proton (PCET) entre I'anmioon en

interaction avec un carbonyle (Figure tiré'fje
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5.4.2 Le mécanisme Utah-Washington:

Une série d’expérience sur des peptides multiclsangé protonés dans le groupe de
A.G. Marshalf?, ou contenant des arginiféou des histidinés qui ne sont pas de bons
candidats pour transférer un hydrogéne, ont miséfaut le modele de Cornell. Méme en
'absence de groupements ammonium, les auteurshm@rvé une distribution de fragments
c/z par ECD. Les groupes de J. Simorfsniversité d’Utah) et F. TurecBk(Université de
Washington) ont indépendamment proposé un autreelmdzhsé sur la capture de I'électron
sur une orbitale anti liantg.* des carbonyles. Dans le modeéle de Washingtofgrtaation
des ions c¢/z suit le méme mécanisme que celuidniralans le modele de Cornell. Dans le
modele d’Utah, la rupture de la liaison N-Ghtervient avant le transfert de proton du
groupement protoné, le complexe intermédiaire agraage au cours de la dissociation pour

former les fragments c/z (Figurel6).

H H
e©
o —_— o =]
H H
® _N I ® _MN -4
peptide peptide
R R
Precursor ion n* intermediate state
H X / l 1. Proton transfer
de e
H
(] N -4 Co @
peptide”” j)\ﬁ’

R Q

C
2@
3
A\
{i

R

1. N-—--C,, cleavage
Aminoketyl intermediate

l 2. N—C,_ cleavage
H

g
o]

@ N
peptide”” NH

R
c-enolimine fragment

Complex

l 2. Proton transfer

(o]
o M
peptide”” MHa
R

c-amide fragment

Figure 16: Mécanisme d’Utah-Washington. (Figuréeide™)

L’attachement électronique sur une orbitajgF est endothermique (de 'ordre de 2.5

eV) et ne peut donc pas se produire tel quel. Baire, en présence d’'une charge positive a
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proximité du groupement amide, I'énergie de lag@nique est stabilisée par le potentiel de
Coulomb qui peut s’exprimer par C = -14.4/R (eV), B est la distance entre les deux
charges”® Il faut donc que le groupement positif soit & nsoite 6 A pour que I'attachement
électronique soit énergétiquement possible. De, gBisions a montré que I'attachement
électronique était beaucoup plus probable (90-99%6) des orbitales de Rydberg
(fondamentale 3s ou excitées) du groupement pagigfdirectement sur I'orbitat®.*. Pour
expliquer la formation des ions c/z sans introdulee transfert d’hydrogene, il faut donc
supposer que le transfert de charge vers l'orbitigde soit plus rapide que la cascade non
radiative vers l'orbitale de Rydberg 3s (estimé @° )’ & partir de laquelle la perte

d’ammoniac ou d’hydrogéne a lieu.

5.5 Corrélation entre structures des peptides et disthutions d’intensité des

fragments c/z

Dans les trois modéles, il faut donc la présenca droupement chargé positivement
a proximité de I'amide pour que l'attachement élmugue soit possible et ainsi induire la
fragmentation spécifique c/z. De plus, la sectifficace de capture électronique est deux
ordres de grandeur plus grande sur le groupemetdrg que directement sur le groupement
amide. Dans les systemes que nous avons étudigto(de) tryptophane zipper), les sites de
protonation les plus favorables sont sur les ré&sigaines et en N terminal. Ces peptides
possedent donc tous des groupements ammonium aya&nigrande section efficace de
capture électronique. Nous avons donc choisi deéleorles interactions spécifiques des
groupements ammonium avec les CO carbonyles le #tndp chaine peptidique avec la
distribution d’intensité des fragments c/z obsere@s ECD. Ceci nous donne un critere
structural supplémentaire pour déterminer les aomftions adoptées par les peptides, en
complément des résultats tirés des expériences alit® ionique et de spectroscopie
IRMPD.

5.6 Montage expérimental

L’expérience ECD est effectuée en collaborant deegroupe de Guillaume Van der
Rest a I'école Polytechnigue — Palaiseau. L'expégeast composée d’une source nanospray,
d’optiques électrostatique de transfert des iond’'wt spectromeétre de masse FT-ICR (7-T

44



APEX 11l Bruker). Les ions sont tout d’abord transmdans un quadripdle et piégés pendant 2
s dans un hexapOle, avant le transfert dans lalediCR. Une cathode chaude (1.5 A) est
utilisée pour générer le faisceau d’électron quifesalisée dans la cellule ICR (Figure 17).
Pour nos expériences, I'énergie cinétique desrélestest ajustée suivant l'intensité du signal
de fragment et varie entre 0.7 et 1.5 eV. Le tewlipsadiation est fixé a 80 ms et 100
spectres de masse sont acquis sur une plage d20800m/z (16 points par spectre de

masse).

IR laser
beam

B .
" ions
—

transfer

. ; f\ . ICR trap octopole
Lol © .. compressed hollow

cathode e electron beam

hlsmg,e p////"/

multiple pass
1
1

Figure 17: schéma du faisceau d’électron et dellale ICR pour les expériences ECD.

Par rapport aux expériences réalisées en mobititéRBIPD, la concentration des
solutions utilisées pour I'ESI sont beaucoup plaiblés, de I'ordre du pM. Ceci est di a

'extréme sensibilité de la détection par FT-ICR geivais décrire ci-dessous.

5.6.1 FT-ICR

Le spectrometre de masse a résonance cyclotrorogicgpue a transformée de Fourier
(FT-ICR) est composé d’une cellule ioniqgue soumim dort champ magnétique constant afin
de confiner les ions, & une pression résiduellsebae I'ordre de I mbar. Un champ
magneétique élevé est crée par un aimant supractnaute 7 Tesla. Les spectrometres de
masse FT-ICR ont une résolution en masse tres gréndl00 000) et sont généralement

utilisés pour des applications en chimie analytique

Son principe de fonctionnement est le suivant. Padicule chargée sous un champ

magneétique uniforme B (généré par une bobine sopdactrice) subit la force de Lorentz :
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Si on considére que le champ magnétique B est rsui\exe z, la force de Lorentz fait
subir a I'ion au mouvement circulaire dans le ptempendiculaire xy (Figure 18). C’est le
mouvement cyclotronique d’'une charge q de massama dn champ magnétique B avec une
période angulairev qui ne dépend que du rapport m/z des ions etnégpendante de la
vitesse initiale des ions. La détermination dequsices cyclotroniques permet de déterminer

les masses présentes dans la cellule ICR.

B
m

Figure 18: Mouvement d'un ion dans un champ maguméti

Le champ magnétique seul ne permet pas de piégaons dans la direction z. Pour
utiliser une cellule ICR comme piege a ion, il fdohc appliquer une tension continue sur les
électrodes d’entrée et de sortie qui sont perpefalies a I'axe du champ magnétique. Apres
le piegeage, le mouvement des ions est incohéagnliscsont piégés a des temps différents et
peuvent avoir des énergies cinétiques difféererResir rendre la détection possible, il faut
passer par une séquence d’'excitation-détectionionsspiégés dans la cellule sont excités par
une pulse radiofréquence (a la fréquence cyclajuanrésonnante de l'ion) via des plaques
d’excitation qui ferment la boite ICR (Figure 1@ette excitation conduit a une mise en
phase du mouvement des ions dans la cellule qilleoators sur une méme orbite, au plus
proche des plaques de détection. Le mouvementodsseixcités induit un courant dans les
plaques de détection. Le signal enregistré esoligon en temps du courant induit. Il se
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caractérise par une sinusoide exponentielle amd@figure 20). La sinusoide refléte le
mouvement circulaire des ions qui s'approchentébignent périodiguement des plagues de
détection. L’amortissement est une conséquenca gerturbation de la trajectoire des ions

dans la cellule par des collisions successives l@gaz résiduel.

B T . _ _I Excite Detect
5 i ®
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| A
R -C
/’L’ Detection 6
_}, x l . ‘ S

Excitation
Trapping L _I

e

Figure 19: cellule ICR cubique et mouvement incehéd'un nuage d’ion convertit en mouvement cotiéren

aprés excitatior®

Deux parameétres sont importants pour I'acquisitionspectre de masse : l'intensité
d’excitation (de I'ordre de 300V) et la durée dhdiation (de I'ordre de 60 us). Le signal
obtenu dans le domaine temporel est converti emakigans le domaine des fréquences par

une transformation de Fourier.

1.0

D
— TF ==
(O):: =
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Figure 20: Signal sinusoidal amorti exponentiellatrét le résultat apres transformation de Fourier

L’intervalle entre deux fréquences dépend du nonderpoints mesurés et de la durée
du signal mesuré. Cette durée est limitée par liissement du signal lié aux collisions ion-
neutre. La qualité du vide est donc un parametrei@rpour obtenir une bonne résolution. En
pratique, dans un appareil avec un bon vid& hibar, pour m/z = 1000, on peut atteindre des

résolutions supérieures a 400 000.
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5.7 Post-excitation par chauffage laser C@et technique SORI-CID

L’'une des questions qui s’est posée lors de I'amatles spectres de fragmentation par
ECD est de savoir si la capture électronique emgrércement la fragmentation du peptide
(processus de recombinaison dissociative). Danspestres ECD des peptides doublements
protonés, des ions a la masse de I'espéce rédiité’ ont détectés. La présence de ces ions
peut étre reliee a deux phénomeénes : soit il nlgaa de recombinaison dissociative de
I'espece radicalaire formée apres capture, sofréggnents ioniques c/z issus de la rupture de
la liaison G-N sont piégés dans un complexe métastable iorreneldts lors que I'énergie
cinétique des fragments est plus faible que I'éeedp liaison du complexe. Dans le
deuxiéme cas, une excitation vibrationnelle co&bdpourrait induire la dissociation du

complexe et révéler certaines ruptures de liaisphlC

Des études sur la dynamique de repliement desipest@nt été réalisées dans le
groupe de F. McLafferty en utilisant un chauffage faser C@avant la séquence ECDH®°
Le groupe de P. O'Connd*? a étudié les effets d'un chauffage IR par lasep @@ant et
apres I'excitation électronique ECD. Dans le casd’ post-excitation par le laser £@n
changement de la distribution d’intensité des ioaspeut étre interprété comme la signature
de la formation d’un complexe intermédiaire ion-éwlle qui empéche la dissociation du
peptide. Les quelques exemples rapportés (fibrgtajeeB, substance P) montrent que peu
de changements sont observés dans les spectreagdeehtation avec la détection d’'un ou
deux fragments supplémentaires. Néanmoins, danexgEsiences, I'ion réduit MJT" n’est

pas sélectionné en masse avant la post excitation.

Quand I'excitation IR a lieu avant la séquence EG@&s changements plus importants
sont observés. Les auteurs en ont déduit que ldfelge pré-ECD augmentait I'hétérogénéité
conformationnelle des peptides, diminuait les stgons intramoléculaires qui favorisent
'émergence de structures secondaires, ce qui @oadune distribution d’ion c¢/z couvrant
guasiment toute la longueur de la chaine peptiditpgelors que les sites basiques peuvent
étre en interaction avec un plus grand nombre t@eds solvatation (par les carbonyles par
exemple). Ce dernier résultat peut étre aussiprée® comme le signe que l'analyse de la

distribution des fragments c/z peut étre corréléeanformations adoptées par le peptide.
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Nous avons donc reéalisé une série d’expériencedesunontage expérimental du
groupe de Ph. Maitre au LCP afin d’exciter les iat@s la cellule ICR apres capture
électronique. Nous n’avons pas choisi d’effectuse pré-excitation avant I'ECD, car il nous
semble alors tres compliqué de pouvoir remontezsaiformations structurelles des lors que
I'on ne connait ni la structure de départ (ce goe therche), ni les structures adoptées par
les peptides aprés chauffage. Pratiquement, aprasguence ECD, on isole I'ion a la masse
du réduit, puis on effectue une post-excitationcdeion, soit par irradiation avec un laser
CO, continu, soit par la technique SORI-CAD. La tecug SORI (Sustained off-resonance
irradiation) consiste a exciter sélectivement dames cellule ICR un ion de masse donnée et
induire ainsi sa dissociation par collision (CAQEa un gaz tampon (He). Cette technique est
a priori plus efficace car « universelle », ellerméeessite pas de condition de résonance du
laser CQ. Dans tous les cas, nous n‘avons pas observdfdeedce entre les deux techniques
de post-excitation (si effet il y a) et nous présems les résultats obtenus par I'excitation
laser CQ.

Le groupe de Ph. Maitre du LCP (Orsay) a appliceteedechnique de post-excitation

CO, dans des expériences de photodissociation IR holop (laser OPO 10 Hz dans la
région 3 pmf> L'apport du laser C@est indispensable pour induire la fragmentatios de
molécules (I'absorption d’'un ou deux photons deP®IR n'apporte pas assez d’énergie au
systeme pour fragmenter). L’équipe de T. Rizz&®FL (Lausanne) a montré que le taux de
fragmentation induit par excitation UV d’'un décapep était augmenté de deux ordres de
grandeur avec la post-excitation £9Dans ce cas, on peut penser que I'excitation pust-

permet de dissocier des complexes métastableradnit li€és qui ne se dissocieraient pas

avant détection.

Dans le cas de l'irradiation par laser £@® faut que la longueur d’onde d’excitation
(autour de 10 um) soit résonnante avec des modbeationnels du peptide. Les peptides
présentent généralement un pseudo-continuum diati@odans cette région dense en modes
de vibrations, mais la force d’oscillateur des nsod&st pas toujours trés grande. C’est pour
cela qu'il faut irradier les ions en continu avewuorte puissance (3 Watts) pendant 30 ms

pour espérer les fragmenter.
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CHAPITRE Il

Meéthodes théorigues

1. Méthodologie générale

La stratégie pour déterminer les structures sedémslde biomolécules est de trouver
le meilleur accord entre les calculs issus de nmsal#ns et les données expérimentales.
Trois types d’expérience donnant des informatioommlémentaires pour déterminer les
structures des peptides ont été réalisés pourtbeite. Les mesures de mobilité ionique et de
spectroscopie IRMPD nécessitent des traitementerith&es indépendants et différents.
Ensuite, les résultats d’'ECD ont été analysés ssirsttuctures sélectionnées a partir des deux

premieres meéthodes.

Etant donnée la taille des systemes étudiés danth@sa, nous ne pouvons pas
priori connaitre la structure adoptée en phase gazeass.d@rtains cas, il existe des données
structurales tirées des études en phase condexmsBme la cristallographie et la RMN, qui
sont répertoriées sur le site de la Protein DatskERDB) et qui peuvent servir de point de
départ pour une recherche conformationnelle, ostrdetures « modéles » que I'on cherche a
attribuer. Néanmoins, les preuves indiscutablesodeervation de la structure native en phase
gazeuse sont rares (voire nulles) sur les pepfidetbles de tailles intermédiaires, trop
grands pour étre simulés avec des méthodes prénaedrop petits pour ne pas étre affectés

par la désolvatation.

Il faut donc d’abord explorer d’'une maniére exhaasla surface d’énergie potentielle
des peptides étudiés afin de déterminer toutescdegormations possibles. Nous avons
effectué des calculs de dynamique moléculaire pharge de réplique REMD au niveau
Amber. Ce type de recherche génere plusieurs millile structures différentes qu'il faut
ensuite classer et regrouper en familles de streEt®n peut appliquer un critere énergétique
pour ne garder que les structures de plus bassegi€n Pratiguement, nous n’utilisons pas
ce critere car les énergies calculées au niveauhderie utilisée pour la recherche
conformationnelle ne sont pas assez fiables. Dartaigs cas, hous avons néanmoins choisi
d’exclure les structures ayant une énergie 40 kadlplus haute que le minimum global, ce

qui n’est pas vraiment discriminant.
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Il faut ensuite classer les conforméres en famifléacipales suivant des critéres
structuraux. Pratiguement, nous analysons desndesainter-atomiques, la formation de
liaisons hydrogenes de type, €y, Ci3, rarement des angles diedres. Le but est de tréese
meilleurs parametres qui permettent de regroupelule grand nombre de conformations dans
un méme groupe de structures similaires. Vu le merde conformations a traiter, ce travail
est réellement fastidieux. Puis, les sections affis de diffusion de chaque groupe sont
calculées et on sélectionne les familles compatialeec une incertitude de +10% par rapport
a la mesure expérimentale de section efficace filestin. Pour chaque famille, une seule
conformation représentative est ensuite optimiséaniseau AM1 puis éventuellement au
niveau ONIOM B3LYP/(6-31g(d)) : AM1. En augmentadatniveau de traitement théorique,
on s’attend a obtenir une meilleure description d®gractions intramoléculaires qui
stabilisent la structure du peptide et donc ungcsire calculée plus proche d’'une structure
réellement adoptée par le systéme. Jarsvldl.! ont montré que les calculs de sections
efficaces de diffusion sur des fullerénes rigidssuCtures calculées sensées étre exactes)
étaient valables a 2% prés. Par expérience, nomssaemarqué que, méme si la structure
globale d’'une conformation des peptides étudiéschangeait pas vraiment entre les
différentes méthodes d’optimisation, la sectioficaffe de diffusion calculée pouvait varier de
10%, ce qui est nettement plus grand que l'inaatétliée au calcul de section efficace. Le
critere de sélection de +10% est donc choisi plptatr exclure les groupes dont les sections
efficaces de diffusion sont trop différentes derdéeur expérimentale que pour effectuer une
réelle attribution a partir des optimisations en b&m Nous verrons que pour les peptides
amyloides et les tryptophane zippers, il est diffide choisir a priori la méthode qui permet

de retrouver des sections efficaces calculées diligmavec la valeur expérimentale.

Pour les structures qui ont des sections efficaakesilées les plus proches de la valeur
expérimentale, on calcule ensuite leurs spectrdwatdnnels dans I'approximation
harmonique a partir des structures optimisées etO®Nque I'on compare au spectre
IRMPD. D’'une maniére générale, nous nous attendorevoir plusieurs conformations
peuplées dans les conditions expérimentales (idndiés a température ambiante). On

représente alors un spectre IR simulé moyennélgsieprs conformations.

L’interprétation des résultats des expériences HE€Dnécessite pas de nouveaux
calculs. Comme il sera présenté dans cette thHasa)yise repose sur une corrélation entre la

distribution d’intensité des fragments c/z obsenagec linverse des distances des
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groupements protonés et des carbonyles de la chapiilique. Cette analyse nécessite donc
de mesurer les distances-ND sur toutes les conformations calculées. Noilsans le

logiciel Maestro (Schrodinger Inc) pour visualisgreffectuer ce type de mesure. L’avantage
est qu'il permet de mesurer les angles et les rdis& inter-atomiques pour toutes les
conformations importées (plusieurs milliers !) emewseule fois et de les classer suivant les

criteres choisis.

Pour résumer, nous sommes amenés a utiliser ptasieéthodes d’optimisation de
structures a des niveaux de co(ts de calculs eprdeisions attendues différents. Ces
méthodes vont d’'un champ de force classique Ampeur explorer la surface d’énergie
potentielle du systeme, a la méthode de la foncate de la densité DFT pour simuler les

spectres vibrationnels en passant par la méthadeesaprique AM1.

2. Exploration de la surface d’énergie potentiel (PES)

Plusieurs stratégies peuvent étre utilisées poploex la surface de potentiel d'un
systéme. L'un des criteres essentiels est relioatbre de degrés de liberté du systéme. Pour
les molécules de petites tailles, telles que lddeacaminés et les petits peptides, une
recherche systématique par variation de tous Iglesmliédres du systeme avec une méthode
Monte-Carlo peut étre envisagée car leur nombrte fenité et le nombre de conformations
de plus basses énergies est faible. Par contre approche n’est plus efficace pour les
systémes a grand nombre de degrés de liberté. nglesadiédres des groupements de la
chaine peptidique sont importants a prendre en tongar ils sont impliqués dans
I'’émergence de structures secondaires spécifidRascontre, les chaines latérales des résidus
des acides aminés peuvent adopter plusieurs dimgour une méme structure secondaire.
De plus, une variation systématique de ces anglengendrer dans les systéemes de grandes

tailles un nombre élevé de conformations présemntesiencombrements stériques.

Nous avons choisi d'utiliser la méthode de dynamiguwoléculaire pour explorer la
surface d’énergie potentielle des peptides de @srtdilles. La dynamigue moléculaire
repose sur la résolution des équations de Newtitéés en mécanique classique qui permet
de simulation I'évolution temporelle du systemedenc a priori d’explorer les différents

bassins de la surface PES. Elle permet de déeasretopriétés thermodynamiqfies les
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propriétés physiques du systéme, par exemple,alesport d’ions et le repliement des
protéines’ La problématique de la dynamique moléculaire estalculer la position d’un
atome i au moment () en connaissant la position de 'atome au morhehteci pour tous
les atomes de la molécule. Il faut calculer lesderqui s’exercent sur les atomes a partir du
potentiel tiré d’'un champ de force classique, @ppger le mouvement des atomes a une
température donnée sur de longs temps de simuldt@probleme principal vient justement
des constantes de temps de repliement/dépliememeajgides de grandes tailles, qui sont le
plus souvent bien plus grandes que les temps ddations atteignables méme en utilisant
des champs de force classique. Des méthodes ditesgdos grains », dans lesquelles un
groupement d’'atomes est regroupé et modélisé sigple par une boule, permettent de
traiter des systémes de grandes tailles et surongs|temps de dynamiqfié.D'autres
approches, telles que les métadynamifuesles dynamiques a température fictive éldvée
ont été développées pour accélérer I'exploratioadsurface d’énergie libre de systemes
complexes. En collaboration avec F. Calvo du LASIhus avons décidé d'utiliser la
méthode de dynamique moléculaire par échange diguédREMD qui a été introduite par
Sugitaet al.® et que nous avons déja utilisée pour I'étude &irate de la vancomycine et de

son complexe avec son récepteur membranatre.

3. Dynamique moléculaire par échange de répliques (REDI)

Nous avons utilisé la méthode de dynamique molé&eulgar échange de réplique
REMD proposée par Y.Sugita et Y. Okamdtd.Cette méthode a été utilisée avec succés
pour prédire les conformations et explorer le pggsaonformationnel de monomeres et
d’oligomeres de peptides impligués dans les madadieurodégénératives telles que
Alzheimer® ** parkinsoit® et le Prion’ La méthode REMD a été également utilisée pour
simuler la dynamique de repliement de polypeptideis ou solvaté&’® et des complexes
des peptides amyloideBAset AB1.4» avec des atomes de zific.

La dynamiqgue REMD nous permet d’explorer la surfd@nergie potentielle (PES)
des peptides contenant plus de 200 atomes, sirdaiamt a plusieurs températures. Avec une
dynamique moléculaire « classique » a 300 K, léesys peut rester piéger dans des minima
locaux, ce qui nécessite des temps de propagatés lbngs pour espérer sonder
exhaustivement la surface PES. L'idée principals sienulations REMD est de propager
simultanément plusieurs dynamiques (répliques) s téenpératures différentes. Chaque

réplique évolue indépendamment par dynamique mialigeumais les structures peuvent
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s'échanger, ce qui permet de passer plus faciletasriarrieres d’énergie potentielle. Il faut
appliguer un critere de Metropolis pour tester dabpbilité d’échange : elle est égale a 1 si,
pour T>T;, 'énergie de la conformation de la structure @sphaute température Est plus

basse que celle a plus basse températute Skhon, la probabilité est égale a

E -F . . . :
exp—[ﬁ]. Par contre, les températures ne s’échangent passesimulations
il

continuent a partir des conformations échangéesau

En pratique, on doit régler la série de parameturssst :

. T1 (K) température minimale

. Tn (K) température maximale

. Durée du pas (fs)

. Nombre de pas

. Nombre de pas d’équilibration

. Période d’échantillonnage des structures
. Période d’essai d’échange entre réplique

Nous utilisons le code fortran écrit par F. Calwub atilise le champ de force Amber99
avec 30 répligues couvrant une gamme de tempéraire 100 et 1000K. Chaque trajectoire
est propagée pendant 2 ns avec un pas de tempsfddelLds 40 premieres picosecondes
servent de temps d'équilibration du systeme sarwmr@gge de répligues. La condition
d’échange entre deux structures a deux températdiasentes est testée toutes les 100 fs et
I'on sauve les configurations des 30 répliquesaslgs 40 ps. Le thermostat de Berendsen est
utilisé pour maintenir les énergies cinétiques auttes valeurs souhaitées avec une constante
de couplage de 1 PsA la fin de chaque simulation REMD, 1500 conforimas générées
sont optimisées en Amber et triées par énergie.

Un point important est de regrouper en familles adaformations les structures
similaires. On utilise des criteres structurauxes (distances interatomiques), comme par
exemple la distance entre les deyd€s acides aminés en position N terminal et C teahni
les distances entre les groupements protonés etgrespes carbonyles du squelette
peptidique, les liaisons hydrogénes entre les gro@mides accepteur (C = O) et donneur (N
- H) qui déterminent la formation de coudes et lides (type G, Cioou Gy3). Les molécules

placées dans un méme groupe partage la méme strgbblrale mais peuvent se différencier
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par de petits changements d’orientation des chdiésales des acides aminés non engagés
par liaisons hydrogénes (résidu aliphatique ouecyrbmatique). Ce regroupement est le
point de départ pour I'analyse des structures plessiadoptées par les peptides que I'on

cherche a déterminer par des méthodes de caludppdcises que le champ de force.

4. Méthodes théoriques d’optimisation de structures

4.1 Les champs de forces

Les dynamiques REMD ont été effectuées en utiligamhamp de force Amber99.
Dans la méthode champ de force, I'énergie potémtighteratomique s’exprime
empiriguement. Les parameétres sont estimés a pluitie série des données expérimentales
et/ou obtenues par des calculs exacts des métledelsimique quantique et optimisées sur
une structure connue. L’énergie potentielle ese womme de termes décrivant les
interactions covalentes et non-covalentes :

E= Eliaison + Eangle"' Etorsion+ E\/DW + Eélectrostatique"' EH

Ou : Biison €St I'énergie de liaison covalente entre les afr&gge'énergie associee
aux angles formés par deux liaisons consécutivgsjoEl'énergie associé aux angles de
torsion, Epw est I'énergie des interactions non-covalentesateder Waals, &ctrostatiqueeSt

I'énergie des interactions électrostatiquesefénergie des liaisons hydrogene.

Les champs de forces se différencient par le norabr&ature de chaque contribution
et aussi la paramétrisation. Nous avons utilisthEemp de force Amb&r?® mais il en existe
un grand nombre (CHARMM, GROMOS96, OPLS-AA ; MMFMM, USFF, UFF..)).
L’avantage des méthodes de champ de forces eshdite, la rapidité de calcul et la tres
faible demande de mémoire et de puissance infogomeatiCependant, la précision et la
fiabilité du calcul de I'énergie potentielle en o de force sont limitées. De plus, les
potentiels harmoniques utilisés pour le calcul 'dadrgie ne permettent pas, par définition,
d’étudier de réaction chimique, en particulier dane cas des transferts de proton entre les
différents sites basiques. Quand il existe uneterdénation sur les sites de plus fortes

affinités protoniques, il faut alors effectuer péugs simulations pour chaque isomeére.
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4.2 La méthode AM1

La méthode semi-empirique AM1 a été développée Eagmupe de M.J.S. Dewdr,
ou seules les intégrales électroniques a deux exrde I'équation d’Hartree-Fock sont
calculées pour les électrons de valence, les électde cceur étant assimilés a un noyau
effectif. C’est une méthode rapide, applicabledgigrandes molécules, mais pas trés précise
par rapport aux méthodab initio. Suivant la méme approximation, d’autres métheaesi-
empiriques ont été plus récemment introduites puPJ Stewart comme PKf3et PM62°
mais nous avons choisi de garder cette méthodelleasera utilisée pour les calculs ONIOM
qui ont été testés et validés lors de la theseGlePbully en 2009. En effet, afin d’accélérer la
convergence des calculs en ONIOM DFT/AM1, nous guerttoujours de la structure

optimisée en AM1.

4.3 La méthode DFT

La théorie de la fonctionnelle de la densité (DB} fondée sur le théoreme de
Hohenberg et Kohfi, qui stipule que I'énergie du systéme est calcaliéeonction de la
densité électronique et non plus en fonction diotetion d’onde électronique. D’aprés les
équations de Kohn-Sham, I'énergie électroniquerig’@omme la somme d'une énergie
cinétique des électrons, d’'un terme d'interactitectéon-noyau et d’'un terme d’interaction
électron-électron. Ce dernier terme de corrélat@ectronique n’est pas explicitement
déterminé dans la théorie de la fonctionnelle d#elasité et dépend des parametres introduits
dans les fonctionnelles. Il existe quasiment un lr@nmnfini de fonctionnelles, qui peuvent
étre classées en trois grandes familles : lesifomotlles LDA (local density approximation),
GGA (generalized gradient approximation) et lesctmmnelles hybrides. Nous utilisons pour
les simulations de spectres IR la fonctionnelleritghB3LYP®?° avec une base atomique 6-
31G(d). Malheureusement, nous ne pouvons pas eéiedes calculs de fréquences avec des
bases plus grandes, notamment en ajoutant desdiendatiffuses, car les temps de calculs
deviennent alors beaucoup trop longs (variatioN&nN étant le nombre de fonctions de
base). Avec les capacités de calcul dont nous sig®(8 a 12 CPU — 30 GB RAM), nous
pouvons traiter au niveau DFT des systemes contgnagu’a 1800 fonctions de base.
L’optimisation de géométrie prend en moyenne 3jauss, et le calcul de fréquence 48 h.
Nous travaillons avec la fonctionnelle B3LYP cadeedst tres couramment employée pour
déterminer les structures et les fréquences decumlek d’intérét biologique, malgré des biais

connus comme la mauvaise caractérisation des atitmna de dispersion. Ce type
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d’interaction est néanmoins peu important danssietémes protonés ou les contributions

électrostatiques et de polarisation dominent.

4.4 La méthode hybride ONIOM DFT/AM1

Pour les systéemes biomoléculaires de grandes stadi@ contiennent plusieurs
centaines d’atomes, I'optimisation des structuteles calculs de fréquences de vibration ne
sont pas faisables par des méthodes de chimieiquarélaborées (DFT aab initio). L'une
des stratégies qui a été proposée est d'utiliser déthodes hybrides de type QM/MM
(mécanique quantique/mécanique moléculaire) notarthpaur traiter les systemes en phase
condensée ou les molécules de solvant sont trattéemaniere explicite et non par un
continuum® A la suite des travaux effectués pendant la thse).C. Poully dans notre
groupe, nous utilisons la méthode ONIOM, dévelopgeies le groupe Morokurret al.3*>?
qui est basée sur une partition du systeme étudusieurs couches traitées a des niveaux
de calcul différents. Pratiquement, la méthode OMNlI@ermet de séparer le systeme en deux
ou trois couches, appelées layers. Nous avonseutibtte méthode implémentée dans le code
gaussian GO& en divisant le systtme en deux couches : 'ungehaatl les atomes sont
traités au niveau DFT, et l'autre basse, ou leesystest traité au niveau AM1 (Figure 1). Le
choix du niveau de calcul pour les différentes t@scest arbitraire et dépend de la taille du

systéme et des propriétés que I'on veut simiil&t.

Une des taches les plus délicates dans les métinythesles est le traitement de la
frontiére entre les deux couch8Dans la méthode que nous utilisons, une liaisdémigue
entre deux atomes appartenant aux deux couchésetifés est coupée et il faut rajouter un
atome d’hydrogene H afin que le systéme conservecaractéere électronique a couche
fermée.

L’énergie calculée au niveau ONIOM DFT/AM1 est détmée par :

Eoniom = BEHuprt — BHuami + Bovama

avec :

- EqupeT est I'énergie du systéme contenu dans la coualte lsalculée au niveau DFT
- Enuavy est I'énergie du systéme contenu dans la couahie lealculée au niveau AM1

- Eovamz €St 'énergie du systeme entier calculée au nivedl
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Le point important est de remarquer que les iotemas entre les deux couches sont
traitées au niveau de calcul utilisé pour la coumdsse, dans notre cas AM1. Nous avons fait
des tests suivant différentes méthodes pour laheobasse, notamment en gardant le champ
de force Amber, mais nous avons constaté une tagslg dispersion dans les changements de
structures au cours des optimisations, alors qu’dseméthode semi-empirique AM1, les
changements conformationnels étaient de faible impel Finalement, pour avoir une
estimation plus fiable de I'énergie de la configima optimisée en ONIOM, nous calculons

I'énergie de la structure d’équilibre au niveau DBILYP/6-31g(d).

Couche basse Couche haute

AM1 B3LYP

Y
Systeme total

Figure 1 : Principe de partition d’un systéeme emxdeouches.

Figure 2 : Exemple de la partition du systéeme damss de f;,.,5 Les atomes en couche haute sont
représentés en tube et les atomes en couche batsemésentés en fil.

La figure 2 présente comment la partition du systéotal en deux couches est faite.
D’une maniere générale, le squelette peptidiquénekis dans la couche haute avec tous les
atomes des chaines latérales des acides aminés acidasiques qui sont susceptibles d'étre
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engagés par liaisons hydrogéne : lysine, histidagparagine, glutamine, serine, acide
aspartique, acide glutamique. Les atomes des chhitérales des acides aminés aliphatiques
ou possédant un cycle aromatique sont alors indhus la couche basse: valine, leucine,
alanine, phénylalanine, tyrosine et tryptophanéaleiment, il faudrait sans doute inclure dans
la couche haute les cycles aromatiques car ilsgrgdtre impliqués dans des interactions de
type dispersion ou charge-Mais comme ces types d’interactions ne sont pas jpris en
compte avec la fonctionnelle B3LYP, nous avons sihae simplifier le calcul et de diminuer
au maximum la taille de la couche haute pour nammptire de conserver un avantage en

temps de calcul avec la méthode hybride ONIOM.

Le calcul des fréquences IR est fait avec la m&hodlIOM dans I'approximation
harmonique. Pour compenser I'erreur due a la n@e @n compte de I'anharmonicité, on
corrige les fréquences calculées par un factewhelée global de 0.960 qui est celui de la
méthode B3LYP/6-31g(d. Le point essentiel, dans les simulations des metR reportées
dans ce travail, est que I'on ne garde que les mnddevibrations des atomes inclus dans la
couche haute. Ceci est di au fait que les teststaffis sur des systemes modeles dont les
structures et les spectres IR ont été attribuésedimaniere univoque ont montré des erreurs
trop importantes et une trés grande dispersiorirdgaences calculées avec la méthode AML1.
En ne considérant que les atomes inclus dans lehedoaute, les simulations permettent de
traiter les modes amide | (élongation CO) et anflidélongation CN, pliage NH) du squelette
peptidique. Ce sont les deux modes les plus insevisgerves par IRMPD dans les peptides et
ceux qui sont les plus discriminants pour sonder ligisons hydrogéenes susceptibles de
favoriser 'émergence de structures secondairdscpb@res. Par contre, les modes de basses
fréquences en dessous de 1400'¢amide IlI, pliage CH) ne peuvent pas étre coament
reproduits par cette méthode car ils ne sont pas iteclus dans la couche haute. Le spectre
simulé est finalement convolué par une fonctionsg@nne de 25 cde largeur pour
prendre en compte I'élargissement rotationnel dasdés vibrationnelles a 300 K, la
résolution du laser a électron libr&(A environ 0.5 %) et les effets d’élargissement éés

processus multi-photonique intrinséque a I''RM#D.

5. Calcul de sections efficaces de collision

La technique expérimentale de mobilité ioniqueéadiicrite dans le chapitre | de ce

manuscrit et je vais ici présenter le programmet glome suis servi pour calculer les sections
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efficaces de collisions des systemes moléculainesquels je me suis intéressé. Le
programme Mobcal a été développé par le groupe aititMJarrold. Il permet de calculer la
section efficace de diffusion d’'un ion moléculaiswec un gaz rare, par 3 méthodes

différentes:

- La méthode d'approximation par projection (PA) & dééveloppée par M. T.
Bowers et ses collaboratedisLes atomes de lion étudié sont représentés paspleéres
dures dont le rayon est égal a la distance desmollientre deux sphéres dures, et la section
efficace est calculée en faisant la moyenne ddforecefficaces selon toutes les géométries
de collision possibles. C’est la méthode la pluspse et la plus rapide en temps de calcul
mais I'une des moins précises. Les effets & lonmpréée ont été introduits plus tdftLe
groupe de Bowers a réecemment propose une nouwveffeifation (PSA) qui prend en compte
les effets de taille et de concavité du systéhiéLes résultats sont alors comparables avec la
méthode des trajectoires avec 3% d'incertitude lausection efficace de fullerenes et
protéines, mais le temps de calcul est réduit éeteur de 100 - 1000.

- La méthode exacte par diffusion de sphéres dureéSSE(Exact Hard Sphere
Scattering Method¥® qui traite les atomes comme la premiére, maiscaldule la section
efficace en moyennant sur un grand nombre de toajes possibles des atomes de gaz
rentrant en collision avec l'ion.

- La méthode des trajectoires (TMyuand & elle, calcule la section efficace
comme la méthode précédente mais traite les intenacdes atomes de l'ion étudié avec les
atomes de gaz diffusants par un potentiel de Lelhdanes plus un potentiel ion-dipdle en

— - Le potentiel effectif de I'ion est calculé en soamt toutes les contributions individuelles
r

des atomes et les trajectoires de collisions aattrmes de gaz et ion sont calculées dans ce

potentiel.

La méthode PA ne prend pas en compte les collisimniples et a donc tendance a
sous-estimer les sections efficaces, alors qué Eesontraire pour la seconde, car elle
surestime la contribution des collisions multipl®aur la comparaison avec I'expérience,
nous utilisons les résultats de la méthode desct@jes TM car elle prend en compte les
interactions a courte et longue portée et traifgolarisation. Mais c’est aussi la méthode qui
nécessite le plus long temps de calcul, en moyphusgeurs heures pour un peptide contenant

une centaine d’atomes a comparer a quelques mipateda méthode PA.
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Pour chaque famille de structures optimisées enegkné section efficace reportée est
la moyenne sur I'ensemble des structures (comptie 0 et 30 structures) et sont calculées
par la méthode trajectoire (TM) avec*1Bajectoires. On sélectionne les familles dont la
section efficace de diffusion est a + 10% du maximdu pic de mobilité ionique. Cette
incertitude est plus grande que la résolution dadaure (< 2%) mais on peut s’attendre a des
changements structuraux entre les différentes rdéghd’optimisation entre AMBER, AM1
et ONIOM B3LYP : AM1. Pour le calcul des sectiorf§icaces de diffusion en AM1 et
ONIOM, on sélectionne une seule conformation parilfa de structures, en augmentant le

nombre de trajectoire & 52pour compenser la présence d’une seule conformatio

A partir des travaux de M. Jarrold, la précisidteradue pour la détermination des
sections efficaces de diffusion est estimée a 2%r pes « bonnes » structures (celles
réellement présentes expérimentalement) issuegatenches conformationnellsll faut
rappeler que les premieres études ont porté suutbeenes rigides qui ne présentent pas une
grande hétérogenéité conformationnelle. Cette gimtiest théoriquement suffisante pour
étudier des changements importants entre diffésesteuctures de molécules flexibles,
comme la compétition entre des structures en tgbiceglobulaires dans les polyalanifies,
ou des effets de dépliements induits par 'augntemtale I'état de charge du systeme dans
des brins d’ADN'® Néanmoins, la détermination précise de structdhes peptide donné a
partir d'une seule mesure de section efficace ffesitbn reste délicate. Ce n’est pas une
donnée univoque, plusieurs conformations peuvenit @es sections efficaces trés proches et
non séparables expérimentalement. De plus, et messms doute les deux points les plus
durs, le calcul repose sur une parameétrisationimtesactions atomiques et les structures
générées lors de I'exploration dépendent de la odéthd’optimisation. Récemment, des
travaux ont proposé de nouveaux parametres seasd®rdune plus faible dispersion des
valeurs calculéd§ et ont montré que les sections efficaces calcudépsndent fortement du
niveau de calcul utilisé pour optimiser les struesd® Il est néanmoins difficile d’estimer la
validité de ces conclusions car, dans tous lesilo@ste une indétermination sur les structures
adoptées réellement dans les conditions expéritesntdous avons donc choisi de garder les
parametres initiaux implémentés dans Mobcal, ma&scdmbiner les résultats de trois
méthodes indépendantes, mobilité ionique, speapisdRMPD et fragmentation ECD, pour

proposer les structures compatibles avec les deraqeerimentales.
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CHAPITRE 1l

Etude structurale de 'Amyloide 3 12-28
en phase gazeuse

1. Introduction

Le peptide amyloid@ (AP) est une forme peptidique anormale issue d’'uné&pre
membranaire et que l'on trouve sur les cellulesromaies du corps humain. Elle est
impliquée dans plusieurs maladies neuro-dégénégmtoomme celles d'Alzheimer et de
Parkinsor- En effet, on retrouve dans le cerveau des patigessplagues composées en
majorité des brins 1-40 (acides aminés n°1 a 4Q}42 de I'A3. Le brin 1-42 est beaucoup
plus neurotoxique que le brin 1-40, ce qui mon&uge petite différence de séquence du
peptide peut induire de grands changements de atenpent. Dans ces plaques, la structure
secondaire est en feuillgt alors que les mesures RMN en solution montreatlgurin 1-42
est composé de domaines en héticeeparés par des jonctions flexibles déstructujemse
PDB 1z0q, voir Figure 1). Un mauvais repliement astorigine de ce changement de
conformation qui favorise I'agrégation du peptidées études actuelles tendent a montrer que
ce sont les petits oligoméres insolubles qui sorigties’ Un des axes de recherche de la
lutte contre ces maladies est la fabrication deicaétents capables d’inhiber ce changement
de conformation en se fixant sur I'amyloide. L'gupide D. Weaver a Halifax (Canada) s’est
engagee dans cette voie et a concu des molécufeédadaible privilégiée est la séquence
H™®HQK® de la protéine A. En effet, la séquence BBXB (avec B basique etnXaaide
aminé quelconque) est commune a 43 protéines iogeg dans la maladie d’Alzheimer, le
but serait donc de cibler toutes ces protéines ameseul médicament afin d’optimiser son

efficacité?

Afin de déterminer les possibles structures eptegriétés d’agrégation de la protéine
AB, les peptides By.40 €t AB142 ONt été largement étudiés en phase condenséeegar d
techniques spectroscopiques telles que le dicheisiculaire (CD) et la résonance
magnétique nucléaire (RMN) dans des solutions apseou contenant du trifluoroéthanol
(TFE), un co-solvant connu pour favoriser les bais hydrogenes intra-moléculaires et donc

les peptides adoptant des structures en h&li&n solution d’eau pure, les peptide ®ont
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pas de structures secondaires bien définies maigepe adopter des structures en pelote
(random coil§ ou étirée avec une partie hélicoidale (figureCBpendant, dans des solutions
de TFE, les conformations en hélicesont favorisées a haut et bas pH et les structures

contenant des motifs en feuil@sont majoritaires & pH 55.

Figure 1 : structure en solution aqueuse de laépretAmyloidep 1-42 révélée par RMN
(code pdb 1z0q)

La structure primaire defA.42 est :
'DAEFRHDSGYE"**/HHQKLVFFAEDVGSNK?® GAIIGLMVGGVVIA #2

La partie C-terminal du peptide (de 29 a 40-42¢omporte pas de résidus acides ou
basiques et ne sont donc pas chargés. Il est démé&rmt admis que cette partie est cruciale
pour le mauvais repliement du peptide et la foramati’agrégat, du fait de sa propension a
former systématiquement des structures en feliifeta région comprenant les résidus 1-28
serait donc impliguée dans la modulation de lasiteam vers I'agrégation, suivant sa
structure secondaire dépendante des interactiomstradtatiques impliqguant les résidus
chargés. Afin de mieux comprendre les changemeastsstclctures et les meécanismes
d’agrégation de la protéinepAet notamment la dépendance observée en fonatigeHd des
fragments de B (1-28, 25-35, 12-28 ...) ont été étudiés expérinlentant et théoriguement
en phase condensée. Le fragmeptAs (‘VHHQKLVFFAEDVGSNK?®) revét un intérét
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particulier car c’est la plus petite séquence guime des fibrilles et qui montre des effets
toxiquesin vitro comme le peptide entidiLa structure secondaire d@:A sa été étudiée par
RMN et CD** Les auteurs ont conclu qu'a basse températureK278 peptide adopte une
structure étendue en polyproline PIl et qu'une asigation de la température induit une
transition structurale vers des formes globulaflesibles random coil et aussi en feuil[gt
Des simulations de dynamique moléculaire, en fonctie la température et de la polarité du
solvant, ont aussi mis en évidence les mécanisrssiljfes amenant au changement de
conformation des structures étendues Pll versdesds repliée$?* Les changements de
conformations, en fonction du pH de la solutiont, &@e étudiés pour différents fragments de
la protéine A (voir figure 2). Zagorski et collaboratelitont ainsi montré que, pour le
peptide A1.0g il y avait formation de motifs en hélice entrs l&sidus 10-28 uniquement
dans des solutions contenant au moins 60% de TR&utet bas pH, alors que le peptide
adopte une forme repliée en pelote dans une solatjaeuse. A pH autour de 4-7, le peptide

s’agrége sous forme de feuil@ntiparalléles, comme le peptide entfier.

[ Solvent Predominate Structure
Conditicns |
 pH1-4 pH 4-7 [pH 7-8 pH8-12
water l
.\\/\/\/(_' — .\'\/\f\/{" \\/\/\/C
lp—
" —
Random Caoil Random Coil Bandom Coil
) Random Coil & [-Sheot
SD&wats T Rkt b g o i e
) c o c -v\f\/\/c
4 i fr( 1 Random Coil
N N N
ri-Helix x-Helix w-Helix
.. \residues 27 & 10-28) | (residues 10-28) [residues 10-28)
DRt water i i S ; Vi A e R TR e T W ARG8T OOt - W
C .\'\/\/\/r .\'\/\/\/c N\/\f\/c.
2 Random Coil Random Coil Random Coil
N
m-Helix
.. |dresdues 2.7 & 10-28)
O TRE- i e T e 1 —
waler : — L
- —
J-Shee N N
u-Helix re-Helix c-Helx
[residues 2-7 & 10-28) {residuss 10-28) (residues 10-28)

Figure 2 : structures préférentiellement adopt@es?p1-,s en fonction de la nature du solvant
(SDC : sodium dodecyl sulfate ; DPC : dodecyl phospline ; TFE : trifluoroéthanol) et du
pH de la solutiof.
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Afin de comprendre plus finement quels acides asndela séquence 1-28 pouvaient
étre responsables de la transition structuraleoeatibn du pH, une série de petits fragments
APB11.28 AB13oset ABisogont été étudiés par Kirschretral.*° lls ont notamment pu mettre en
évidence que l'absence des histidines en positbet1l4 affectait grandement la structure
des peptides : a l'inverse des autres peptidesdaence B;s..g adopte majoritairement une
structure en feuillef sauf a pH > 10, ce qui montre le réle de I'histaiprotonée dans la

stabilisation de la forme en hélice.

Toutes ces études en phase condensée montrentagsieutture de B dépend
fortement de la nature et du pH de la solution. éesles en phase gazeuse sur les peptides
protonés pourraient donc permettre d’obtenir desmmations complémentaires et pertinentes
sur les interactions intramoléculaires qui favartdé&mergence de structures secondaires en

I'absence du solvant.

Si un nombre conséquent d’études en solution mété sur la protéinepiles études
en phase gazeuse restent peu nombreuses. Le gieupeT. Bowers de I'Université de
Californie a Santa Barbara (USA) a fourni depuislques années un travail important sur les
caractéristiques structurales des différents lmesette protéine et de leurs oligoméres isolés,
par la techniqgue de mobilité ionique couplée apectomeétrie de masse. Tout d’abord, ces
expériences ont confirmé que les peptides amylqidasaient étre produits en phase gazeuse
en utilisant des sources d’ionisation douce coniglectrospray et que des informations sur
la structure secondaire des peptides pouvaientiédes des mesures de mobilité ionique. lls
ont étudié I'agrégation du brin entiéet I'effet de diverses mutations d’acides amingésle
repliement et la complexation du brin 21*88? Ce groupe a également montré que le brin 1-
40 se fixe sur le brin 1-42 et empéche son agmemfatet que le dodécamére de ce brin est

particuliérement toxiqué-

La spectrométrie de mobilité ionique est une tempimitres efficace pour obtenir des
informations sur la structure globale de biomolésuOn peut néanmoins s’attendre a ce que
des peptides flexibles de grande taille adoptemgielrs conformations en phase gazeuse qui
ne peuvent pas toujours étre séparées par la méobliusieurs équipes, dont la nétre, ont
ainsi proposé de combiner les informations straddgrobtenues par mobilité ionique a celles
tirées de la spectroscopie laser IR ou ¥¥. Certains peptides peuvent constituer des
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systemes modeles de structures secondaires typigueslles rencontrées dans les protéines.
En effet, la détermination des signatures speatpmigoes des structures régulieres du type
feuillet B et hélicea est un but recherché activement par diverses éguipa série de
publications récentes du groupe de T. Rizzo camsté travail le plus abouti dans cette voie:
celui-ci tend & prouver que les hélieepeuvent survivre en I'absence de solV&rd’autres
études en phase gazeuse ont été menées par SpguEdR-REMPI pour mettre en évidence
des structures secondaires des formes neutrestenges du peptide protégé Ac-VQIVYK-
NHCH;.* Ce peptide est un fragment de la protéine taudgwnt impliquée dans la maladie
d’Alzheimer) et est indispensable a son agrégatmus forme de fibres analogues a celles
formées par I'8.%° Cette séquence s’agrége d'ailleurs spontanémestlation. Les résultats
de cette étude semblent indiquer qu’en phase gazeugeptide neutre adopte la forme d’'une
épingle a cheveux avec un réseau de liaisons Haahle a celui d'un feuillgt, mais que la
protonation détruit cette structure en induisantreliement ayant pour but de solvater la

charge par des groupements C=0.

Pour notre part, nous avons étudié des bringd &A combinant plusieurs approches
expérimentales complémentaires : la spectromégrimabilité ionique IMS, la spectroscopie
IRMPD et la fragmentation induite par capture étmutjue ECD. Les spectres de mobilité
ionique et de spectroscopie IRMPD avaient déjabténus avant le début de ma thése, mais
ne permettait pas de déterminer d’'une maniére guda structure des fragmentg;Ag et
APi22s6 Nous avons donc proposé de compléter ces donpéesles spectres de
fragmentations ECD et, plus particulierement, llgs@ de la distribution des fragments

spécifiques c¢/z le long de la chaine peptidique.

[AB122d°" et [AB122d””

2. Résultats Expérimentaux

2.1 Mobilité ionique

Les profils temporels de diffusion (ATD) des pep8d¥31,-2s pour les deux états de
charge doublement et triplement protonés sont tépoa la figure 3. lls sont chacun
caractérisés par un pic principal qui correspondeé section efficace de diffusion de 422 + 8
AZ et 435 + 8 A Les parties grisées correspondent aux tempsfiisidn calculés pour une

seule configuration ayant une section efficaceréensur le maximum du pic principal. La
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largeur intrinseque de ces pics théoriques est @orpar I'élargissement induit par la
diffusion des ions dans un gaz maintenu a 10 Twoar298 K3! On peut déja remarquer que
les pics expérimentaux sont sensiblement plus damgee ceux calculés si une seule
conformation était présente. Une part de I'élamgissnt des profils temporels est due au fait
gue le paquet d’ions qui traverse la cellule de ititélcorrespond a une largeur initiale de
1ms. Mais on doit cependant considérer que plusieonformations, ayant des sections
efficaces de diffusion proches qui ne peuvent pees fparées, sont certainement présentes
expérimentalement. Le pic de diffusion dejA.4°* est asymétrique avec un épaulement
vers les plus grands temps d’arrivée, ce qui peatd a la présence de conformations avec
des sections efficaces de diffusion sensiblemart gtandes, de I'ordre de 456 At plus.
Cependant, nous n’avons considéré dans I'analysdegpic principal qui est nettement plus

intense et qui doit donc correspondre aux confdonatmajoritairement peuplées dans ces
conditions expérimentales.

+ 2+
[A 312-28] ° " [A B12-28-|
435 & | 422K
1R
“““ pedl ik MHHH\Mmmmww“ N

30 40 50 60 70 80 90 100
Arrival time distribution (ms)

Figure 3 : Profil temporel de diffusion (ms) desasdABi».4** (en pointillé rouge) et [Bq2.
,d*>* (en trait noir). Les parties grisées corresponderttemps de diffusion calculés pour une
seule configuration ayant une section efficace2®Af et 435 K.
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On peut aussi remarquer que la section efficacdifflssion augmente avec I'état de
charge du peptide, comme attendu par un simplé @ffaépulsion coulombienne entre les
résidus chargés qui tend a déplier le peptide. éut ponc en conclure que le peptide
triplement chargé a une structure plus étenduecqlie adoptée par le doublement protoné.
L’augmentation observée est de I'ordre de 3 %,Wweest nettement moins élevé que ce qui a
été observé par Bowees al. dans le cas defA 4.’ Dans ces travaux, les sections efficaces
de diffusion de ce peptide ont été mesurées pguitkts de charge -2, -3 et -4 et augmentent
linéairement, passant de 600 a 750 Btant donné la différence de taille entre cesxdeu

peptides amyloides, on aurait pu s’attendre a ugemantation plus importante dans notre cas.

Les effets de dépliement en fonction de 'augmeémiade I'état de charge ne sont pas
toujours observés. Par exemple, pour des peptities etits, les sections efficaces de
diffusion n'augmentent que trés légérement, voireimient, avec I'état de chardePour la
bradykinine (9 résidus), la section efficace deudibn passe de 245 & 255 Antre le
simplement et doublement protoné, ce qui montre lgueeptide conserve globalement sa
structure pour les deux états de charge. Pourdatance P (7 résidus) et la bombesine (14
résidus), les sections efficaces de diffusion diraimt respectivement de 7 et 20 % entre le 1+
et 2+. Ceci a été interprété comme une contractiopeptide mais n’est pas confirmé par les

simulations de structures sur ces peptides.
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2.2 Spectroscopie IRMPD
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Figure 4 : spectres IRMPD des ionspja.d°" et [AB12.24°>" dans la région 1100-1800 ¢m
Pour [AB1224%", l'intensité du spectre a été multipliée par doupcompenser le trés faible

taux de fragmentation dans la région 1100-1400 cm

Les spectres IRMPD enregistrés & CLIO (Orsay) dgi4Ad*" et [AB1o-24>" sont
présentés a la figure 4. lls sont dominés par deundes intenses correspondant aux modes
amide-I (élongation C=0) et amide-Il (pliage N-Horéation C-N) centrées respectivement
autour de 1680 et 1520 ¢mLa largeur des bandes vibrationnelles est deliéode 55 c,
ce qui est équivalent a ce qui a été observé pdPIR pour les peptides de polyalanine de
tailles équivalente®’ Dans la région des basses fréquences inférieurb40@ cni, qui
correspondent aux modes amide-Ill et aux pliaged, e taux de fragmentation chute
fortement d’'un et de deux ordres de grandeurs ctispenent pour les peptides triplement et
doublement protonés. Les spectres ont été enegjistr ajustant le temps d’irradiation du
laser dans la trappe quadrupolaire : 50 ms daréglan amide-| et amide-Il, et 500 ms pour

les basses fréquences, ce qui correspond a 1nead® pulses du laser a électron libre CLIO.
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Comme il sera décrit plus loin, nous nous focakseasentiellement sur la région amide-1 /
amide-Il pour interpréter les spectres IRMPD par danulations des spectres vibrationnels
par la méthode ONIOM. De plus, les groupements amgidcarbonyle sont ceux qui sont
impliqués dans le réseau de liaisons hydrogenegsiebfluent sur la structure secondaire des
peptides.

Les spectres IR pour les deux états de chargedrésrdimilaires. On note un décalage
vers le rouge de I'ordre de 5 érpour la bande amide-I et un décalage vers le diebi cntt
de la bande amide-Il entre le 2+ et 3+. Les maxiies bandes amide | et amide Il sont a
1514 et 1685 + 5 cthpour les 2 + et & 1525 et 1680 + 5 tpour le 3+. Ces décalages
spectraux sont nettement inférieurs a la largewr lsendes et quasiment équivalent a la
précision expérimentale des spectres IR obtenus daser CLIO qui a une largeur
intrinséque de l'ordre de 0.5%, soit autour de @8 dans cette région. Ces décalages
spectraux sont néanmoins reproductibles et sembridijuer que le nombre et la force des
liaisons hydrogenes entre les groupements amide) (BfHcarbonyle (CO) sont plus
importants dans [Bu2-o4>".
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2.3 Spectres de fragmentation par ECD

Les spectres de masse ECD des ionidA°" (m/z 978.02) et [Bio2d>" (M/z

652.34) ont été obtenus au Laboratoire des MécasidRéactionnels (LMR, Palaiseau) et

sont reportés aux figures 5 et 6. Dans les deuxilsasont composés principalement par une

série de fragments de type c/z caractéristiguedadffagmentation induite par capture

électronique.
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Figure 5 : spectre de masse ECD de liorB{Ad°". Dans I'encart, zoom sur la région

correspondant a la masse de peptide réduit. Lesgwec un astérisque sont dus a du bruit

électronique et ne correspondent pas a des picmdse.

Dans le cas du doublement chargé (figure 5), lducapelectronique se traduit par

I'observation du pic de masse correspondant a despréduite MEf. La distribution

isotopique théorique pour cet ion est donnée sfiglae de droite (représentée par des carrés

rouges) et indique qu'’il n’y a pas de contributim I'espece réduite avec perte d’hydrogéne
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qui serait détectée a la masse du peptide simplgonetoné MH & m/z 1955.04. Par contre,
pour [AB12.24°", on détecte un pic de masse intense correspoaddragment du réduit ayant
perdu un H (MH), en plus du pic de masse de I'espéce réduitg’f&im/z 978.52. Ceci se
traduit par la détection d’autres types de fragmédhty) qui sont reliés a la fragmentation

secondaire de M#".

. MH_*" m/z 978.52
8.0x10° 1
3+
2+
6
6.0x10° 1
2+

b M H 3 977.0 9775 978.0 978.5 979.0 979.5 980.0 980.5 981.0
= d 2+ 2+ /;
2 c, MH ) mz
G) 2+
£ zZ,
= 4.0x10°4
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> 3+
S ] MH s .
8 [4,-NH]
© .
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Figure 6 : spectre de masse ECD de liorB4&d®". Dans I'encart, zoom sur la région
correspondant a la masse de peptide réduit. Ortateria présence de I'espéce réduite avec
perte d’hydrogéne Mpd*.

Nous avons utilisé la nomenclature suivante pounéroter les fragments £z. Dans
la nomenclature normale, les fragments z sont not@®ren partant du C terminal alors que
les fragments ¢ sont numérotés a partir du N teainDans notre cas, tous les fragments c/z
sont numeérotés en partant du N terminal et corredgrat donc a la rupture de la méme liaison
N-Cq (Figure 7), ce qui facilite I'analyse de la distrilom des fragments c/z pour la corréler

avec des parametres structuraux.
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Figure 7: Nomenclature des fragments c¢/z utilisiescce travail.
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Figure 8 : distribution de l'intensité des fragneentz le long de la séquence peptidique pour
[AB122d°" et [AB122d ™"

Comme nous l'avons détaillé au chapitre |, nousnall essayer de corréler la
distribution des fragments c/z a l'interaction d#®s de protonation avec les groupements
carbonyles le long de la chaine peptidique. Laidigion de I'abondance des fragments c/z
en fonction de la position dans la chaine peptiglipour [A312.24%" et [AB12..d>" est reportée
sur la figure 8a et 8b respectivement. Les deuxiloigions sont clairement distinctes. Pour le

doublement chargé, la distribution est exclusivanoemtrée aux deux bouts de la chaine et
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aucune fragmentation n’est détectée entre lesug4ifl et 21. Quatre iong,zs sont associés

a la rupture de la liaison Nx@& I'extrémité N terminale, alors que 5 iong G-,7sont détectés
avec une prédominance des iong..g¢ et correspondent a une fragmentation autour de
'extrémité C terminal. L'intensité de I'ion,gest extrémement faible. A l'inverse, pourBjA
,d%*, les ions c/z sont produits tout le long de laficbgeptidique et couvre entiérement la
séquence. Sur la figure 8b est reporté I'histograndimtensité des différents fragments c et z
simplement et doublement chargés (barre) corresgpira chaque rupture de liaison y-C
ainsi que la somme sur tous les fragments (ligea@) échelle d’intensité difféerente). Cette
distribution n’est pas réguliére et est caractérisaér la présence de maxima en position 15,
18-19, 22 et 25 avec une périodicité de 3-4 acmlamés. Tous les fragments c/z sont
simplement chargés excepté deux ion 2t ¢7** qui correspondent & une rupture de liaison
aux deux extrémités du peptide triplement prot@m détecte aussi deux ions ¢ doublement
chargé avec perte d’ammoniacsfiH3] %* et [Gs-NH3] #*. L'intensité des ions doublement
chargés a été reportée telle quelle et n'a pasoétigée d’'une possible surestimation due a la
meéthode de détection par courant induit du FT-IOR.peut remarquer que les fragments les
plus intenses6 et 2, correspondent & la rupture de la liaison iNeBtre les résidus®Eet

D* qui ne sont pas au voisinage direct des acidesénhiasiques probablement protonés.

3. Interprétation des résultats expérimentaux

3.1 Recherche conformationnelle

La séquence primaire du peptidfiA.sest la suivante :
VEHHQKCLVFFAEDVGSNK®

Plusieurs sites de protonation sont favorisés anptitre. Le peptide contient quatre
résidus basiques, deux lysines, en position 18 et 2leux histidines en position 13 et 14. De
plus, le groupement amine terminal est aussi ua d#& protonation attendu. Le pKa des
résidus des acides aminés ont été mesurés erosodtitsont de 10.5 pour la lysine et 6.1 pour
I'histidine. Le pKa du groupement N terminal de \aline est de 9.7. On peut faire
I'hypothese que pour le peptide doublement chalg®,deux lysines sont probablement
protonées. Pour le triplement chargé, nous avonfecta€ plusieurs recherches

conformationnelles en ajoutant le troisiéeme prosmit sur 'une des deux histidines en
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position 13 ou 14, soit sur le N terminal. Pourgii@état de charge du peptide et pour chaque
isomére du triplement chargé, plusieurs dynamiquekculaires par échange de réplique
(REMD) en utilisant le champ de force Amber 99 étd réalisées, en partant soit d’'une
conformation repliée soit d’'une conformation étemdafin de s’assurer que I'exploration de
la surface de potentiel a été la plus compléte iplessChaque dynamique a été propagée
pendant 2 ns, 1500 conforméres sont obtenus apesgie dynamique et les structures sont

optimisées au niveau Amber et classées par énergie.

Le point le plus délicat de ces recherches cordtiomnelles tient au fait que I'on
génere un nombre trés important de structuresigplissmilliers, qui peuvent étre identiques
ou ne se différenciant que par l'orientation d'@sidu non polaire (par exemple le cycle
aromatique des phénylalanines). Il faut donc legowper en familles pour lesquelles la
forme globale du peptide, c'est-a-dire la structlresquelette peptidique, est la méme. Nous
avons établi plusieurs criteres structuraux quisnomt permis de déterminer les différentes
familles de structures :

- La distance d entre les deuy @es résidus en position N et C terminale : c&mit
permet généralement de déterminer si le peptidptadme conformation repliée ou étendue
guand la distance d est grande.

- Le réseau de liaisons hydrogéne entre groupenoanibonyle CO et amide NH de la
chaine peptique. On notg Gne liaison hydrogene formant un cycle a n atofasexemple,
les hélicesa sont caractérisées par des cycleg @s hélices @ par des cycles & Si un
conformeére présente plusieurs cycles €/ou Gy et que la distance d est grande, il forme
une hélice étirée. Il s’est averé que ce criteoe gous avons adopté au début de I'analyse
pour mettre en évidence des hélices, n’était paefoent tres pertinent et en tout cas difficile
a manier. En effet, il faut générer pour chaqudecy® recherché une série de mesure de
distance en partant de différents acides aminéswain des conformeres générés ne forme
d’hélice idéale sur toute la longueur de peptide.

- la distance entre un groupement protoné (pamplee sur une lysine) et tous les
carbonyles de la chaine peptidique. Nous avonsduit ce critere afin de pouvoir corréler la
distribution des fragments c/z avec I'interactianpatoton le long de la chaine peptidique pour

'analyse des spectres ECD.

Pour les deux états de charge, les conformatienbadses énergies peuvent étre

classées en familles repliées ou étendues suiegiremier critere de distance entre les deux
88



résidus en position N et C terminale. Pour le énpént chargé, la distance d est au moins
deux fois plus grande pour les conformations éteasdiautour de 20-25 A) que pour les
conformations repliées (autour de 10 A). Par comtoar le doublement protoné, la différence
entre les conformations repliées et étendues estsmette car la distance d présente une plus
grande dispersion pour chaque sous famille. Orvé&rquie les conformations repliées peuvent
avoir des distances d allant de 7 & 17 A, alorslgsiesections efficaces de diffusion restent
comprises entre 410 et 42¢.A'une maniére générale, on remarque que les deandes
classes de structures se caractérisent par desnseefficaces de diffusion inférieures a 420

AZ pour les repliées et supérieures a 420-43pakir les étendues.
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Table 1: Energie (kcal/mol) et section efficace de diffusid (A% des conforméres repliés et étendus calculées

au niveau ONIOM, AM1 et Amber pour PA,.d%". La section efficace de diffusion expérimentaledes422 +
8 A%

conformation b Energie Q
d ONIOM? AM1 Amber ONIOM AM1 Amber
Repliée
F1 6.5 0 10.5 0 415 405 380
F2 9.6 8.5 8 12 415 410 370
F3 13.9 8.5 0 155 421 425 388
F4 9.7 10.5 25 5.8 409 408 382
F5 12.6 125 12 9 410 416 372
F6 15.25 16 16 8.3 419 429 372
F7 16.3 21 16 8 418 420 389
F8 13.6 24.7 22 5 420 427 376
Etendue
El 19.5 11 12 28 437 448 432
E2 26.7 135 15 10.3 428 430 404
E3 27.2 15 12.6 7 445 449 395
E4 22.4 15.5 15.3 9 425 433 396

2 Energie B3LYP/6-31g(d) de la structure optimisgeOdNIOM.

b distance (A) entre les atomeg @&s résidus en position N et C terminale.

Table 2: Energie (kcal/mol) et section efficace de diffusid{A?) des conforméres repliés et étendus calculées
au niveau ONIOM, AM1 et Amber pour PA,4*". Les sites de protonation sont eff,K?® and H?, sauf pour
les conforméres E5 and E7 ou le troisieme protanees N-terminal. La section efficace de diffusion

expérimentale est de 435 + § A

8 Energie Q

conformation ONIOM? AM1 Amber  ONIOM AM1 Amber

Etendue
El 19.6 0 0 2 421 427 401
E2 27.0 7.5 3.5 7.6 445 452 425
E3 24.7 7.5 5 10.1 451 457 421
E4 24.5 9.5 2.3 115 449 449 415
E5* 24.0 9.5 19 9.5 432 428 410
E6 24.8 115 10 34.1 440 445 419
E7* 23.9 125 24 13.3 427 438 419
ES8 22.5 19 2 5 442 458 419

Repliée
F1 9.5 17.7 19.6 16.1 420 425 404
F2 10.8 25 31 24 405 409 376
F3 12.1 24 30.8 22 412 417 399
F4 16.5 34 30 17 410 408 401

@ Energie B3LYP/6-31g(d) de la structure optimiseéeONIOM.
® distance (A) entre les atomeg @&s résidus en position N et C terminale.
* le troisiéme proton est en N terminal.

Une sélection de famille de structures de plus o@sergie a été reportée dans les
tables 1 et 2 pour [By2.24°" et [ABi2.24>". On note Fles structures repliées (folded) etds
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structures étendues (extended) qui sont définiesusiule critere de distance d entre les deux
Cq des résidus en position N et C terminale. Par whagnformation, nous avons reporté les
énergies des structures optimisées calculées aeaui Amber, AM1 et ONIOM, ainsi que
les valeurs des sections efficaces de diffusionespondantes. Pour les structures optimisées
en ONIOM, nous avons calculé I'énergie au nivead BBLYP/6-31G*. Nous n’avons pas
pris en compte les énergies relatives des difféeestructures calculées au niveau Amber et
AM1 car elles présentent une grande dispersioneetagent étre moins fiables que celles
obtenues au niveau ONIOM. Les conforméres ontlétsés suivant I'ordre de leurs énergies
ONIOM.

D’une maniere générale, nous n'avons pas consldsréritéres énergétiques comme
trés pertinents pour estimer la possibilité d’obsetelle ou telle structure. Les niveaux de
calcul utilisé, méme au niveau ONIOM, sont relatnemt bas, et la dispersion des énergies
est tres grande pour chaque méthode et entre ld®des de calculs. De plus, avec la taille
du peptide MB1,.5 il devient envisageable que les interactions léscade type liaison
hydrogene présentes en solution soient conseloeedu passage a la phase gazeuse. Il est
alors possible d’obtenir des conformations relatigat hautes en énergie en phase gazeuse

mais qui conservent une mémoire de la structurptadaen phase condensée.

3.2 Interprétation des sections efficaces de diffusiocalculées

Remarques générales :

Les sections efficaces calculées des conformérémisés aux niveaux Amber, AM1
et ONIOM sont reportées aux tables 1 et 2. Pourdmsx états de charge, les sections
efficaces de diffusion des conformations repliéemtsplus basses que celles des
conformations étendues, comme attendu. Par colgsesections efficaces de diffusion
calculées a partir des structures optimisées eneAmtnt systématiquement plus petites que
celles calculées a partir des optimisations AMOBHOM. On peut aussi remarquer que le
passage de AM1 a ONIOM n’engendre pas de gros enaegt de structures et donc de
sections efficaces. Les parametres du champ de famber sont optimisés pour simuler des

biomolécules en solution, ce qui fait que l'on dsiattendre a une surestimation de

l'interaction électrostatique dans le cas des peptétudiés en phase gazeuse, sans écrantage
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de charge induit par le solvant. Puisque les peptitudiés sont multi-chargés, la répulsion
coulombienne entre les groupes protonés doit &peimportante, ce qui doit se traduire par
des structures trop dépliées. Néanmoins, les gmepts protonés sont déja solvatés par des
groupements carbonyles et généralement loin leslemsutres. Par contre, une surestimation
de la force électrostatique au niveau Amber enggaddes distances inter-atomiques
NH...OC trop courtes entre les groupes neutres esgageliaison hydrogéne. Nous avons
analysé les distances inter atomiques NH...OC suwiquus structures suivant la méthode
d’optimisation Amber et AML1. Il est difficile derér des conclusions définitives car on
observe des variations de l'ordre de + 0.1A mas tpajours dans le méme sens suivant les
deux méthodes. En moyenne, on peut quand mémeeesgme le champ de force Amber
surestime l'interaction électrostatique de la baiswydrogéne. Il semble donc que ce soit cet

effet qui explique la contraction de la structues geptides en Amber.

Pour [AB1224>", la recherche conformationnelle REMD a généré&émdgrand nombre
de structures étendues, avec uniqguement quelqaapeayg de conformations repliées qui sont,
en plus, sensiblement plus hautes en énergiedqoiré’ de 20 kcal/mol). Pour le troisiéme site
de protonation, les structures les plus bassesergié sont celles qui sont protonées sur
I'histidine H™, puis en N terminal. Les isoméres protonés EhoHt en moyenne une énergie
plus haute ou comparable a celles calculées paursiemeres protonés en position N
terminale. Dans les 3 cas, les structures lesppioisables sont étendues et la localisation du
troisieme proton n’affecte pas la structure globde peptide mais uniquement des
interactions locales autour des acides aminés tarinal. En moyenne, les 8 conformations
étendues sélectionnées ont une section efficaddifiiision de 438 Acompatible avec la
valeur expérimentale (4352R alors que les conformations repliées ont en mogeune

section efficace de diffusion (412)&rop petite.

Par contre, pour [Bu2.2d°", les sections efficaces de diffusion des confoemeepliés
sont en moyenne légérement plus petites (495qfe la valeur expérimentale (422)Aet
celles des structures dépliées plus grandes (£331l&n‘est donc pas possible d'attribuer
d’'une maniére univoque la structure adoptée pdnfA]>* d'aprés la mesure de mobilité
ionique. Nous allons alors tenter d’attribuer ceacsures en analysant les spectres IRMPD
pour ces deux états de charge.
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3.3 Simulations des spectres IRMPD par la méthode ONIOM

Comme il a été décrit au chapitre Il, le calcud dpectres vibrationnels des molécules
de grande taille contenant plusieurs centainesouties (dans notre cas 276 pour le
doublement protoné) pose un vrai challenge. Notoeige a proposé il y a quelques années
d’utiliser la méthode hybride implémentée dans Gams09 ONIOM, ou la partie du systeme
la plus pertinente pour la spectroscopie IR ed#tégad un niveau quantique, dans notre cas
DFT/B3LYP/6-31G*, le reste étant traité a un nivgdus bas mais moins colteux en temps
de calcul, ici AM1. Un point important de ce type simulation est que nous ne conservons
pour I'analyse des fréquences que celles détermiagéaiveau quantique. Pratiguement, tous
les groupements d’atomes engagés par liaison hgdeogont traités au niveau DFT, alors
gue les groupements contenant des chaines alkyldssocycles aromatiques sont inclus dans
la couche AM1. Les fréquences calculées pour ledemamide-| et amide-ll, les interactions
d’'un ammonium avec des carbonyles ou un grouperoartioxylique (COOH) seront
comparés au spectre expérimental (dans la régié® 141800 cni), mais la région des
basses fréquences correspondant aux modes deaonirdes groupements CH ne pourra pas

étre correctement simulée.

Pour [AB1o24>", la mesure de mobilité ionique ainsi que les rediesc
conformationnelles REMD indiquent que le peptiderdi adopter une structure dépliée. Les
spectres simulés des conformeres dépliés de plssebénergie FEg sont comparés au
spectre expérimental sur la figure 9. Pour lesctires repliées, les spectres simulés sont
reportés sur la figure 10. Ces spectres ont éténabtaprés convolution par une fonction
gaussienne de largeur 25 tnies spectres des conforméres repliés donnentisenpauvais
accord avec le spectre expérimental. En particuliee transition intense dans le rouge de la
bande amide Il & 1485 ¢mest prédite qui correspond aux modes de pliagss Ni¢
peptidiques libres et qui n'est pas observée expdrialement. Les conforméres repliés ont,
pour la plupart une structure sans liaison hydregentre les liaisons peptidiques dans la
partie N terminale, ce qui se traduit par une baetéle Il trop décalée dans le rouge par
rapport au spectre expérimental. Ajouté au désdcotrservé pour section efficace de
diffusion, cela renforce la conclusion qu’elles deivent pas étre présentes dans les

conditions expérimentales.
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Figure 9: Comparaison entre le spectre IRMPD (n@iige) et les simulations des spectres

vibrationnels des conforméres.&de [AB1224>". Les structures optimisées sont reportées a

droite, avec la séquence d’acides aminés en lditr® parties en hélice sont représentées

par des lettres rouges et en gras, les héliggmn3bleu surligné, et les interactions €n bleu.
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Figure 10 : Comparaison entre le spectre IRMPDt (toaige) et les simulations des spectres
vibrationnels des conforméres.f/de [AB1..24>". Les structures optimisées sont reportées a
droite, avec la séquence d’acides aminés en lditr® parties en hélice sont représentées

par des lettres rouges et en gras, les héligeendleu surligné.

Pour les structures étendues, la plupart des aoefes ont un spectre vibrationnel
compatible avec le spectre expérimental. Les camdogs &, E;, Es, E; et Egreproduisent le
mieux la forme et la position des bandes amideahgtle-Il. Pour les conformerg Et E;, la
bande amide Il est un peu trop décalée vers leetoatprs que la bande amide | du
conformere Eest un peu décalée vers le bleu. La bande de fentansité autour de 1600 cm
! correspond & un mode de pliage asymétrique d’usi Mlinteraction avec des groupements
CO. Par exemple, pour le conformérg e groupement ammonium de la lysiné® st en
interaction avec le carbonyle de’’Net le groupement amide du résidu de I'asparagine.

Expérimentalement, une bande de faible intensit@fésctivement détectée a cette position.
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Tous ces conforméres présentent des liaisons hgdesg G, Cio et Gs, en plus de
groupement NH et CO libres. Les groupements catberlgs plus décalés dans le rouge du
conformére Esont simulés autour de 1640-1655 Gralors que les CO libres le sont & 1715-
1725 cnt. Les simulations des conformations étendues peemteate reproduire correctement
le spectre expérimental, mais il est difficile ¢fdtuer de maniere univoque I'une ou l'autre

des structures.
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Figure 11 : Comparaison entre le spectre IRMPDt (toaige) et les simulations des spectres
vibrationnels des conforméres.Fde [AB122d%". Les structures optimisées sont reportées a
droite, avec la séquence d’'acides aminés en lditre parties en hélice sont représentées

par des lettres rouges et en gras, les héligeendleu surligné.
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Figure 12 : Comparaison entre le spectre IRMPDt (toauge) et les simulations des spectres
vibrationnels des conforméres.dde [AB1..24°". Les structures optimisées sont reportées a
droite, avec la séquence d’'acides aminés en léitre parties en hélice sont représentées

par des lettres rouges et en gras, les héligeendleu surligné.
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Pour [AB1o-24°", les simulations des structures étendues et e=pént reportées sur
les figures 11 et 12. A l'inverse du triplement foreé, les différences entre les deux groupes
sont moins prononcées. Dans les deux cas, la ladgsi bandes amide | est trop petite,
I'épaulement vers le bleu n’étant pas bien simBermi les conformeéres repliés, la structure
F3 a une bande amide | trop décalée vers le roulgebande amide Il un peu décalée vers le
bleu. Cette structure est caractérisee par la pcésde deux parties en héliaeentre les
résidus KLY et B?G®, et des liaisons hydrogéneso@n milieu de la chaine peptidique
(F**A?Y qui explique les décalages spectraux calculésragaport au spectre expérimental.
D’une maniere générale, les conformeres B, Fs et ) ayant un grand nombre de liaison
hydrogene de type ¢ et G3 ont une bande amide | trop décalée vers le rougs.
conformeres repliés;FF;, Fs et, dans une moindre mesure,dénnent un accord satisfaisant

avec le spectre expérimental.

Les deux premiers conformeres étendues Be permettent pas de reproduire
correctement le spectre expérimental. Les bandedealsont décalées vers le rouge et les
bandes amide Il sont décalées vers le bleu de &1b Pour les deux autres structures
étendues, le conformeres, Gui présente deux sous parties en héica une bande amide |
décalée vers le rouge. Par contre, la simulatiomaihformere & reproduit correctement le
spectre expérimental. Sa section efficace de diffuétant calculée a 425°Aproche de la
valeur expérimentale, cette structure ne peut frase&clue de I'analyse. En complément des
mesures de mobilité ionique, l'interprétation diedpe IRMPD semble indiquer que la
structure la plus probable pour le peptidef{fAd*" est une forme repliée, mais la

différenciation entre les deux classes de strustesé moins évidente que poumj.d>*.

D’une maniére générale, on peut noter que les simonk des différentes structures,
repliées ou étendues, ne sont pas trées différempess convolution par une fonction
gaussienne de 25 ¢hue large. La faible résolution expérimentale gecges IRMPD, ainsi
gue les spectres similaires des deux états de elmargermettent pas d'attribuer de maniere

définitive telle ou telle structure pour les pepgcdamyloides Byo-2s

3.4 Interprétation des spectres ECD

Afin de proposer une attribution des structuresspmes pour les peptidesfA. os

nous avons proposé d’interpréter la distributiomtehsité (PIA) des fragments c/z en

98



fonction de leur localisation le long de la chapeptidique. Ces distributions sont reportées a
la figure 8 pour [B122d%" et [AB12-24>" et sont trés différentes, alors que ces deux geptie

different que par leur état de charge. Nous praposte montrer que ces différences trés
marquées peuvent étre interprétées comme la signalies interactions spécifiques des

groupements protonés avec les groupements carlsdeylleng de la chaine peptidique.

Les mécanismes proposés pour expliguer la fragmentspécifique c/z observée en
ECD sont encore sujets a discussion. Les deux medel plus reconnus sont ceux de
Cornelf** et d’Utah-Washingto®®” Comme nous I'avons indiqué dans le chapitre I, ces
deux modeéles sont compatibles avec I'hypothéselauwissociation de la liaison NyCest
reliée a linteraction d’'un groupement chargé seirchrbonyle de la liaison peptidique
adjacente. Pour le peptide triplement chargé, moagons pas inclus le troisieme site de
protonation, soit sur I'histidine soit sur le Nr@nal, car il interagit exclusivement avec les
deux acides aminés adjacents et ne dépend passtieidture secondaire du peptide. Nous
avons donc mesuré les distancésQNentre les groupements ammonium des lysingseK
K?® et tous les carbonyles des liaisons peptidiques [&s conforméres présentés dans les
tableaux 1 et 2.

Les figures 13 et 14 représentent l'inverse detadiées calculéesN.OC entre les
deux lysines et les C=0 le long de la chaine pegtjgpur les conforméres étendus et repliés
de [AB1224>". Dans tous les cas, il existe des interactionse$oentre les groupements
protonés et les carbonyles avec des distancesnpoatgéne NH+...O comprises entre 1.8 et
3 A, ce qui se traduit par des distances inversesONdans la gamme 0.25-0.4*ACes
histogrammes sont a comparer a la distributionteisité (PIA) des fragments c/z présentée a
la figure 8b qui présente une série de maxima asitipns 15-16, 18-19, 22, en plus des
fragments intenses,£ s et ¢4 doublement chargé. On peut remarquer qu’aucun des
conformeres sélectionnés ne permet de reproddiresiul la distribution des fragments c/z
observée expérimentalement. Ceci n'est pas sunprerza il est trés peu probable qu’une
seule conformation soit peuplée dans nos conditixpgrimentales, ce qui est confirmé par

'analyse des résultats de mobilité et de spectusdR.
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Figure 13 : Inverse des distances entresNH(K16 ;K28) et CO pour les conformations

étendues de [Bvro4>".
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Figure 14 : Inverse des distances entresNHK16 ;K28) et CO pour les conformations

repliées de [Bi2.24>".

Pour toutes les structures sélectionnées d.[A*", il existe une interaction forte
entre le groupement ammonium de la lysir8 & le carbonyle adjacent EDquel que soit
le type de conformations. La longue chaine alk@elj, du résidu de la lysine permet ce
type de repliement. On constate aussi que, poucdesorméres étendues, Hesg et les
conformations repliées,l, ce méme groupement ammonium interagit avec lleocgie du
résidu B°, ce qui pourrait expliquer les maxima en positighet 19 de la distribution des
fragment c/z. Par contre, seul la structuggiEsente une interaction forte entre lesNée la
lysine K*® et le carbonyle de?€ alors que la distribution PIA présente un maximacette
position pour les deux états de charge. Le groupemmtoné de la lysine ® interagit
principalement sur les liaisons peptidiques adjeean position 24-25 et en position 27. Ces
interactions sont certainement corrélée & I'obs@males fragment doublement chargéé'c
[Cos-NH3]?* et [Ga-NH3]*".
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Pour [AB12.4%", la distribution expérimentale des fragments © adncentrée aux
deux extrémités de la chaine, sans fragmentatitne &5 résidus 16 et 21. Pour toutes les
structures repliées sélectionnées Figure 15), les groupements ammonium des lysii&s
et K?® n'interagissent effectivement pas avec ces ligspeptidiques, alors que les
conforméres étendus,Eprésentent une interaction forte sur le carbodyeésidu F. Les
structures repliéessFet F peuvent aussi étre exclues de I'analyse car pliésentent une
interaction de la lysine ¥ sur le carbonyle du résidu?%G ce qui devrait engendrer
'observation d’'un fragment,z et non gs. Comme pour le triplement chargé, on détecte un
fragment relativement intense,@ui n’est pas corrélé avec une interaction spgefide la
lysine K?® sur le carbonyle de’&E Pour les structures repliées (figure 15), le gesment
ammonium de la lysine ® interagit avec plus de carbonyles adjacents (@u 3) que la
lysine K*® (au maximum 2). Ceci est en accord avec le plasdynombre de fragmeni,g;
détecté par rapport aux fragmenis.;z On peut remarquer aussi qu'aucune des structures
(sauf B mais qui correspond a un spectre IR médiocre)ent gxpliquer le fragment intense

Coe.

Pour les deux états de charge, il existe un maximhans la distribution d’intensité des
fragments c/z a la position 22, qui correspond rupaure de la liaison N-Centre les résidus
acides E? et D”. Or, nous ne retrouvons pas dans les structukestisénées une interaction
privilégiée entre les groupements protonés desegsk® et K avec le carbonyle de cette
liaison peptidique. Zubareet al.*® ont réalisé une étude statistique de la distmiputi
d’intensité des fragments c/z sur 15000 spectresndsse ECD de peptides doublement
protonés. lls ont montré que la plus forte probtbitle rupture de la liaison NgCest
observée entre les résidus D-A, D-N, E-N, D-H eilQee qui indique donc une préférence
pour les acides aminés acides. Il n'a pas été dabeplication, notamment sur le role
possible du groupement acide carboxylique COOHédidu, sur la probabilité de rupture de
la liaison peptidique adjacente. Le maximum obsegméposition 22 dans notre cas entre les

deux acides aminés acides, est en tout cas corgpatiec cette analyse statistique.
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Figure 15 : Inverse des distances entresNH(K16 ;K28) et CO pour les conformations

repliées de [Bi2..4°".
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Figure 16 : Inverse des distances entres’NHK16 ;K28) et CO pour les conformations

étendues de [Bvro4*".

L’absence de fragmentation au milieu de la chagmigique pour [B12.24%", ainsi que
la détection d’un signal d’ion a la masse du pepté&tiuit pourrait étre le signe de la présence
de complexes métastables ion-neutre formés ensreoles c/z et les fragments neutres
complémentaires qui ne se dissocient pas. En d¥etergie cinétique des fragments c/z
pourrait étre plus petite que I'énergie d’interantidu complexe contenant de nombreuses
liaisons hydrogenes entre les résidus des parties © terminales. Comme nous l'avons
indiqgué dans le chapitre I, une excitation post-EQID I'espece réduite peut mettre en
evidence de nouveaux fragments et révéler ainsidaence de complexes métastables. Nous
n'avons pas pu faire ce type d’expérience compléamena I'époque sur le dispositif de
Polytechnique. Dans le cas des tryptophanes zifgapitre 1V), les spectres de masse
d’excitation post-ECD n’ont pas mis en évidence mbeiveaux fragments, alors que la
distribution d’intensité des fragments c/z préselei® mémes caractéristiques que celles
observées pour [By,d°". Méme si nous ne pouvons pas exclure ce biais Fofib.o4°",

'analyse de la distribution d’intensité des fragrsec/z faite sur les peptides amyloides est en
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accord avec les structures sélectionnées par Fexm® de mobilité ionique et la

spectroscopie IRMPD.

4. Conclusion

L’'analyse des résultats de mobilité et spectrogcdpl indiquait que plusieurs
conformations devaient étre peuplées dans nos ttmmgliexpérimentales. L'analyse des
données ECD permet de confirmer et méme d'affiagrréemiére sélection. Pour fif.o4>",
les conformations étendues donnent un bon accoed Bes résultats de mobilité, et les
structures Ea47.g permettent de reproduire le spectre IRMPD. A #rse, les quatre
conforméres repliés;f ont été exclus. L'inverse des distanc€s. XD des quatre structures
Es478 €st comparée a la distribution totale des fragmert a la figure 17. Ce sont ces
conformeres qui reproduisent le mieux la distrimitiPIA avec des maxima en position 16, 19
et 22 pour la lysine ¥ et en position 24, 25 et 27 pour la lysin€ Kjui est corrélé a la
détection des fragments ¢ doublement chargés. ketrspIR simulé moyenné sur ces
conformeres est reporté sur la méme figure, etdet avec le spectre IRMPD est tres bon.
La section efficace moyenne sur ces cing structesesle 442 A ce qui est cohérent avec la
mesure de 435 + 8%APar contre, pour les autres structures étendues ¢ifigure 18), la
simulation du spectre IR est satisfaisante et ltige efficace moyenne sur ces trois
structures est de 434°Aais on ne retrouve pas une aussi bonne corrélstioies données
ECD. Pour les structures repliées;Kfigure 19), les simulations IR et ECD ne donngas
un bon accord. De plus, la valeur moyenne de laoseefficace de diffusion est trop petite
(412 A).

Pour [AB12o4%*, ce sont les structures £ get E qui donnent le meilleur accord pour
simuler le spectre IR et la distribution PIA deagiments c/z en ECD (figure 20). La valeur
moyenne des sections efficaces de diffusion estlde A2, ce qui est compatible avec la
valeur expérimentale de 422 + & Four les autres structures repliées qui onts ellssi, une
valeur moyenne de section efficace de diffusiomttié A2, la corrélation entre I'inverse des
distances N...O et la distribution PIA des fragmerizsest moins bonne et la bande amide |
simulée du spectre IR est trop décalée vers leerdfigure 21). Pour les trois conforméres
étendues E,3 ni la valeur moyenne des sections efficaces ffasibn (437 X), ni les

simulations IRMPD et ECD ne sont compatibles aesaionnées expérimentales (figure 22).
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Figure 17: Comparaison entre la distribution degritents c/z (bas) et les interactions des
groupements protonés en K16 et K28 avec les catb®mes résidus le long de la chaine

peptidique de [B1.-24>" pour les conforméres; k7 sreprésentés ci-dessus.
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Figure 18: Comparaison entre la distribution degriments c/z (bas) et les interactions des
groupements protonés en K16 et K28 avec les calé®rmes résidus le long de la chaine
peptidique de [B1-24>" pour les conforméres; ks ¢
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Figure 19: Comparaison entre la distribution degriments c/z (bas) et les interactions des
groupements protonés en K16 et K28 avec les calé®rmes résidus le long de la chaine
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Figure 20: Comparaison entre la distribution degriments c/z (bas) et les interactions des
groupements protonés en K16 et K28 avec les catbemes résidus le long de la chaine
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Nous avons donc mis en évidence une transitiorctsiale entre une forme repliée,
formant une boucle, vers une structure étendue desaomaines en hélices dans le peptide
amyloide A31,.2ginduite par 'augmentation de I'état de charge r€iltat est en accord avec
les conclusions des études effectuées en phasers®el ou le peptide a une plus forte
probabilité de former des hélices a bas pH. De, plosis pouvons remarquer que, dans les
structures repliées, la partie¢ VVF? qui correspond au domaine hydrophobique central
(CHC) considéré comme essentiel pour I'agrégatietadorotéine B1.40,>° est dépliée, sans
liaison hydrogéne bien établie, avec un motif erilifet B.°° Cette partie centrale dépliée peut
faciliter le repliement du peptide et I'équilibrebservée en RMN entre des formes

hélicoidales 3et en pelote (random coff).
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Etudes structurales des tryptophanes zipper en
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CHAPITRE IV

Etudes structurales des tryptophanes zipper en
phase gazeuse TZ1l et TZ4

|. Introduction

L’étude de peptides modeles, spécialement systgpour favoriser 'émergence de
structures secondaires bien définies, peut perendtr caractériser précisément, au niveau
atomique, les interactions principales impliquéassda structure des protéines. Par exemple,
les polyalanines sont connues pour former desé®ktables en phase liquidEn solution,
c’est la compétition entre les interactions intrégunalaires et les interactions avec les
molécules d’eau qui peut favoriser ou non la sitébi’'une structure secondaire particuliere.
Les études en fonction de la polarité du solvanveet, en principe, aider a déterminer quelle
interaction domine. Les éetudes en phase gazeude pamdéfinition, révéler uniquement la
contribution des interactions intramoléculaires sdén structure du peptide. Des mesures de
mobilité ionique effectuées dans le groupe de Molhont montré que la structure en hélice
des polyalanines, possédant un dipble géant lederig chaine peptidique et orienté vers le C
terminal, était sans doute stabilisée par la pasdiune charge en C terminal, par interaction
charge-dipble. Dans les peptides ou la lysine edil @éerminal, la structure adoptée par les
polyalanines devient globulaire. Une étude spectioisiue IRMPD dans la région 1000-1800
cm* (élongation CO, pliage NH) sur ces mémes polyaksyifaite dans le groupe de G. von
Helden et confrontée a des simulations de dynamigoléculaire au niveau DFT, a permis
d’obtenir des informations plus fines sur les durites en hélice les plus probables adoptées
par les polyalanines & 300KLes données spectroscopiques les plus préciseesunémes
polyalanines ont été obtenues dans le groupe &zZo sur des ions refroidis a ~ 10 K dans
la région amide A (3000-3600 & Il est intéressant de noter que I'analyse des miode
d’élongation NH n’a pas permis a priori de distiagles structures en hélice des structures
globulaires. Par contre, c’est I'analyse d'une seuibration OH du groupement acide
carboxylique du C terminal qui a permis d’attribd&rme maniére convaincante les structures

adoptées par les peptides. Pour la forme en héliwe transition fine centrée & 3570tm
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correspondant a I'élongation OH du groupement cailimue libre, est mesurée, alors qu’elle
est déplacée de -300 ¢npour une structure globulaire dans laquelle leefninal est en
interaction avec le reste de la chaine peptidique.

Les feuillets et les coudg® forment une deuxieme classe de motifs élémentaires
présents dans les protéines. Des petits peptidesggdant un coude central et formant deux
brins dépliés en orientation anti-parallele repnésat le plus petit systeme comportant des
interactions inter-atomiques impliquées dans I'éqaece de structures tertiaires présentes
dans les macromolécules biologiques. Par contigdukafaible stabilité en solution de ce type
de structures et la propension a former des oligesn@solubles sont sirement a I'origine du
plus faible nombre d’études que celles réaliséedesuhélices. L’'une des premiéres études
expérimentales a été réalisée sur une partie dadeine G qui est impliquée dans la
transmission du signal intracellulaire. Cette praécontient plusieurs domaines, dont I'un
présente des sous-unitBset y fortement liées entre elles (domaine B1). En palitr, la
partie C terminale adopte une forme en épifigtans la protéinémais il a aussi été montré
gue le petit fragment de la partie C terminale &tiles aminés) conservait cette structure
particuliére en solution.

Figure 1: Structure de la protéine GB1 (56 acidemés) tirée de la PDB (code 2QMT). Deux sous-snété N

et C terminal forment une structure en feuileteliée par un domaine en héliweau centre de la séquence.
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Une étude par fluorescence de Mumbal. a montré que la dynamique de repliement
de ce fragment, entre la forme globulaire et erll&3, était assez longue en solution a 300
K, de I'ordre de 6 p8Par la suite, de nombreuses études théoriquest@mintreprises pour
évaluer quels sont les facteurs clés qui détermitleedynamique de repliemeht:formation

du coudée P interactions inter-brirt$ et influence des résidus hydrophobes.

Le groupe de A. G. Cochran a présenté en 2001séne d’études portant sur des
petits peptiques synthétiques contenant une dizdie@des aminés formant des épingfes
stables en solution. lls ont d’abord étudié desapéptides protégés de la forme 4CX
contenant un pont disulfure entre deux cystéinebll et C terminal qui assure une structure
cyclique®® Afin d’optimiser la formation d’une épingle, leéagiences d’acides aminés EGN
ou ENG composent la partie centrale du peptidalsgrermettent de former un coufiede
type II', avec la formation d’une liaison hydrogé@e, NH...OC entre les acides aminés en
position i et i+3. lls ont montré que la présenaendryptophane en position 3 favorisait le

plus la stabilité de la structure en feuilfegrace a l'interaction inter-brin avec la leucine e

position 8.
b RN '.‘:_,
(a) _ ( ) f‘ % ” I ‘ak..k‘q @‘\ -
h o ewmegen g
o P
s i@ 4 fgx;;i;
; 10 vy O
Jﬂu::—CT)(E'GI‘\IKLTC—NH2 Trpzip 1
(Figure 2a). (Figure 2b)

Figure 2 : (a) Représentation schématique des néqageptidiques Ac-GX-NH, étudiées par Cochranal .

(b) ensemble de 20 structures de TZ1 (les cychisiés sont représentés en jaulie).

A partir de ce résultat, ils ont synthétisé unéesde peptides contenant 12 a 16 acides
aminés ne contenant pas de cystéines en N et Ght#¢mmais dont le nombre de tryptophane
et la séquence d’acides aminés en position centealent. Ces peptides ont été dénommés

tryptophane zippers (TZ) et sont considérés comme les plus petits peptidascycliques
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stables en phase condensée. L'une des conclusiensetfe étude a été de montrer
importance des interactions inter-résidus eng® thyptophanes de chaque partie du feuillet
3 dans sa stabilité (Figure 2b). De plus, ces pesptrdstent tres solubles en solution aqueuse
sans former d’oligoméres. Les séquences primaessdidférents TZ sont reportées dans le
tableau 1. TZ 2, 3 et 4 présentent la meilleurkiliaa haute température (Tm ~ 340-350 K).

Table 1 : Séquence primaire des tryptophane zipgrosés par Cochranal.* avec le type

de coudeB associé?’

TZ1 SWTW EGNK WTWK coudeB type II’
TZ2 SWTW ENGK WTWK coudep type I
TZ3 SWTW EpNK WTWK’ coudep type II
TZ4 GEWTWD DATK TWTWTE coudep type |
TZ5 GEWTYD DATK TFTWTE coudep type |
TZ6 GEWTWD DATK TWTVTE coudep type |

E3

p désigne la D-proline.

Par la suite, des études spectroscopiques en pbadensée ont été realisées sur ces
peptides modeéles. Une structure en feuplerésente une bande amide | dédoublée avec deux
maxima autour de 1635 ¢het 1670 cnit qui peut étre sondée par spectroscopie FT-IR dans
I'eau lourde'® De plus, le couplage excitonique entre les cyaftesnatiques en interactian
se caractérise par une bande UV autour de 230 nslda spectres de dichroisme circulaire

électronique. Les groupes de Bait de Keiderling/*®*

ont appliqué ces technigues et ont
confirmé la plus faible stabilité de la structure épingle dans les séquences ou les
tryptophanes sont substitués et I'existence d'umenptition entre les interactions
hydrophobes des chaines latérales des acides amioggmtiques (indole, phénol) et la
stabilité intrinseque du coude qui assure la comédiensemble du feuillgd anti-parallele.
Ces molécules, de part leurs tailles réduites,amssi servi de systéemes modeles pour des
études théoriques sur les structures, la dynamideerepliement et les propriétés

thermodynamiques des peptides par des méthodesmédmitjue moléculairé

A notre connaissance, une seule étude en phasesgapar mobilité ionique sur des
dérivés acétylés au niveau des lysineKK'? et en position N terminal de TZ1 a été publiée
trés récemment par I'équipe de D.H. Russel en 3D1lacétylation sur les différents

groupements amino de la séquence permet d'étudigpeptide simplement chargé en
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contr6lant le site de protonation. Les mesures adilité ionique sont comparées aux
sections efficaces de diffusion calculées pour d$ésictures obtenues par dynamique
moléculaire a 300K en utilisant le champ de foraebg&r. Les auteurs ont montré que la
structure native de TZ1 n’était pas conservée darngeptide simplement protoné. lls ont
proposé une série de structures compatibles agandsures de mobilité qui, pour certaines,
contiennent un coudg(liaison hydrogéene Centre les résidus i et i+2) au lieu d’'un cofide

En I'absence du solvant, les interactions éledtapies entre 'ammonium et les différents
groupements accepteurs de liaisons hydrogeneshdisstiat la structure en feuill§, et ceci

guel que soit le site de protonation. Ces résustais en accord avec des études précédentes
de 1. Compagnort al.?® et T. D. Vaden e&l.?” concernant les effets de protonation sur la

stabilité des couddgsen phase gazeuse.

Dans cette thése, jai étudié les structures ad@spEn phase gazeuse par trois
séquences TZ différentes a l'aide de techniquegrerpntales complémentaires : mobilité
ionique, spectroscopie IRMPD et fragmentation E@®compare ces résultats expérimentaux
aux résultats tirés de simulations de chimie gqgaeti Les peptides ont été synthétisés a la
demande (Bachem) et sont protégés en C termindl.codtient 12 acides aminés et les deux
autres 16. La plus grande longueur de la séquetmadds aminés impliqguée dans les
interactions inter-brins du feuill@ dans TZ4 devrait favoriser le maintien de la formagive
en phase gazeuse. Pour le peptide yb£4deux tryptophanes en position 5 et 12 sont
substitués par des alanines afin d’évaluer l'imgnace des interactions entre les résidus des
tryptophanes dans la stabilité du feuillet, si jera structure native est conservée. Je vais
d’abord présenter I'étude sur le peptide TZ1 erction de I'état de charge (doublement et
triplement protoné€), puis comparer les résultate®talculs obtenus sur les peptides TZ4 et

TZ4 doublement chargés.
TZ1 : SWTW EGNK WTWK-NH

TZ4 : GEWTWD DATK TWTWTE-NH
TZ4 modifié : GEWTAD DATK TATWTE-NH
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Il. Etude structurale du tryptophane zipper 1 en phase gazeuse
1. Résultats expérimentaux

1.1  Expérience de mobilité ionique

Le spectre de mobilité ionique de TZ1 a été efiedu LASIM- Université Lyon |
dans le groupe de Ph. Dugourd. Les brins TZ1 s@msods dans de I'eau et du méthanol
(50% :50%) a une concentration de quelques dizaileestM. La source électrospray est

utilisée pour mettre en phase gazeuse la moléduatérét.

12- [TZ1+3H]> [TZ1+2H]*
1.04 Q=347A° Q=329A°
1.0 4
0.8 1
0.8
T 06+
% 0.6
847
g:gz K J
0.0 v T T T S T + T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
drift time (s)

Figure 3: Profil temporel de diffusion (ms) desdoRZT** (en trait rouge) et TZL (en trait noir). Les parties
grisées correspondent aux temps de diffusion cédqubur une seule conformation ayant une sectifaaeé de
329 & pour TZ¥* et 347 & pour TZF*,

Les profils temporels de diffusion (ATD) des TZlutbement et triplement chargés
sont donnés sur la figure 3. Pour les deux étatshadege, le spectre de mobilité ionique
présente un seul pic principal correspondant &sention efficace de 329%A 7 A% et 347 K
+ 7 A% pour [TZ1F* et [TZ1F" respectivement. Les parties grisées corresporaientemps
de diffusion calculés pour une seule configuratigant une section efficace centrée sur le
maximum du pic. La largeur intrinséque de ces fhésriques est déterminée par la diffusion
des ions dans une cellule de gaz maintenue a I10eTar289 K. On constate que la largeur a
mi-hauteur du spectre expérimental est quasimemtieé@ celle attendue pour une
conformation unique. Les deux pics de mobilité gquei de [Tz1f" et [TZ1}" sont

asymetriques avec un épaulement vers le tempsivéarmplus grand. Cela peut étre la

120



signature de la présence de structures ayant atisree efficaces plus grandes que celle
correspondant au maximum du pic. Une partie dari@ssement du pic est due a la largeur
du paquet d’'ion (de l'ordre de 1ms) qui diffuse slda cellule de mobilité. Comme pour

'étude sur les peptides amyloides, nous nousess@éns uniquement au pic principal de
mobilité. Comme sa largeur est similaire a celteratue pour une conformation unique, on
peut considérer qu’'une ou qu’'un nombre réduit ddarmations dont les sections efficaces

de diffusion ne peuvent pas étre séparées sordriessexpérimentalement.

On observe l'augmentation de la section efficacaliffesion avec I'état de charge,
comme attendu par leffet de la répulsion coulomb& entre résidus chargés.
L’augmentation observée est de I'ordre de 5%, gtasde que celle pour la séquendiaAs
Récemment, I'équipe de D. Russel a mesuré lesosscéfficaces de diffusion de plusieurs
peptides acétylés de TZ1 afin de bloquer les sieeprotonation (en N terminale et sur les
lysines) pour étudier les especes simplement chargéivant le site de protonation, les
valeurs sont comprises entre 337 et 341(#2%) avec une source ESI, alors qu’avec une
source MALDI, les sections efficaces de diffusiamtsplus petites, entre 328 et 333 &
2%). Pour le peptide non acétylé, la valeur e32e A%, mais il n’est pas précisé avec quelle
source d’ions ce résultat est obtenu. Il n'estmp@s plus donné d’explication a la différence
observée entre les deux sources. On peut néanmotes que I'augmentation de section
efficace de diffusion entre le simplement et leldement chargé est faible, de I'ordre de 3%,
et que la double acétylation engendre un changedeesection efficace de diffusion similaire

a celui observé avec 'augmentation de I'état cargé.

1.2  Expérience ECD

Toutes les expériences de ECD ont été effectuéelmtmratoire LMR a I'école
Polytechnique, avec les mémes solutions que pauri@ériences de mobilité mais des

concentrations réduites a 1-2 uM.
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Figure 4: Spectre de masse ECD de I'ion ZA droite, zoom sur la région correspondant adsse de

peptide réduit.
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Figure 5: Spectre de masse ECD de I'ion 3ZA droite, zoom sur la région correspondant adsse de
peptide réduit.
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Les figures 4 et 5 présentent les spectres de nies3&1 doublement et triplement
chargé obtenus par dissociation induite par capileetronique a faible énergie (1 eV). Le
taux de fragmentation est faible, de I'ordre durpent pour les ions fragments principaux.
Les spectres se composent principalement d’'une sii fragments caractéristiques c/z
attendus apres réduction de l'ion parent. Dansake du doublement chargé, la capture de
I'électron se traduit par I'observation du pic dasse correspondant a I'espéce réduite, MH
a m/z 1608,79. On peut en conclure que tous les éduits ne dissocient pas dans ces
conditions expérimentales. On détecte égalementnagse correspondante a l'ion réduit
avec perte d’hydrogéne MH m/z 1607.79. La distribution isotopique théogiguour cet ion
est donnée sur la figure de droite. La formatiol'epéce simplement protonée engendre la
détection d’autres types de fragments de type afyfragmentation secondaire. Nous avons
réalisé une expérience complémentaire au LCP deepogation CQ et SORI-CID sur l'ion
MH," pour TZF#*. Aucun fragment n’a été détecté lors de la positaion, malgré la perte
de signal sur l'ion parent. Nous n'avons pas d’'exgpion a ce résultat, sauf a supposer que
lintensité du réduit aprés isolation (< 171@.0° pour le MH*") est trop faible pour pouvoir

détecter ses fragments induits par la post-exaitati

Pour TZE*, on n'observe que I'espéce réduite avec une mehgdrogéne MH?*
correspondant a la masse m/z 804,39 (figure 5 igedir®n peut en déduire que tous les ions
réduits ont fragmenté pour donner des ions c/z.ides fragments de type b/y sont reliés a la
fragmentation secondaire de I'espéce doublemenbmpée. Le rapport d’intensité entre les
voies de fragmentation de type b/y et c/z pas®26l@our le doublement protoné a 18% pour
le triplement protoné. D’une maniére générale alature €lectronique produit principalement

des fragments spécifiques c/z.

Comme décrit au chapitre |, les fragments correspondent a la rupture de la méme
liaison N-G,, en débutant la numérotation a partir du résidiNgerminal. Les distributions
des ions c/z (PIA) en fonction de la position denghaine peptidique sont données sur la

figure 6 pour TZ1" et TZ2* et sont assez différentes.

123



T21* TZ1*

SWTWEGNWTWK SWTWEGNKWTWK
I FragC

0/
M Fragz

I FragC
Y##4 FragC2

I Fragz
V@4 FragZ2

1 T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
# liaison peptidique

# liaision peptidique

Figure 6: Distribution de l'intensité des fragmeots le long de la chaine peptidique pour
TZ1*" et TZT".

Pour TZF*, la distribution des ions fragments est trés pigaétour des positions 3-4
avec la détection dions z et 8-9 avec la détectitions c. L'intensité de lion gz
correspondant a la rupture de la premiere liaise@ Nest trés faible, comme pour les
ruptures en milieu de chaine (positions 5-7). Ceitgon correspond a la séquenc&EK®
qui forme un coudd} dans une structure en feuill@t avec une interaction par liaison

hydrogéne & entre le carbonyle de’et 'amide de K

Pour TZE*, les ions c8 et c9 et, dans une moindre mesuferedtent majoritaires
comme pour le doublement chargé, mais il n'existss ple site de fragmentation spécifique
autour des résidus®et W. On détecte la séquence d'ions z4-10 avec unéefadriation
d’intensité le long de chaine peptidique. Les fragta c/z sont principalement mono chargeés,
avec un signal faible pour les doublements chazgés et g.**. Le spectre ECD obtenu sur
le montage du LCP est sensiblement différent dai @quis sur le montage du DCMR
(Figure 6). La distribution PIA est la méme, ma@ipchaque rupture de liaison N;@n

détecte autant d’ions que d’ions ¢

1.3  Spectre IRMPD

Le spectre IRMPD a été enregistré a CLIO (Orsagrde laser a électrons libres. Les

ions sont produits avec une source ESI, sélect®enémasse et irradiés par le laser. Cette
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expérience a été faite avant I'étude par mobibt@que et par ECD. Nous espérions que la
comparaison des spectres vibrationnels des diff@neeptides tryptophane zippers pour un
méme état de charge nous permettrait d’attribues Istructures. Nous avons donc enregistré
uniquement le spectre du doublement protoné poudr. TZ spectre IRMPD du TZ1est
reporté a la figure 7 et est caractérisé par lex dandes intenses amide-I et amide-Il. La
bande amide-Il, centrée & 1515 tmorrespond au mode de pliage de N-H et d’élongation
N. La bande amide-I centrée a 1680 ocoorrespond & I'excitation des modes d’élongation
C=0. Dans la région de basses fréquences infésigurb400 cm, qui correspondent aux
modes amide-Ill et aux pliages C-H, le taux derfragtation chute fortement. La largeur des

bandes vibrationnelles est de I'ordre de 50'cm

0084 —— TZ1_2H+
0.07 —
0.06 —
0.05 -
0.04 —

0.03

fragmentation yield

0.02
0.01 +
0.00 4 T T T T T T T T T 1

1300 1400 1500 1600 1700 1800

cm*

Figure 7: Spectre IRMPD d'ions TZ1dans la région 1100 ¢ha 1800 crit.

2. Interprétation des résultats

Dans un premier temps, nous allons présenter lssltaés de la recherche
conformationnelle pour TZL et TZP" puis analyser indépendamment pour tous les
conformeéres des tableaux 2 et 3 les calculs déosscefficaces de diffusion, I'analyse des
spectres de fragmentation ECD et de spectroscdpMPD. La combinaison des trois
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expériences nous permettra de proposer la ou tastigtes adoptées par ce peptide en

fonction de I'état de charge.

2.1  Dynamique moléculaire REMD

Des simulations de dynamique moléculaire par ephale répliques au niveau Amber
ont été effectuées afin d’explorer les differerdsdins de la surface d’énergie potentielle des
tryptophan zippers. Une dynamique a été propagédame plusieurs ns en partant d'une
structure en zipper. La structure primaire de TEMISBVTWEGNKPWTWK2-NH2. Les sites
de protonation les plus favorables sont le groupgnanmonium des deux lysines aux
positions K et K* et le groupement amino en position N terminale.vakeur de pKa en
phase condensée de la lysine est 10.5 et de 8gpbduterminal de la serine. D’aprés les pKa
en phase aqueuse, les deux protons du TZ1 doukieshargé se fixent sur®ket K*2 Le
troisieme proton du TZ1 triplement chargé est aeetaent sur le N terminal. La dynamique
moléculaire par échange de répliques donne plu® §b6@formeres pour TZ1 doublement
chargé et 1300 conforméres pour TZ1 triplementgddr’augmentation de I'état de charge a
diminué le nombre de structures générées, ce Guétte relié au fait que I'augmentation des
interactions électrostatiques fortes dans le tmglet protoné contraint plus fortement la

structure du peptide.

Le regroupement par familles de structures a tédduiombre de structures mais reste
important, de l'ordre de plusieurs dizaines pouaqtle état de charge. Pour effectuer les
regroupements, jai utilisé la distance d entre desix carbones {Cen position C et N
terminale et les distances™¥® entre les deux azotes des lysines protonéesust les
oxygenes des carbonyles des liaisons peptidiquas. éhaque famille, j'ai ensuite calculé
avec le logiciel Mobcal, mis au point par I'équige M. Jarrold, les sections efficaces de
diffusion pour les structures optimisées en Ambéune maniere générale, les conformations
trouvées lors de la dynamique moléculaire ont éesans efficaces trop grandes par rapport
a la valeur expérimentale et seul un petit nombertcke elles ont une valeur compatible avec

I'expérience.

2.2  Analyse des sections efficaces de diffusion caloeé

Dans les tableaux 2 et 3, nous présentons la vaeyenne de la distance d, les

valeurs des sections efficaces de diffusion, leergie en AMBER et en AM1, pour TZ1et
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TZ1* respectivement. Cette énergie est I'énergie welgiar rapport a I'énergie la plus basse

de chaque dynamique moléculaire.

Tableau 2: Section efficace de diffusi@n(A?) et énergie (kcal/mol) des groupes en zipper@iggou étendus

calculées au niveau Amber, AM1 pour FZ1La valeur de la section efficace de diffusionérimentale est 329

A2,

Conformation d Q (A?2) Energie (kcal/mol)
A) AMBER AM1 AMBER  AM1
Zipper
Z1 6.2 319 332 15 29
Z2 15.2 319 348 9 19
Z3 8.4 322 363 2 16
Z4 4.9 329 335 31 22
Z5 11.5 339 343 14 15
Repliée
F1 11.0 314 350 3 11
F2 13.6 317 350 2 0
F3 15.3 318 354 8 16
F4 9.0 322 338 4 16
F5 11.5 325 355 4 22
F6 8.4 326 356 0 5
F7 13 327 360 4 11
F8 12.0 328 353 13 15
F9 15 327 360 3 13
F10 12.7 330 337 5 22
F11 10.3 337 360 2 11
Etendue
El 18 342 367 3 2
E2 20 358 364 5 15

Pour chaque état de charge, les conformationscasgées en trois grands groupes:
structure repliée ou étendue et structure en zifyss conformations de plus basses énergies
appartiennent aux groupes repliés et étendus. trestiwes en zipper sont nettement plus
hautes en énergie (10-20 kcal/mol). Le premieerititilisé pour séparer les trois groupes est
la distance d entre les carboneg deés résidus en position N et C terminale qui ddane
distance entre deux bouts de la chaine peptidimideaux 2 et 3). Dans le cas de TZtes
valeurs donnent un moyen pour bien distinguerdeslfes de conformeres : cette distance est
la plus grande pour les étendus (12 -20 A), le ptust pour les zippers (1,9 -2 A) et celle des
repliés est au milieu deux valeurs (7 -10 A). Diensas de TZ1 doublement chargé, celle des
groupe déplié (18-20 A) est environ deux fois @tende que celles des groupes en zipper (4-
15 A) et replié (8-15 A). Il y a un mélange entieelgues groupes repliés et en zipper : par
exemple le groupe en zipper Z2 et les groupesé® B, F9 ont une méme distance d (15 A)

entre les deux extrémités mais une structure giophltét en zipper ou plutét repliée. En
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général, la distance des groupes zipper est |égetepius petite que celle du groupe replié.
Cependant, cette distance n’est pas le seul crij@ienous permet de déterminer les

différentes familles de structure (voir différentgteres dans le chapitresy.2g).

Tableau 3: Section efficace de diffusi@n(A? et énergie (kcal/mol) des groupes repliés, étemden zipper,

calculées au niveau Amber et AM1 pour ¥Z1a section efficace de diffusion expérimentale3ds A.

Conformation d (A) Q (A2 Energie (kcal/mol)
AMBER AM1 AMBER AM1
Repliée
F1 9.8 326 353 0 3
F2 9.2 331 370 3 0
F3 8.8 329 365 5 9
F4 104 336 361 7 8
F5 8.3 338 355 9 12
F6 11.9 339 382 5 9
F7 9.47 352 371 2 18
Etendue
El 12.6 336 374 1 3
E2 135 343 366 4 0
E3 12.2 353 374 9 16
E4 17.1 357 367 9 6
E5 17 372 389 8 15
E6 20.5 375 385 10 9
Zipper
PDB 349
Z1 1.9 334 342 18 17
Z2 2.0 334 344 18 19
Z3 1.9 341 349 8 10
Z4 1.9 342 349 8 10
Z5 1.9 342 349 8 13

En général, pour les deux états de charge, looaeefficace de diffusion calculée des
conformations étendues est plus grande d’envirod PO A2 que celle des repliées et des
zippers. On remarque que la section efficace déugiiin calculée en AMBER est
systématiqguement plus petite que celle calculée [@oatructure optimisée au niveau semi-

empirique AM1, comme observeé pour les peptides aidgb [AB12.-24.

Pour TZ#*, les groupes en zipper et les groupes repliésioatsection efficace de
diffusion en moyenne de 324°Acompatible avec la valeur expérimentale (329. Aes 6
structures en zipper sont présentées a la figuree8 un méme coude &@ENK?® (figure 9)
sauf Z2 qui forme un coude a"BGN’ et deux branches tordues. En AM1, la sectionafic

de diffusion des groupes repliés augmente & 35@n&noyenne et celle des groupes en zipper
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passe & 342 Ace qui devient trop grand par rapport & la vateqrérimentale. Les structures

AMBER des conformeres du groupe replié sont repsrgéir la figure 10.

Z3: SWTWEGNKWTWK

Figure 8: Structures en zipper de TZavec la séquence d’acide aminé en lettres. Leepaeuilletp sont

représentées par les lettres bleues surlignées.

LAALL !

ﬁ Ty Q)

He Py s

M N W, gk p [ \/ ;
YT Sy

Figure 9 : Structure en zipper Z3 de FZ1e coude formé par la liaison d’hydrogéne NED? et liaison de
NH** du K® avec CG, K*2et CA°. A droit, zoom sur le coude.

Les conformeéres étendus E1, E2 possédent unersetticace de diffusion AMBER
de 342 X et 358 K respectivement. Leurs sections efficaces AM1 augem & 367 Aet
360 A% Ces valeurs sont toutes plus grandes que I'etpéi Leurs structures sont illustrées
sur la figure 11: la structure E1 est formée parl@ggsons de type entre CO et NH de'S
W*, E-K®, N'-T*. Le groupe E2 posséde des liaisons hydrogénepaehlice G; entre CO
et NH de $E°, T>-N et type Go entre G-W°.
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F4 : SNTWEGNKWTWK F5 : SNTWEGNKWTWK F6 : SNTWEGNKWTWK

F9 : SNTWEGNKWTWK

F10 : SNTWEGNKWTWK F11: SNTWEGNKWTWK
Figure 10: Structures repliés de FZ1Les parties en héliaesont représentées par des lettres rouges, leeéli

Cyp en violet.

E1l: SWIWEGNKWTWK E2 : SNTWEGNKWTWK

Figure 11: Structures étendues de TZlLes parties en héliaesont représentées par des lettres rouges, les

hélices 3, en violet.
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En conclusion, les conformations étendues peuveate&clues de I'analyse car leurs
sections efficaces de diffusion sont trop grandeseei quelle que soit la méthode de calcul
utilisée. Au niveau AMBER, certaines conformati@mszipper (Z3-Z5) et repliées (F4-F10)
ont des sections efficaces de diffusion prochelm daleur expérimentale. L’'optimisation au
niveau AM1 engendre une augmentation des sectitinaaes, et seules les conformations en
zipper Z1, Z3, Z5 et repliées F4 et F10 seraiempzatibles avec I'expérience. Au niveau
énergétique, les structures repliées sont les Iphsses alors que les structures en zipper,
proches de celle adoptée en phase condensée, atatnent plus hautes en énergie. La
présence de ce type de conforméres en phase garepseit s’expliquer que si la structure
native du peptide est conservée durant la déstivataet que la force des liaisons
intramoléculaires présentes dans les structuregpger est grande par rapport a I'énergie de

désolvatation.

La dynamique moléculaire sur TZ1 triplement chadgéne le méme type de familles
de structures que pour le doublement chargé, @*dse des conformations en zipper, repliées
et dépliées. En comparant les structures en ziggeideux états de charge, on constate que la
section efficace de diffusion de la structure @pei de TZ3" est Iégérement plus grande que
celle de TZ¥". Toutes les structures en zipper ont une distanogérieure & 2 A et sont
globalement trés proche de la structure nativefiguae 12 montre les structures en zipper de
TZ1* et la figure 13 détaille une structure avec ledeofi central EGNK® formé par la
liaison de NH (&) et CO () ; les liaisons inter-branches E&H'?, NH*-CO'"°, CO*-NH™
sont également présentées. Comme pour’TZEs conformations se trouvent hautes en
énergie. Elles possédent une section efficaceftiesidin moyenne de 338%%n AMBER. En

AM1, cette valeur passe & 347 dui est en accord avec la valeur expérimentalé £33
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Z2 : SWTWEGNKWTWK Z3: SWTWEGNKWTWK

Z4: SWIWEGNKWTWK Z5: SWTWEGNKWTWK

Figure 12: Structures en zipper de TZ1es parties en feuillgt sont représentées par les lettres bleues

surlignées.
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Figure 13: La structure de la conformation en zipflede TZ%" avec le coude NHCC?, les liaisons inter-
branches : CONH'?, NH3-CO™, CO*-NH°, NH>-CCP.

Nous avons sélectionné sept structures repliées ldotistance d entre les,@es
résidus en position N et C terminale est comprigeee8 et 12 A. Pour ces conforméres, on
constate une perte de la structure type en zijyssr.deux bouts de la chaine peptidique se
sont éloignés et il y a formation de liaisons hggnoe intramoléculaires;get Gs. La partie
centrale BGN’ peut conserver la structure initiale en zippeit, @oec un coude soit en étant
dépliée sans liaison hydrogéne. Excepté F7, tagesonformations ont une section efficace
de diffusion inférieure & 340%%et donc plus petite que la valeur expérimentadd (&). F7
et, dans une moindre mesure, F5 et F6 sont a maonpatibles avec la mesure de mobilité.
Les structures de ces 7 conformations repliées p@sentées sur la figure 14. Par contre,

l'optimisation de géométrie en AM1 engendre descstires avec une section efficace de
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diffusion nettement supérieure a I'expérience, gaulir F1 et F5 qui sont dans la limite haute
de tolérance (353 et 355A

F1: SNTWEGNKWTWK F2 : SNTWEGNKWTWK

F4: SNTWEGNKWTWK F5: SWTWEGNKWTWK F6 : SNTWEGNKWTWK

F7: SNTWEGNKWTWK

Figure 14: Structures repliées de 7Z1Les parties en héliaesont représentées par des lettres rouges.

E1: SWIWEGNKWTWK E2 : SWTWEGNKWTWK E3 : SNTWEGNKWTWK

E4: SWTWEGNKWTWK E5 : SWIWEGNKWTWK E6 : SWIWEGNKWTWK

Figure 15: Structures étendues de Zlles parties en héliaesont représentées par des lettres rouges, les

hélices 3, en violet.
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Les structures dépliées (figure 15) ont été dé&imar rapport a la distance d qui est
comprise entre 12 et 20 A. Les conforméres E4-H6 lss plus étendus (d > 17 A) avec une
section efficace de diffusion nettement supérieutexpérience. Pour les autres structures
dépliées E1-E3 (d comprise entre 12 et 14 A), &dians efficaces de diffusion calculées
sont compatibles avec la mesure expérimentale,uauie 340 A Par contre, aucun
conformére optimisé en AM1 n’a une section efficdeaiffusion (> 366 A) compatible avec

la valeur expérimentale.

T )| \ s
aky - 2 | P

Vo N A | A My
o ey P

JE J\J} 5/ ; . { =

_ - 7\ . j S X ] ‘ V)\
) N ¢ < = o e
A ‘4 ' /, -
/\ /{\ F—iJ ; "
7

Figure 16: Structure en zipper de la conformatigéetdu site PBD du TZ21

On remarque qu’en passant du champ de force AMBER&thode semi-empirique
AM1, la section efficace des zippers change moims celle des conformations repliées et
étendues. La section efficace de diffusion desciiras en zipper a changé de 4%, contre
10% pour les groupes repliés et 7% pour les grodppsiés. La structure en zipper trouvée
par dynamique moléculaire REMD ressemble a la stracen zipper tiré du site PDB
(code 1LEO) présentée sur la figure 16, sauf que-cea un coudel entre CO(B) et
NH(K®). Sa section efficace de diffusion calculée en Al#Best 349 A compatible avec la

valeur expérimentale (347°A

En conclusion, les conformations en zipper optiessén AMBER et AM1 sont en
moyenne compatibles avec I'expérience. Par cohitnealyse des groupes repliés et dépliés
est assez compliquée car les changements de seefiiicaces de diffusion entre les deux
méthodes d’optimisation de structures sont impdstaiu niveau AMBER, les conformeres
repliés F5-F7 ainsi que les structures dépliéesEE2sont en accord avec la mesure
expérimentale. Au niveau AM1, seuls les conforméegdiés F1 et F5 ont une section

efficace de diffusion proche de la valeur expéritaken
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2.3 Interprétation du spectre ECD

Dans le cas des peptides amyloides, I'analyse déstabution d’intensité (PI1A) des
fragments c/z nous a permis de sélectionner, pl@srsonformations dont la section efficace
de diffusion était compatible avec I'expériences, $¢ructures les plus probables adoptées en
phase gazeuse. Nous avons donc décidé de généicgite approche pour I'étude des
peptides tryptophane zipper, en cherchant une latmé entre I'inverse des distances des
groupements protonés avec les différents carborigldsng de la chaine peptidique et la
distribution d’intensité des fragments c/z pour qurea conformére des tableaux 2 et 3. A
linverse de I'étude sur les peptides amyloideslatgeur des pics de diffusion enregistrés
pour TZ1 est réduite et proche de la largeur tlggeriattendue pour une seule conformation.
Il semble donc que I'hétérogénéité conformatiorele TZ1 soit moins grande que pour
ABi2-28 OU, en moyenne, 4 structures difféerentes sont etiblps avec les résultats

expérimentaux.

Les deux sites de protonation pour TZ4ont sur les résidus des lysinesat K et la
troisitme charge pour TZ1est en position N terminale. Dans tous les casyibte des
interactions fortes entre les groupements protehéss carbonyles avec des distances proton-
oxygéne NH...O comprises entre 1.8 A et 3 A, ce qui se tragaitdes distances inverses
N...O dans la gamme 0.25 - 0.4'ALes histogrammes des inverses des distanceslgour
conformeres en zipper sont représentés sur lagfijdr ceux des conformeres repliés sur les
figures 18-19. La figure 20 présente I'histogramdes structures dépliées qui ne sont pas

satisfaisantes en IMS.

2.3.1 Tz1*

Pour TZF*, le spectre expérimental a été présenté surlaefi§a. Pour les fragments
Cs-11 Observes, la charge est du coté N terminal etaitedonc correspondre a la capture de
I'électron par la lysine K. On va plutét chercher des groupes dans lesguelsiste une
interaction forte du groupement ammonium du régitfuavec les CO aux positions 8-9,11 et,
dans une moindre mesure, 10 (les traits en naar) cBntre, les fragments z sont détectés aux
positions z.;, avec un maximum &4. Ces ions, pour lesquels la charge est localisésote
C terminal, peuvent avoir été produits par capéleetronique sur I'une ou l'autre des lysines
en position B ou K'2, Puisque les deux sites de protonation sont ai pléoméme basicité, on

ne s’attend pas a un transfert du proton lors d#idsociation du peptide entre le fragment
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chargé et le fragment neutre issus de la rupturéadé@ison N-G. Une caractéristique
importante du spectre ECD de TZkst la trés faible fragmentation au milieu de Haine
peptidique, autour des résidus 6-7. L'un des @#tépour trouver une corrélation entre
inverse des distancesxN..O avec la distribution des fragments c¢/z sera d@ixsence

d’interaction entre les ammoniums des lysinesetébonyles des résidu$ & N'.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0.45 T T T T T T T T T T T 0.45 045 T T T T T T T T T T T 0.45
SWTWEGNKWTWK SWTWEGNKWTWHK
0.404 I 0.40 0.40 I 0.40
Z1 z2
=~ 0.35- 035 = = 0354 I-0.35
3 8 8 o)
Q Q Q O
® ‘.:1' © 7
X< 030 0.30 X 030 o030y
= < = X
7] 7 @ =
K=} = K=} 1%
= - = =
«— 0.254 - 0.25 :' ~— 0.25- I-0.25 E
—
0.204 - 0.20 0.204 I - 0.20
015 in 1 I I- A ! 015 015 I R ! ! 015
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
résidu résidu
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0.45 T T T T T T T T T T T 0.45 0.45 T T T T T T T T T T T 0.45
0.404 I 0.40 0.40 I 0.40
Z3 Z4
=~ 0.35- 035 = = 0354 F0.35 =
(@] (o] (o] (o]
0 o O 3]
® :1' © 2‘4‘
X< 030 0.30 X, 030 030 ¢
3 = 7 =
o 7 @ 7
k=) 2 ke 2
S 025 Lozs 2 S 025 Lozs 2
— : - —
0.204 | - 0.20 0.204 - 0.20
0.15 ,I ,I ! . 0.15 0.15 . . I, I, v ,I ,I 0.15
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
résidu résidu
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0.45 T T T T T T T T T T T 0.45
040 koo
Z5
= 0.354 035 —>
(o] (@]
3] 0
mx ::4"
X 030 o3o
Z =
= 2]
5 @
S B
0.25 t0.25 =
0.204 t0.20
0.15 T T -I T T T T 0.15
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
résidu

Figure 17: Inverse des distances entre;NK®, K'?) et les CO carbonyles pour les groupes en zipparZd**

Dans la plupart des groupes en zipper, le groupem@monium de la lysine ¥
interagit avec les C et CO' ce qui est cohérent avec les maxima observés
expérimentalement. Par contre, le groupement ammode K interagit principalement avec

les CO au milieu de la chaine EQfigure 17). Seul le conformére Z3 serait compativec
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la distribution c/z observée expérimentalementtéiaction de la lysine ¥sur le carbonyle

de B pouvant expliquer I'observation du fragmeat z
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Figure 18: Inverse des distances entre;NK®, K% et les CO carbonyles pour les groupes repliéE6-tie
TZ1*

Il existe aussi une interaction forte entre le gement protoné de la lysiné’ It la
fonction amide (CONB) de I'asparagine Npour toutes les structures en zipper (sauf Z6) et
avec la fonction carboxyle (COOH) de I'acide gluiqne pour les conformeres Z1, Z3 et Z5.
L'interaction des carbonyles avec le résidu deysine K est donc en compétition avec les

résidus de I'asparagine et de I'acide glutamiquepieurs de liaisons hydrogénes.

Pour les structures repliées, on peut exclure lespgs F1, F3, F8 et F9 car il existe

une interaction entre le groupement ammonium dgsiae K avec les C&’, ce qui devrait
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engendrer un fragment c ou z a la position 6 eatructure F11 est également exclue car il
n'existe aucune interaction du groupement ammorlara lysine K ou K*? avec les C&* &

% qui correspondent aux maxima de la distributios fd@gments c/z.

On constate que les groupes repliés F2, F4, F5eFE3 conformeéres étendus E1, E2
donnent une liaison forte du proton avec*@®CT ™! ce qui pourrait expliquer les maxima
observés sur les distributions PIA. Comme les aomédions étendues ne sont pas
compatibles avec les résultats de mobilité, nousome néanmoins les exclure. Les
conformeres F6 et F7 permettent de retrouver lesmaaz, Gs.1;, mais ils présentent en plus
une interaction entre le groupement proton¥ Kt CO”’ qui n'est pas déduite de la
distribution PIA.
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Figure 19: Inverse des distances entre;NK?, K'?) et les CO carbonyles pour les groupes repliés BV de
TZ1*
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Figure 20: Inverse des distances entre;NK®, K'%) et les CO carbonyles pour les groupes étendu@g ifé

En conclusion, seuls les groupes replies F4, FB, étlen zipper Z3 sont a la fois
satisfaisants avec les résultats de mobilité effrdgmentation ECD. Nous verrons gque
'analyse du spectre IRMPD permet d’affiner cesilattions. Les deux structures dépliées
présentent une corrélation satisfaisante entredise des distances™4O et la distribution
PIA ECD, mais sont incompatibles avec la mesurenddilité ionique. Inversement, les
structures en zipper ont en moyenne une sectianae#f de diffusion compatible avec
'expérience mais seule Z3 permet de reproduirdid&ribution PIA observée en ECD. Les
conformations en zipper devraient présenter ungnfemtation intense c/z en milieu de la
chaine peptidique qui n’est pas observée expérateanent. Nous pouvons rappeler ici que
nous n'avons pas observé de nouveaux fragmengsac/post excitation de I'ion réduit TZ
H,", ce qui indique que la faible intensité des iofzsnotamment en position 6 et 7 n’est pas
due a la formation de complexes métastables iotraequi empécherait la détection des
fragments ioniques.

2.3.2 Tz1%

La distribution PIA de TZ¥ donne deux maximasce et des fragments c¢/z moins
intenses (8%-25%) sur toute la chaine peptidiges.figures 21-23 présentent I'histogramme
des distances pour tous les groupes du tableauApper, étendus et repliés respectivement.
Seules les interactions du proton de la lysifiek'? avec les CO carbonyles sont reportées.
Le troisieme site de protonation est localisé surgtoupement amine du N-terminal et
interagit quasiment exclusivement avec le carbodgléa premiere liaison peptidique. Cette
interaction n'apporte donc pas d’information poutedminer la structure adoptée par le
peptide triplement chargé. Par contre, ceci peptigxer I'observation des ions doublement
chargés z,**.
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Expérimentalement, tous les ions c/z détectés sontlement chargés, a I'exception
des fragments aux extrémités de la chaine, en i@osit,?" et g.°". Pour chaque
fragmentation de la liaison NyQe long de séquence peptide, on détecte deux &atgg et
z;, ce qui indique que le peptide se fragmente e dews simplement chargés. Les trois sites
de protonation du peptide étant en position 1, 8l.&t si I'électron est capturé par le
groupement protoné de la lysiné, kKdeux fragments ioniques/z sont alors produits, en
accord avec la distribution PIA observée. Si lateaps’effectue sur la lysine’Ket que ce
dernier interagit avec I'un des carbonyles &tre les résidus'®t N, de la méme maniére,
deux fragments ioniques c/z seront détectés. Rdre;ai le groupement protonés de la lysine
K2 est en interaction avec I'un des carbonyles dsislué K-W'!, on devrait détecter des
ions doublement chargég.&", ce qui n'est observé que pour l'ion%. Cependant, lors de
la capture électronique par I'une des lysines etsafransfert d’hydrogéne vers un carbonyle
adjacent, un transfert de proton entre le sitelde faible affinité protonique (NHterminal)

vers le groupement amine neutre du résidu de ladyest énergétiquement favorable.
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Les conforméres en zipper ont des sections efficdeediffusion calculées pour les
structures optimisées en AMBER et AM1 compatiblescda mesures expérimentales, mais
les groupements protonés de la lysirfedi K* n'interagissent pas avec les CO carbonyles

6" 1 n'y a donc

des résidus ket WP. Ils sont en interaction avec les carbonyles'®
pas de corrélation avec les maxima de la distobuties fragments c/z pour ces structures.
Seule la conformation Z4 présente deux interacties ammoniums des lysines?ket K®

avec les carbonyles en position 4 et 7 respectiaense qui reste compatible avec le spectre

ECD.
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Figure 23: Inverse des distances entre;NK?, K'?) et les CO carbonyles pour les structures reptiéesz "

Pour les structures étendues, seul le conforméBea Ene interaction sélective des
protons de la lysine Kavec le carbonyle du résidu 8 et de la lysiré &ec le C&, en
accord avec la distribution PIA de TZ1La structure E5 peut étre exclue car elle ne perm
pas de reproduire les maxima observés aux posi@iehsPour les conforméres E1 et E2, le
résidu protoné de la lysine'Kinteragit avec les carbonyles adjacents aux posit8-11 sans
spécificité, ce qui devrait se traduire par I'obvsgion de fragmentssG:*', et la lysine K est

en forte interaction avec le carbonyle C@e qui ne permet pas de reproduire la distributio
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des fragments c/z observée. Pour les structwes E, le résidu de la lysine %forme une
liaison hydrogéne avec le carbonyle™Wce qui devrait se traduire par la détection de
fragments z" et g;* (alors que I'on détecte unit), et le groupe ammonium de la lysin&K
interagit avec les carbonyles des résidieKW’, ce qui devrait engendrer la formation de
fragments g4 Le conformére E3 est le seul & avoir une sectffitace de diffusion
calculée (353 A pour I'optimisation en AMBER) compatible avec laleur expérimentale
(347 A% et qui présente une corrélation satisfaisantelif#ances avec le spectre ECD.

Pour les groupes repliés, les groupes F1 et FGem@s une interaction entre le
proton de la lysine Kavec les quatre carbonyles des résidds B G° et N’ qui pourrait
expliquer I'observation des ions fragments c/z téisité constante aux positions 4-7. Mais le
groupement ammonium de la lysiné’Knteragit soit avec tous les carbonyles aux parsiti
8-11, soit uniqguement a la position 9 (pour F6)quen’est pas cohérent avec la distribution
des fragments c¢/z obtenue expérimentalement. Dnaeiere générale, toutes les structures
repliées (& I'exception de F7) présentent desant@ms de la lysine ¥ avec les carbonyles
des résidus en position 8-11, ce qui ne permetipasproduire la distribution des fragments
ECD. Seule la conformation F7 serait compatiblecawne interaction Ken position 8 et la

lysine K*? en interaction avec uniquement les deux dernesonyles en C terminal.

En conclusion pour le T21, I'attribution de la structure adoptée par ce joleppar
'analyse des mesures de mobilité ionique et dgnfientation ECD reste ambigué. Les
structures en zipper ont des sections efficacediffiesion calculées a partir des optimisations
AML1 en accord avec I'expérience de mobilité ionigmais seule la structure Z4 peut étre
compatible avec la distribution de fragments camssreproduire les maxima observés en
position 8 et 9. Les structures F7 et E3 donnentnilleur accord pour retrouver la
distribution des fragments c/z et ont des sectigffisaces de diffusion calculées pour les
structures en AMBER (352 et 357)Acompatibles avec la mesure expérimentale (337 A
Par contre, les sections efficaces de diffusiooutéés a partir des optimisations en AM1 sont
nettement plus grandes (371 et 379. 5 l'inverse, les structures F1 et F5 sont lesle®
ayant une section de diffusion calculée en AM1 @oad avec I'expérience, mais il n’existe
pas de réelle corrélation entre l'inverse des dista K-CO et la distribution des fragments

cl/z.
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2.4  Interprétation du spectre IRMPD

2.4.1 Simulation de spectre IRMPD TZ%*

Le spectre IRMPD de TZ1 est simulé par la méthode hybride ONIOM
DFT/B3LYP/6-31*/AM1 implémentée dans Gaussian 08.r&partition des atomes dans les
deux couches est illustrée sur la Figure 24. Lemas des résidus tryptophané{#** ainsi
que la chaine alkyle (Gh du résidu lysine K'*? sont inclus dans la couche basse (AM1),
tous les autres atomes étant inclus dans la cobnabte (DFT/B3LYP/6-31*). Le spectre

simulé est présenté aprés une convolution paramgién gaussienne de largeur 25cm

Figure 24: Partition en couches haute et basseldaas de TZ1 pour les calculs en ONIOM. Les atde=la

couche haute sont représentés en tube et les atd@souche basse sont représentés en fil.

La simulation du spectre IR des trois structumreszipper Z1, Z3 et Z5 qui ont une
section efficace de diffusion compatible avec I'énxence est reportée sur la Figure 25. En
moyenne, la bande amide | n’est pas bien reprodndeamment dans la partie des hautes
fréquences qui correspondent aux modes CO non ésgims des liaisons hydrogéenes. Les
structures en zipper présentent en moyenne autgralpements carbonyles libres qu’en
interaction avec des amides peptidiques, ce quasactérise par une bande amide | simulée
large avec une structure de bande dédoublée enndaxirxna. De plus, les intensités calculées
des bandes amides | et amide Il sont en moyenndéesggalors que l'on observe
expérimentalement une bande amide | plus intensesttucture Z3 est celle qui reste
compatible avec le spectre IRMPD et c’est celle ajéité sélectionnée apres I'analyse de la

fragmentation ECD.
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Figure 25: Simulations des spectres IR des confiiom&en zipper Z1, Z3 et Z5, des conformationdidép E1

et E2 et comparaison avec le spectre expérimeatalZd**.

Les simulations IR des structures repliées F4-fht seportées sur lgigure 26. Les
conformations F5 et F10 sont celles qui donnemhédleur accord avec le spectre IRMPD,
sans étre parfait. La position des maxima des Isaachede | et amide Il est bien reproduite et
la forme des bandes est la plus proche de I'exp&giePour ces deux conformations, une
bande de faible intensité autour de 1725cest calculée et correspond aux élongations
carbonyles des groupements CO-Nitu C terminal et du résidu asparagine, ainsi que d
groupement acide COOH du résidu acide glutamiqususNavons enregistré le spectre
expérimental en réduisant la puissance et le tefimpadiation du laser CLIO afin d’éviter les
effets de saturation des bandes intenses amidarhigle Il et il est possible que, dans ces
conditions, les bandes de faibles intensités neemrpas du bruit. Pour les autres
conformations repliées, I'accord avec le spectrpéarmental est encore plus mauvais,
notamment pour le conformére F4 qui avait été sélawe par I'analyse de spectre de

fragmentation ECD et la mesure de section effickcdiffusion.
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Figure 26: Simulations des spectres IR des confiiomarepliées F4-F11 et comparaison avec le spectr
expérimental de TZ1.

3. Conclusion

Nous avons effectué une étude combinée mobilitéqien fragmentation ECD et
spectroscopie IRMPD pour déterminer les structules peptides tryptophane zipper TZ1
doublement et triplement chargés. Pour le doublémpesioné, les trois structures Z3, F5 et
F10 permettent de reproduire correctement les rassexpérimentales (Figure 27). Pour le
triplement protoné, plusieurs structures sont cdibjes avec les mesures de mobilité ionique
et fragmentation ECD, mais I'accord est en moyemwns satisfaisant (Figure 28). Les
conformeres Z4, F7 et E3 ont une section efficacditfusion moyenne calculée a partir des
optimisations AMBER de 349 Zet donnent la meilleure corrélation sur le speE@D. Les
structures Z4, F1 et F5 ont une section efficacalitfasion moyenne calculée a partir des
optimisations AM1 de 352 Amais I'accord avec le spectre ECD n’est pas ta¥s blous
avons constaté, comme pour I'étude sur les pepédsdoides, une augmentation importante
de la section efficace de diffusion quand on pakese structures optimisées en AMBER a
AML1. De plus, ces changements dépendent de latwteuadoptée par le peptide, les formes

repliées étant celles qui voient leurs sectiongcafes de diffusion augmenter le plus, a
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l'inverse des formes en zipper. Il est par consggddficile de se fier a 'une ou l'autre des
méthodes et l'attribution des structures est doflccate. Pour les deux états de charge, la

forme native en zipper est partiellement, voire plitement perdue au passage a la phase

gazeuse.
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Figure 27: Simulation du spectre vibrationnel emnparaison entre la distribution des fragments lo&s) et les
interactions des groupements protonés &nek K? avec les carbonyles des résidus le long de lanehat
peptidique pour les trois conforméres Z3, F5 et 80T ZE*, dont la section efficace moyenne calculée paarr le

structures optimisées en AMBER et AM1 est de 326t840 X (expérimentale 32974
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IIl. Etude structurale de TZ4 %" et [TZ4mod]** en phase gazeuse
4. Résultats expérimentaux

4.1 Expérience de mobilité ionique

Les profils temporels de diffusion (ATD) des pepidTZ4"* et [TZ4modf" sont
donnés a la Figure 29. Deux séries de mesured@efféctuées au LASIM (Université Lyon
) en 2011 et 2013. Le profil temporel de chaqugquséce se compose de deux pics
principaux bien distincts. L’analyse en masse,|@apectrometre de masse a temps de vol de
type reflectron, nous permet de déterminer le retppdz des ions correspondant aux deux
temps de diffusion dans la cellule de collisionuPles deux systemes, les ions ayant le temps
de diffusion le plus grand correspondent bien gutipe doublement chargé. La tres bonne
résolution en masse du spectrométre permet deuvetrda distribution isotopique de TZ4a
m/z 1606.57, 1607.08, 1607.58 pour les ions coomdant au temps de diffusion de 78 ms
(Figure 30 a). Les ions arrivant au temps de dibffusle 66 ms ont le méme rapport m/z, mais
avec des pics de masse supplémentaires a 160618Q&82. Il s’agit donc de dimere de TZ4

guatre fois protoné. L’analyse est identique pazdirhod (Figure 30 b).

2+
1za+an)” | | [TZ4m+2H]
o=so2 A2 | | 97322A
M
|
© ‘ 2+
g ‘ | [TZ4+2H]
? “ | o=354 &
| |
[2TZ4m+4H" ||
|

Q=560A |

1 ! T T
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Figure 29 : Distribution en temps de l'intensité dens correspondant a la masse m/z d&*T@h trait rouge) et
[TZ4modF* (en trait noir).
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Figure 30 : Distribution isotopique des ions TZdt [TZ4modf* sélectionnés par mobilité.
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Figure 31: Profil temporel de diffusion (s) dessates ions monoméres de FZ¢en trait rouge) et [TZ4mod]
(en trait noir). Les parties grisées corresponderttemps de diffusion calculés pour une seulearamtion
ayant une section efficace de 322 A2 et 354 A2

Les améliorations techniques sur I'expérience eh32(ntroduction d’'un funnel en
amont de la cellule de mobilité pour mieux guidertransmettre les ions produits par la
source ESI) ont permis d’augmenter sensiblemergigeal d’ion a la sortie du tube de
mobilité et de déterminer précisément le rappo# associé aux deux pics de diffusion. Ceci
n'avait pas pu étre possible sur la premiere siFiemesure en 2011. Nous pensions alors que
deux types de structures des peptides doublemetangs étaient présents, le pic de diffusion
aux temps courts correspondant a une section edficke diffusion beaucoup plus petite
(autour de 285 A.
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On peut noter que l'intensité du signal de dimétepdus grande pour TZ4 que pour
TZ4mod, alors que les solutions ont la méme comagoh (20 uM). Ces deux peptides
différent uniguement par la substitution de deypttsphanes par des alanines aux positions 5
et 12. On peut aussi rappeler que nous n‘avonsig@sté de signal de dimere pour TZ1,
guelle que soit la concentration utilisée. Les ésudn phase condensée ont montré que TZ4
avait la température de dénaturation la plus héd@e’C) et que les interactions en stacking
des résidus indoles des tryptophanes renforcestakilité de la forme en zipper pour ces
peptides* lls semblent donc que I'observation et l'intensités ions diméres en phase
gazeuse soit corrélée a la stabilité de la formeipper connue en phase condensée. Des

résultats préliminaires sur les structures possitiledimére de TZ4 seront donnés en Annexe.

Dans ce chapitre, on ne considére que les monorder§sZ4f* et [TZ4modf. La
section efficace de diffusion de TZ4 doublementrghaest de 354 A+ 7 A? et celle de
TZ4mod doublement chargé est de 32247 A? (Figure 31). La section efficace de diffusion
du monomére de TZ4 est plus grande que celle dimbd4 Cela peut s’expliquer par la taille
de la chaine latérale du tryptophane (indole) ppport a celle de I'alanine (GH Les parties
grisées sont les simulations du temps de diffupmur une seule conformation dont la section
efficace correspond au maximum du pic de mobil@tétte largeur intrinséque dépend de la
diffusion des ions dans la cellule maintenue a 360K une pression de 10 Torr. La largeur a
mi-hauteur expérimentale du pic de diffusion egétément supérieure a celle calculée pour
une conformation unique. L’épaulement aux grandgptede diffusion est, d'une part, dd a la
largeur initiale du paquet d’ion (1 ms) et, dautpart, a la possibilité d’avoir des
conformations ayant des sections efficaces pluadga Comme pour I'étude de TZ1, la
largeur expérimentale est plus petite que celleniée pour les peptides amyloidel; Acs
On peut considérer qu’un nombre réduit de confammatayant une dispersion des sections
efficaces de diffusion inférieure a la résolutianl@xpérience est présent dans ces conditions

expérimentales.

4.2  Expérience ECD

Les spectres de masse ECD des ions [TZ#h/z 1006.95) et [TZ4mod] (m/z
891.41) ont été obtenus au Laboratoire des MécasidRéactionnels (LMR, Palaiseau) et

sont reportés sur les Figures 32 et 33. Dans les c&s, ils présentent une série de fragments
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c/z. Pour les deux peptides doublement chargégbserve un pic de masse correspond a
I'espéce réduite Mbl aprés capture électronique & m/z 2012.92 pouf'Té4a m/z 1782.85
pour [TZ4modf*. La distribution isotopique de ces ions réduitspeésentée sur les Figures
32 et 33. On note aussi la détection de I'espédeiteavec perte d’hydrogéne a la masse du
peptide simplement protoné MH L'observation des fragments (bly) est reliée a la

fragmentation secondaire de MH
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Figure 32: Spectre de masse ECD de I'ion*ZBans |'encart, zoom sur la région correspondaatraasse de

peptide réduit.
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Figure 33: Spectre de masse ECD de I'ion [TZ4rfiod}ans I'encart, zoom sur la région corresponddat a

masse de peptide réduit.
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Figure 34: Distribution de l'intensité des fragn®atz le long de la chaine peptidique pour 72t
[TZ4modF*.

La distribution des fragments c/z (PIA) le lorgychaine peptidique est reportée sur la
Figure 34 pour TZ%4 et TZ4mod*. La nomenclature de fragmentation ECD est toujéars
méme : les fragments/'z; correspondent & la rupture de la méme liaisorigigpe N-G,** et
sont numeérotés en partant du N terminal. Les fragatiens b/y sont aussi observées dans
I'expérience ECD. On constate que les fragmentsspnt détectés dans les deux séquences,

les fragments B.14 ne sont observés que pour [TZ4nfdd]

La distribution globale des fragments c/z esttradaent identique pour les deux
séquences. Elle est principalement centrée aux bdeuts de la chaine. La fragmentation au
milieu de la chaine entre les résiduséD T’ est absente pour TZ4 et trés faible pour TZ4mod.
Les ions z sont associés a la rupture de la liaison NaGec la charge qui est du coté C
terminal alors que pour les iong g5 la charge est localisée du coté N terminal. Resideux
séquences, on observe des maxima pguc;zet Gs. La seule différence notable est qu'un
fragment intenses®st observé dans TZ4nfddqui correspond & la rupture de la liaison N-C

entre les résidus et D'.

4.3  Spectres post-ECD

Pour les deux peptides, on détecte un signal dritamse a la masse du peptide réduit

MH,", ce qui indiqgue qu'une partie des molécules nedssocie pas aprés capture

153



électronique. Nous avons effectué une série d'éxipées complémentaires d’excitation post-
ECD au laboratoire LCP (Orsay) sur le disposititlIER du groupe de Ph. Maitre. La Figure
35 présente le spectre post-ECD des deux séquétmesTZ4", deux fragmentsst z sont
produits par I'excitation de I'ion réduit par abgton IR (laser C@). On peut noter que le
fragment g n'est pas observé sans post-excitation. Pour Td%mon détecte les fragments
Z7.9 par post-excitation. Ce sont ceux qui avaientlls faible intensité sur le spectre ECD.
On peut noter que l'intensité des fragments predpdr post-excitation est trés faible par
rapport au signal d’'ion détecté sur les spectreB.EOn peut en conclure qu’une partie des
ions ne se dissocie pas aprés capture électrongjuement par formation de complexes
métastables ion-neutre, mais que ce processus pesteimportant par rapport a la
fragmentation directe qui amene a la détectionfidggnents c/z. La deuxieme remarque est
gue les fragments induits par post-excitation gpoadent aux ruptures de liaisons N4l
milieu de la chaine peptidique entre les résidfieDr°. Cela peut étre relié & la structure
secondaire du peptide. Dans une forme repliéeligiesns hydrogenes entre les résidus des
deux bouts du peptide peuvent empécher la dissmtides fragments neutre et ionique au

centre du peptide.

Tz4* TZ4mod™*

0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
GEWTWDDATKTWTWTE GEWTADDATKTATWTE

I FragC
— I Fragz
I CO2 —o—tot

—o—tot

Intensité
Intensité

(b et

1 T T T T T T T T T
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

# residu # residu

Figure 35: Distribution des fragments c/z de ¥zt TZ4mod" de I'expérience ECD et excitation post-ECD.

4.4  Spectres IRMPD

Les ions deux fois chargés de TZ4 et TZ4mod, aagses m/z 1006.95 et m/z 891.41

respectivement, ont été sélectionnées et irragi@ede laser a électron libre. Les spectres

154



IRMPD sont reportés sur la Figure 36 et présententbandes caractéristiques amide-l et
amide-1l d’'une largeur de 55 émLes deux peptides ont la méme spectroscopie.abaée
amide-| centrée & 1670 &ntorrespond & la vibration d’élongation de C=0 éddulement
vers le bleu de la bande principale & 1740"cest caractéristique des modes CO des
groupements acides COOH présents dans les résiiis glutamique Eet E®° et acide
aspartique Bet D'. La bande amide-II, dont le maximum est centr&£0Icni', correspond
aux modes de pliage N-H et d’élongation C-N. Lextda fragmentation chute d’'un ordre de
grandeur dans la région amide Il (1200-1400 mt il est trés difficile de distinguer sans
ambiguité des bandes. Comme pour les autres systémae considere que les fréquences
des bandes amide-I et amide-Il pour interprétespestres IRMPD par comparaison avec des
simulations des spectres vibrationnels par la nu@NIOM.

1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 "

o rl-z4]2+

—— [TZ4mod[**

— 1T 1T T T T T T T 7
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

1
cm
Figure 36: Spectre IRMPD expérimental du TZdt de [TZ4mod] dans la région 1200-1800 ¢m
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5. Interprétation des résultats

5.1  Simulation de REMD

Plusieurs simulations de dynamique moléculaireguéiange de répligue REMD ont
été réalisées pour TZ4 et TZ4mod. La structure @ren de TZ4 est
GEWTWDDATK **TW*TWTE-NH,. Pour TZ4mod, deux tryptophanes en position 52et 1
sont substitués par des alanines. Pour les deuidpsples deux sites de protonation les plus
favorables sont sur le résidu basique (lysiri® Kt le groupement amine de la glycine en N
terminal. Une premiere dynamique a été propagéeplusieurs nanosecondes en partant
d’'une forme en zipper pour les deux peptides. Umenjere analyse rapide nous a indiqué
gu’il ne serait pas possible de trouver des strastyour lesquelles la section efficace de
diffusion serait inférieure & 300%ALes résultats de mobilité ionique obtenus en 20dils
laissaient penser qu’il y avait deux types de $tmes pour ces peptides, le pic diffusion aux
temps courts (autour de 65 ms) correspondant dsectéon efficace de diffusion d’environ
285 A. Nous avons donc réalisé d'autres dynamiques RE&Dpartant d’'une forme
zwitterionique des peptides ou tous les sites basigont déprotonés afin de favoriser les
structures trés compactes maintenues par des dhitbers €lectrostatiques fortes. L'état de
charge des structures zwitterioniques est alordJriz fois le regroupement en famille de
structures effectué, on rajoute les protons martquaur obtenir le bon état de charge (+2) et

calculer les sections efficaces de diffusion.

Comme pour I'étude de TZ1, nous avons recherchdatuilles de structures a partir
de paramétres structuraux tels que la distancetrd & deux carbones,@es résidus en
position C et N terminale, les distance$-® entre les deux azotes quaternaires et les
oxygenes des 15 liaisons peptidiques. Les difféefamilles de structures ayant une section
efficace de diffusion la plus proche de la valeMpé&imentale sont reportées dans les

tableaux 4-5 pour TZ4 et les tableaux 6-7 pour Tddm
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Tableau 4: Sections efficaces de diffusi®itd?) et énergies (kcal/mol) des groupes en zigpeepliés,

calculées au niveau AMBER et AM1 pour TZ4La section efficace de diffusion expérimentale3sg A2,

Conformation Q (A2 Energie
d(A)
AMBER AM1 AMBER AM1
Zipper
PDB 407
Z1 2.8 387 409 45 29 18
Z2 6.7 386 413 35 22 25
Repliée
F1 6.9 356 384 2 1 5
F2 4.3 359 396 23 18 10
F3 6.6 361 388 12 9 0
F4 4.7 366 419 9 4 5
F5 4.9 369 400 3 0 10
F6 4.5 372 392 13 9 0
F7 5.7 374 400 19 10 17
F8 8.2 377 417 17 13 16
F9 5.0 380 392 22 13 11

Tableau 5: Sections efficaces de diffusi®itd2) et énergies (kcal/mol) des groupes en zigpeepliés,
calculées au niveau AMBER et AM1 pour FZ4n forme zwitterion. La valeur de section efficdeediffusion

expérimentale est 354 Az,

Conformation d(A) Q (A2 Energie
AMBER AM1 AMBER AM1
Repliée

F10 4.0 356 406 0 1 36

F11 4.6 359 413 24 24 12

F12 3.8 359 392 19 23 19

F13 52 370 414 17 36 4

F14 7.5 373 395 25 31 16

PDB: Z1: z2:
GEWTWDDATKTWTWTE GEWTWDDATKTWTWTE GEWTWDDATKTWTWTE

Figure 37 : Les conformations en zipper du TZvec la séquence en lettres. Les parties fepitbent
représentées par les lettres bleues surlignées.
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F1: GEWTWDDATKTWTWTE

F5: GEWTWDDATKTWTWTE  F6: GEWTWDDATKTWTWTE

F7: GEWTWDDATKTWTWTE F8: GEWTWDDATKIWTWTE F9: GEWTWDDATKTWTWTE

Figure 38 : Les conformations repliées du TZavec la séquence en lettres, les parties en hétioat

représentées en rouge, les hélicgel violet.

F11: GEWTWODATKTWTWTE F12: GEWTWODATKTWTWTE

F13: GEWTWODATKTWTWTE F14: GEWIWDDATKTWTWTE

Figure 39 : Les conformations repliées du Zzh forme zwitterionique avec la séquence en kttes parties

310 sont représentées en violet.
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Tableau 6: Sections efficaces de diffusi®iiA?) et énergies (kcal/mol) des groupes en zigpeepliés,
calculées au niveau AMBER et AM1 pour [TZ4mtd].a valeur de section efficace de diffusion expéntale
est 322 Az,

Conformation d(A) Q (A?) Energie
AMBER AM1 Amber AM1

Repliée
F1 6.2 326 363 8 7 8
F2 4.2 332 358 5 3 6
F3 6.4 326 357 11 10 9
F4 4.9 339 366 18 10 2
F5 2.9 341 360 14 12 12
F6 2.9 343 379 3 0 4
F7 2.9 344 372 17 5 0
F8 6.9 356 382 13 10 9
F9 6.6 357 378 15 7 8

Zipper
Z1 2.8 362 389 54 31 34
Z2 2.8 375 383 50 30 33

Tableau 7: Sections efficaces de diffusi®iid2) et énergies (kcal/mol) des groupes en zigpeepliés,
calculées au niveau AMBER et AM1 pour [TZ4mBdn forme zwitterion. La valeur de section efficdee

diffusion expérimentale est 322 Az,

Conformation d(A) Q (A2 Energie
AMBER AM1 AMBER AM1
Repliée

F10 8.4 337 350 0 0 21

F11 7.5 332 357 8 7 0

F12 7.3 334 369 34 16 1

F13 8.0 346 376 16 14 6

F14 7.9 349 375 21 10 10

F15 7.3 349 378 19 15 3

Z1: GEWTADDATKTATWTE Z2: GEWTADDATKTATWTE

Figure 40: Les conformations en zipper du [TZ4nbdyec la séquence en lettres. Les parties fefient

représentées par les lettres bleues surlignées.
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F1: GEWTADDATKTATWTE F2: GENTADDATKTATWTE F3: GENTADDATKTATWTE

F4 : GEWTADDATKTATWTE F5: GEWTADDATKTATWTE F6: GEWIADDATKTATWTE

F7: GENTADDATKTATWTE F8: GENTADDATKTATWTE F9: GEWTADDATKTATWTE

Figure 41: Les conformations repliées du [TZ4mbd}ec la séquence en lettres. Les parties en hétioat

représentées en lettres rouges, les héliggandviolet.

F10: EWTADDATKTATWTE F11: ENVTADDATKTATWTE F12: GENTADDATKTATWTE

F13: GEWTADDATKTATWTE F14: GEWTADDATKTATWTE F15: GEW ADDATKTATWTE

Figure 42: Les conformations repliées du [TZ4mbdvitterionique avec la séquence en lettres. Leesaen

hélicea sont représentées en lettres rouges, les héliges Siolet.
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Toutes les conformations trouvées pour TZ4 et TZipeuvent étre classées en deux
grands groupes, repliés et en zipper. Il n'y agmstructures étendues comme trouvées dans
l'étude des amyloides A28 et TZ1l. Pour les dynamiques REMD des formes
zwitterioniques, aucune structure en zipper n'arétévée (tableaux 5 et 7). Les structures en
zipper sont nettement plus hautes en énergie gustiectures compactes, comme observé
pour TZ1. Elles sont caractérisées par une distahceurte inférieure a 3 A. Pour les
structures repliées, la distance d est comprige &t 8 A, ce qui n’est pas trés discriminant

par rapport aux structures en zipper.

D’une maniére générale, peu de familles ont unéaseefficace compatible avec la
mesure expérimentale, la plupart des conformatitms/ées ayant une section efficace trop
grande. On peut remarquer qu’un plus grand nombr&rdictures compactes sont générées a
partir de la forme zwitterionique. Les conformasoen zipper ont en moyenne une section
efficace de diffusion plus grande que les strustuepliées et incompatible avec les mesures
expérimentales pour TZ4 (354)%et TZ4mod (322 A). La valeur moyenne des structures en
zipper de TZ4 est 386%%t celle des structures repliées est 365Phur TZ4mod, ces valeurs
moyennes diminuent et sont de 367 & 340 K. Comme attendu, la substitution de deux
tryptophanes par des alanines dans TZ4mod se traaludes sections efficaces de diffusion

plus petites.

De plus, comme nous lI'avons remarqué pour les swgeptides, I'optimisation en

AM1 engendre des structures moins compactes avwaugmentation de la section efficace
de diffusion alors que la structure globale du plepest la méme. Aucune conformation
optimisée en AM1 ne permet d’approcher la valeumddilité ionique expérimentale. Il est
important d’observer ici que I'augmentation moyerdee la valeur de section efficace en
passant d’'une structure optimisée en AMBER a AMldéd&rente pour les conformeres en
zipper (6%) et replié (10%). Nous allons uniquengiatuté des valeurs calculées au niveau
AMBER.

Nous ne pouvons pas exclure le fait de ne pas axpioré une partie importante de la
surface d’énergie potentielle lors des dynamiqueMR. Dans une étude récente, F. Calvo et
F. Chirot (ILM, Lyon) ont montré I'intérét d’effeaer des dynamiques moléculaires biaisées
en rajoutant un potentiel fictif afin de concentfexploration de la surface PES dans les

régions ou les structures ont un rayon de giratompatible avec la mesure de section
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efficace de diffusiori®*° De nouvelles conformations sont trouvées, et serde point de
départ pour des dynamiques moléculaires non-bmigéepermettent de mieux reproduire les
profils de temps de diffusion des ions dans I'eigréire de mobilité ionique.

Pour TZ4, les sections efficaces des structurpbées générées par les différentes
dynamigues moléculaires sont comparables. Les geodp F1-F3 et F10-F12 donnent des
valeurs de sections efficaces comprises entre 358 861 X, ce qui est compatibles avec la
valeur expérimentale (354°A Les groupes F6-F9 et F13-F14 peuvent étre ai @ialus de
l'analyse car leur section efficace moyenne est3dd A2. Pour TZ4mod, seuls les
conforméres F1-F3 et F11-F12 ont une section efficde diffusion proche de la valeur
expérimentale (322 %, comprise entre 326%%t 334 &.

5.2 Interprétation du spectre ECD

Pour interpréter le spectre de fragmentation EQDglterche une corrélation entre la
distribution de fragmentation c/z avec l'inverse diéstances entre chaque site de protonation
et les oxygenes des carbonyles des liaisons pepési Dans tous les cas, il existe des
interactions fortes entre les groupements protenhéss carbonyles avec des distances proton-
oxygéne NH+...O comprises entre 1.8 et 3 A, ce quiespond & des distances inverses
N+...0 de 0.25 & 0.4 A Les histogrammes des inverses des distande® Nour les
structures des tableaux 4-7 sont illustrés suidarE 43 et la Figure 44 pour TZ4 et la Figure
46 et la Figure 47 pour TZ4mod.

Les distributions des fragments c/z présentéesaskigure 34 pour TZ4 et TZ4mod
présentent des maxima aux positions 3 et 6, avéétéction de fragments z, et aux positions
12 et 15, avec la détection de fragments c. On pleutc en conclure que les sites
d’interactions privilégiés des groupements ammorsamt sur les carbonyles des résidus W
D® A'? et T Pour TZ4, aucun fragment n'a été détecté auxtiposi 7-9, et seuls les
fragments g et z sont observés par post excitation ECD. Pour TZ4rtettagmentation au
niveau des résidus 7-9 est trés faible et ce ssnsduls ions détectés par post-excitation, ce
qui indique que des complexes métastables entreadgsents ioniques;s et les fragments
neutres associés se forment lors de la ruptura diaison N-G. Ce type de processus peut

étre imaginé pour des structures repliées ou greeigans lesquelles les acides aminés en N
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et C terminal interagissent entre eux en formantéseau de liaison hydrogéne capable de
maintenir un complexe métastable apres ruptureediamson N-G au milieu de la séquence

peptidique.

Les fragments 1¢.15correspondent a des ions dont la charge est duNcagEminal.
Comme les deux sites de protonation sont en positiet 10, une capture électronique sur
'un ou l'autre des groupements ammonium, engagés liison hydrogene avec les
carbonyles des résidus entre les positions 10 e¢ddgendrera des fragments de type c. Par
contre, pour les fragments.gdétectés, la charge est localisée sur la partier@inal, la
capture électronique devrait donc avoir lieu sulNlgerminal. Néanmoins, aprés capture
électronique sur la lysine en‘Ket transfert d’hydrogéne sur un carbonyle, il peavoir un
transfert de proton entre le site de plus faibliniéé protonique (NH terminal) vers le
groupement amine NHle la lysine lors de la dissociation du peptidermonner finalement

les fragments iz.

TZ4

Les structures en zipper présentent sensiblement mMémes interactions des
groupements protonés sur les carbonyles le lorlg deaine peptidique. Pour le N terminal,
on constate une interaction privilégiée aux deuntbalu peptide en position 1, 2 et 15. La
lysine K interagit principalement avec les carbonyles ésilus D et D'. Il n'y a donc pas
de corrélation avec la distribution des fragmenGDEqui permettent de retrouver les
fragments intensess3zz et g,. Dans ce type de structure, il existe plusieuassdins
hydrogenes entre les carbonyles CO et les amidesddiHdeux brins du feuilld. Par
exemple, pour Z1, on dénombre 5 liaisons hydrogémes brin NH...CO", CO’...NH™,
NH*...CO", cd'...NH™ NH®...cO", CC...NHY, NH*'...CO", capables d’empécher la
dissociation du peptide au niveau des résidbietDD’. Expérimentalement, I'excitation IR
post-ECD a en effet mis en évidence la détectioinadgnents get %, le premier pourrait étre
corrélé a une structure en zipper. Les structuneaigper Z1 et Z2 ne peuvent donc pas étre
exclues de l'analyse, mais comme ces structuresuant section efficace de diffusion
nettement plus grande que la valeur expérimenglles ne peuvent pas étre peuplées

majoritairement.
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Figure 43 : Inverse des distances entre'NN_terminal, K% et les CO carbonyles pour les groupes en zipper
Z1-Z2 et repliés F1-F6 de TZ4

Pour les structures repliées, on constate ausdeqgreupement protoné en N terminal
n'interagit pas avec les carbonyles en milieu dséguence peptidique, mais principalement
en position 1 et & I'autre extrémité du peptideautes résidus 11-15. La lysiné%f’a pas
d’interaction avec les carbonyles des résidus derfinal. Seules les structures F1 et F6
présentent des interactions sur les carbonylesédtdus 6-8, toutes les autres structures ont
des interactions majoritairement avec le carbodyleésidu [5, puis ceux des résidus-G*,

ce qui est compatible avec la distribution d'infenéP1A) des ions c/z observée.
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Figure 44 : Inverse des distances entre'™NN_terminal, K et les CO carbonyles pour les groupes repliés F7-
F14 de TZ4".

La structure F5 présente une seule interactionrdupgment ammonium de la lysine
K*°avec CO. En regardant précisément la structure de F5d®p de la lysine Kinteragit
non seulement avec €@2.98 A) mais aussi avec le groupement acide O+0@81 A) du
résidu D (Figure 45). Ce type d'interaction peut expliglerfragment intense détecté a la
masse m/z MK - 44. Les groupes F1-F3 permettent de retrouverbamne corrélation avec
la distribution d’intensité (PIA) des fragments E@Dont également une section efficace de
diffusion proche de la valeur expérimentale. Onstate néanmoins qu’aucune des structures

trouvées ne permet de prédire le fragment intepse ¢
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Figure 45: La structure F5 du TZ4avec l'interaction du groupement ammonium K10 deezarbonyle C®
(en trait rouge, 2.81 A) et le groupement acidéacaylique COOH du B(en trait noir, 2.98 A).

Les histogrammes des structures de [fZ4h forme zwitterion sont donnés sur la
Figure 44. Toutes les structures donnent une ictiera plus ou moins forte entre le
groupement ammonium de la lysiné®et CO. Pour les conforméres F11-F14, il existe une
interaction du groupement protoné en N terminatadsearbonyle CO de W ce qui permet
de prédire le fragment intense.cToutes ces conformations sont donc compatibles &
distribution des ions c/z observée, mais seulesttestures F10, F11 et F12 ont une section

efficace de diffusion proche de la valeur expéritaken

En conclusion, 6 structures repliées F1-F3, F109¢i a la fois compatibles avec la
mesure de mobilité ionique et le spectre de fragatiem ECD. Nous verrons que I'analyse
de leurs spectres vibrationnels permet d’'affinattidibution.

TZ4mod

Le spectre ECD expérimental de [TZ4nfddfigure 34) présente des maximasaz
et Go, Ci5 et peu de fragmentation aux positions 7-10. Lesogrammes de l'inverse des
distances entre les sites de protonation (N tefneink'®) avec les CO carbonyles le long de

la séquence peptidique sont présentés sur leseHiguet 47.
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Pour les deux structures en zipper, I'histograme® distances est similaire, avec des
interactions fortes entre le groupement protoné\eterminal et les CH CO* et CA°. |
existe une interaction forte entre le groupemennanium de la lysine ¥ avec le carbonyle
CO'. Par contre, expérimentalement, on détecte ubhéeffiagmentation & cette position, z
Comme pour TZ4, on ne retrouve pas pour ces stegfies fragments principaux observes
en ECD. De plus, ces conforméres ont une sectiiicaeé de diffusion plus grande que la
valeur expérimentale, ils ne sont donc pas présxmsrimentalement.
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Figure 46 : Inverse des distances entre'™NN_terminal, K et les CO carbonyles pour les groupes en zipper
Z1-Z2 et repliés F1-F6 de TZ4nmdd
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Figure 47 : Inverse des distances entre'NN_terminal, K et les CO carbonyles pour les groupes repliés F7-
F15 de TZ4mod.

Pour les conforméres repliés F1-F9, le groupementopé en N terminal interagit
principalement avec les carbonyles des deux prendeides aminés 'Get E et ceux de
l'autre extrémité en C terminal, principalement Bacide aminé °. Pour les deux structures
F4 et F6, le groupement protoné en N terminal agieéren plus avec des carbonyles en milieu
de chaine, en position 4 et 6 (F4) et 6 (F6). Avirse, pour toutes les formes repliées, le
groupement ammonium de la lysiné’kateragit exclusivement avec les carbonyles efemil

de chaine peptidique. Pour les structures F2-F86eE8, on note des interactions sur les CO

168



° alors que lintensité des fragmentsgzest trés faible. On peut rappeler que ce sont

néanmoins ces trois fragments qui sont détectépqsrexcitation ECD. Le groupe F5 donne
des interactions fortes entre le groupement ammora la lysine K avec les carbonyles
CO*® et le carbonyle Cb La structure de F5 posséde une liaison hydrofgne entre NH

et C3* en plus de l'interaction électrostatique du fltdvec les deux derniéres liaisons
peptidigues du C terminal, qui pourraient empédhatissociation des fragments suite a la

capture électronique sur 'ammonium de la lysine.

Les structures F1-F3 sont les seules a avoir wteeeefficace de diffusion proche de
la valeur expérimentale et présentent des intemastsur les liaisons peptidiques des acides
aminés AW, qui sont compatibles avec les fragmentsigobservés. Le résidu de la
lysine K interagit avec le carbonyle E@our F1, en accord avec le fragment intersé.a
structure F2 présente trois interactions forteseeit’ et les carbonyles CG. Dans ce cas,
les liaisons hydrogénes fortes entre >CAIH® (2.0 A) et NH...CO™ (1.9A) pourraient
maintenir un complexe métastable non dissocié,cenrd avec les résultats de I'expérience
de post-excitation ECD. On remarque cependant qutacconformeére replié ne permet de

prédire le fragment intense. z

Les histogrammes des structures de TZ4mod (F10-fFd5yées apres la dynamique
REMD de la forme zwitterionique du peptide sont miém sur la Figure 47. Aucune ne
présente d'interaction du NHterminal avec le carbonyle COmais on note maintenant que,
pour les structures F11-F13, il existe une intévacde K° sur le carbonyle COPour toutes
ces structures, les groupements protonés solvatamipalement les carbonyles des liaisons
peptidiqgues aux deux bouts de la chaine. Les geoBi2 et F13 donnent les meilleures
corrélations qui permettent de prédire les fragmantenses % et g, et aucune interaction
du groupement protoné avec les COen accord avec le faible taux de fragmentation en
milieu de chaine peptidique.

En conclusion, la plupart des conformeres repli@gvpnt étre compatibles avec la
distribution de fragments c/z observes soit par E€Hit par post-excitation ECD, mais seuls
les structures F1-F3 et F10-F12 ont une sectiocae# de diffusion calculée compatible avec
I'expérience de mobilité.
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5.3 Interprétation du spectre IRMPD

Les simulations des spectres vibrationnels de &Z4Z4mod doublement protonés
sont effectués par la méthode hybride ONIOM DFT/BBI6-31G* : AM1 implémentée
dans Gaussian 09. Nous avons adopté la méme ti@gpades atomes en couches haute et
basse que pour TZ1. Les résidus des alanines)(€Hles tryptophanes (indole) sont inclus
dans la couche basse traitée en AM1, tous lessaatoenes étant inclus dans la couche haute
(DFT/B3LYP). Les fréquences harmoniques sont céasgpar un facteur d’échelle global
(0.962). Les spectres simulés sont présentés aprn@slution par une fonction gaussienne de
largeur 25 crit.

531 TZ4
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Figure 48: Simulations des spectres IR des confiiomgen zipper Z1, Z2 et comparaison avec le spect

expérimental de TZ4
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Les spectres des deux structures en zipper soattéspsur la Figure 48. La bande
amide | est tres large avec des épaulements damsubpe et le bleu de la transition
expérimentale. Ceci est relié respectivement arésgmce de groupements carbonyle CO
fortement engagés par liaison hydrogene avec ledeanNH et libre, typique des structures
en feuilletB. Le mauvais accord entre ces simulations et letepexpérimental confirme que

ce type de structure n’est pas présent expérinenéait.
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Figure 49: Simulations des spectres IR des confiiom&arepliées F1-F3 et F10-F12 et comparaison kvec

spectre IRMPD expérimental de TZ4

Les simulations IR des structures repliées F1-EFH)-F12, sélectionnés apres
'analyse des sections efficaces de diffusion et dgpectres de fragmentation ECD, sont
reportées sur la Figure 49. Aucune conformationpeemet a elle seule de reproduire
parfaitement le spectre IRMPD. En moyenne, la bamdiele | est moins bien simulée que la
bande amide Il. Expérimentalement, la bande | @stpposée d’une transition intense centrée
a 1670 crit avec une bande secondaire, d'intensité plus faitBetrée & 1740 ¢t On
retrouve dans les simulations cette structure deldanais, généralement, I'intensité calculée
associée a la transition dans le bleue est plemset que celle observée expérimentalement.
Cette transition correspond aux modes carbonylssidieles carboxyliques £ et ¥". Nous

avons déja constaté sur I'étude de la vancomyadio®pée que I'intensité IRMPD associée a
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ces modes tres peu couplés est généralement beapicsufaible que celle observée sur les
modes carbonyles des liaisons peptidigie8omme nous I'avons expliqué pour TZ1, nous
sommes obligés de diminuer l'intensité du laser@Hdans cette région spectrale afin d’éviter

la saturation de la bande amide |.
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! 1 ! 1 ! 1 ! 1 ! 1 !
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— 77—
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Figure 50: Simulations des spectres IR des confiiomsrepliées F4, F5, F7, F13 et comparaison kvec

spectre IRMPD expérimental de TZ24

Les spectres IR simulés des autres structureges4, F5, F7 et F13, qui ne donnent
pas un bon accord avec les résultats de mobilitBEe€ED, sont reportés sur la Figure 50. La
aussi, aucun des conformeres ne reproduit de neasadrsfaisante le spectre IRMPD. Le
conformere F13 présente un décalage vers le roaifge lwande amide Il. Pour la structure F7,
on constate que la bande amide Il est trop déaidés le rouge et la bande amide | est
décalée vers le bleu. Ceci est relié respectivermentmodes amides NH et carbonyles CO
des liaisons peptidiques non engagés par liaisalolggne et qui sont présents en grand
nombre dans cette structure. La bande de faibémsité simulée autour de 1650 tm'est
pas vue expérimentalement et correspond au mogdiate asymétrique des groupements

NH3" en interaction avec les CO carbonyles. Pour Idocorere F5, on constate un décalage
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opposé pour les bandes amide | et amide Il, caemglique que, dans cette structure, des
liaisons hydrogenes fortes existent qui ne doivess étre présentes sur les molécules
sondées. La structure du groupe F5 est effectivenaactérisée par les liaisons hydrogene
entre CO...NH’, CO'...NH'®, CO'°...NH"}, CO"...NH™ ¢

5.3.2 TZ4mod

Les spectres IR simulés des conformations F1-FB1€tF12, sélectionnées apres
'analyse des sections efficaces de diffusion efrdgmentation ECD, sont reportés sur la
Figure 51. En moyenne, les maxima des bandes almdleamide Il sont dans la largeur
expérimental du spectre IRPMD, mais aucun confoems@mule correctement le spectre
expérimental. Pour ces structures, la bande déefaibensité a 1740 crhest partiellement

reproduite, méme si I'intensité calculée est trognde, comme déja observé pour 174
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Figure 51: Simulations des spectres IR des confiiom&repliées F1-F3 et F10-F12 et comparaison kvec
spectre IRMPD expérimental de TZ4nbd
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Les spectres IR simulés des conformations Z1, ZF6 F13 ayant une section
efficace de diffusion trop grande par rapport &dteur expérimentale (322°Asont reportés

sur la Figure 52. Effectivement, ils simulent malspectre expérimental. La bande amide |

des conformations en zipper (Z1, Z2) et la confaiomarepliée F13 est mal simulée avec des

épaulements trop décalés vers rouge et bleu. Leebamide Il du groupe F6 présente un
épaulement & 1550 ¢hn’est pas observé expérimentalement.
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Figure 52: Simulations des spectres IR des confoomsrepliées Z1, Z2 et F6, F13 et comparaisor &ve

spectre IRMPD expérimental de [TZ4mo(d)]

6. Conclusion

La combinaison des études de mobilité ionique,spectroscopie IRMPD et de

fragmentation ECD nous permet de déduire les stresties plus probables adoptées par TZ4
et TZ4mod doublement protoné. Pour la séquencé'TZ4 sont les structures F2, F3 et F12,
et pour TZ4mod, ce sont les conformeres F1, F3l&t Ees spectres IR simulés moyennés

sur les trois conformeres pour TZ4 et TZ4mod ebla@élation entre les inverses des distances

entre les sites de protonation et les CO carbongiesc la distribution d’intensité des
fragments c/z sont présentés sur la figure 53 églame 54 Les spectres IRMPD sont bien

reproduits et I'on retrouve bien la distributiorolghle des fragments c/z, avec notamment les



maxima aux positions 3, 6, 12 et 15, avec la faitgbabilité de fragmentation au milieu de
la séquence peptidique. La corrélation est sensidié meilleure pour TZ4mod que pour
TZ4, pour lequel le fragment intense @’est pas spécifiquement reproduit. On peut noter
aussi que I'on retrouve la seule difference notabiela distribution des fragments c/z entre
les deux séquences, avec une probabilité plus graadiétecter un fragmentdans TZ4mod
que dans TZ4. Pour TZ4, la section efficace moyetasestructures F2, F3 et F12 est de 359
A? trés proche de la valeur expérimentale (355 Rour TZ4mod, les trois conforméres
sélectionnés F1, F3 F12 ont une section efficacgemme de 329 A en accord avec la
mesure de mobilité ionique (322)A0n doit cependant noter que les optimisationéei
engendrent une augmentation de la section effidacdiffusion, sans changer de maniére
significative la structure secondaire adoptée pagae conformére. La substitution de deux
tryptophanes par des alanines n’induit pas de gchatigement de structure. Les structures
trouvées en phase gazeuse ne conservent pas la é@rmipper de la phase condensée, la
structure est plutét de type globulaire mais ledeode la partie centrale a été conservé dans

certaines structures.
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Figure 53: Comparaison entre la distribution daginents c/z et les interactions des groupementsrg® en N
terminal et K° avec les carbonyles des résidus le long de lamehmptidique et simulation du spectre IR des
conformations F2, F3, F12 de TZ4
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Figure 54: Comparaison entre la distribution daginents c/z et les interactions des groupementsrg® en N

terminal et K° avec les carbonyles des résidus le long de laehsdptidique et simulation du spectre IR des
conformations F1, F3, F12 de TZ4niad

Nous avons reporté sur la Figure 55 et la FigéréeS simulations des spectres IR et
de la distribution des fragments c/z pour les conéves de TZ4 et TZ4mod qui avaient des
sections efficaces de diffusion compatibles avecaleur expérimentale. Pour TZ4, ce sont
les conforméres F1, F10 et F11 et, pour TZ4modstestures F2, F4, F10 et F11. Dans les
deux cas, les spectres IR et ECD simulés donnentamvais accord avec les données
expérimentales. On prédit pour ces structures raggrfentation ECD intense au milieu de la
séquence peptidique, induite par des interactionsédidu protoné de la lysine*Ksur les
carbonyles CG°. Pour TZ4mod, les fragments.gsont les seuls & étre observés par post-
excitation par le laser GOComme le spectre IR simulé pour ces trois strastueste en
accord avec le spectre IRPMD, on ne peut pas excjue ces conformeres soient présents
expérimentalement, mais ne doivent pas correspoaakeespéces majoritaires. Pour TZ4,
seuls les fragments; 2t z sont induits par la post excitation, ce qui peme &orrélé a la
distribution des fragments simulés pour les confoes F1, F10 et F11. Par contre, le spectre
IR simulé ne reproduit pas correctement le speptpgrimental, et I'on ne peut pas attribuer

ces structures pour TZ4.
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Figure 55: Comparaison entre la distribution dagients c/z et les interactions des groupementsrg® en N

terminal et K° avec les carbonyles des résidus le long de laehsdptidique et simulation du spectre IR des
conformations F1, F10, F11 de TZ4
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Figure 56: Comparaison entre la distribution daginents c/z et les interactions des groupementsrg® en N

terminal et K° avec les carbonyles des résidus le long de lamehmptidique et simulation du spectre IR des
conformations F4, F10, F11 de TZ4rbad
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Désorption laser sur micro-gouttelettes sous vide
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CHAPITRE V

Désorption laser sur micro-gouttelettes sous vide

1. Principe général de I'expérience

La mise en phase gazeuse de biomolécules chargeegméralement réalisée par
I'électro-nébulisation (ESI) ou par désorption lasessistée par matrice (MALDI). Ces
méthodes de production sont dites « douces » legr gérmettent de ne pas trop dénaturer ou
fragmenter les espéeces qui peuvent étre analyséespectrométrie de masse. Par contre, les
études par spectrométrie de masse (a I'exceptigsnedpériences de mobilité ionique) ne
permettent pas a priori de savoir si la structemsdaire/tertiaire des biomolécules ainsi que
celles de complexes non-covalents sont consereégslll passage de la phase condensée a la

phase gazeuse.

Réservoir dispenser
e 300 mbar
®
1071 mbar
,r"f 105 mbar TG e
IR Laser

Figure 1: Expérience de désorption laser sur nugrattelettes en phase gazeuse

Dans le but d’étudier des complexes non-covaleatidlécules biologiques, I'équipe
a déeveloppé une nouvelle technique originale dee mis phase gazeuse de biomolécules,

initialement proposée par I'équipe de B. Brutsthy.notre connaissance, seule une autre

183



équipe japonaise utilise cette techniqueeffort principal porte sur la mise en ceuvre dgun
désorption laser sur micro-gouttelettes (LILBID phaser-Induced Liquid Bead lonization /
Desorption) directement sous vide avec une déteckds ions désorbés par spectrométrie de
masse a temps de vol (Figure 1). L'un des avantdge®tte nouvelle source par rapport aux
sources a électrospray est d’étudier en phase gazades molécules biologiques dans des
conditions au plus proche de celles de la phasélkq Je vais présenter la techniqgue MALDI
et les études sur les jets liquides qui sont dgiloe du développement de la technique
LILBID.

1.1 MALDI

En MALDI, les molécules d'intérét sont piégées dame matrice constituée de
molécules organiques ou de fines poudres de maxéégers* et soumis a l'irradiation d’un
laser, généralement dans I'UV ou parfois dans Il& matrice va absorber I'énergie incidente
apportée par le laser et produire une plume derptéso, éjectant sous vide les molécules
d’intérét ainsi que les résidus de la matrice. latrive sert a plusieurs titres. Dans le cas de
matrices solides (poudre de graphite par exempi&yistallines apres évaporation du solvant
utilisé pour sa préparation, elle doit assurer on mélange des molécules d’intérét sans
formation d’agrégat. En matrice, les moléculestéiiét sont incorporées dans I'état de charge
présent en phase condensée, en présence ou noontle-ions qui assure la neutralité.
L’énergie déposée par le laser de désorption ti@tadbsorbée efficacement par la matrice (et
non par les molécules d’'intérét) en un temps cfiypiguement quelques ns) afin d’éviter la
redistribution de I'énergie vers la molécule hoge diffusion thermique. Deux régimes ont
été mis en évidence suivant la fluence du lasdailfle fluence, les especes isolées neutres et
ioniques sont désorbées sous vide alors qu’a Hugece, on passe a un régime d’ablation
dans lequel la matrice explose et libére des atgétmmatrices et de molécules piégées.
Plusieurs processus physiques ont lieu en MALD&bkorption initiale du rayonnement UV
ionise les molécules de la matrice et éjecte destréhs sous vide. Une conversion interne
rapide chauffe localement et rapidement la surfecéa matrice pour former la plume qui se
développe perpendiculairement a la surface. Degtioda chimiques ion-molécule
interviennent dans la plume (notamment des traisstr protons) dans les premiéres us et

jusqu’a ce que les collisions le permettent. Ladpmbion d’espéces ioniques est relativement
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faible par rapport & I'éjection de neutres, entié &t 10° et la température de la plume est
estimée & 1000 K.

Bien que la technique MALDI soit considérée, av&dettrospray, comme une
méthode d'ionisation « douce », elle produit ungpprtion importante de fragmenits’ mais
elle est plus tolérante a la présence de selsuenigue I'ESI. Une autre caractéristique du
MALDI par rapport a I'ESI est de produire de faiblétats de charge, le plus souvent des
molécules simplement protonées ou déprotonées. fose des problemes de détection des
molécules de grandes tailles par spectrométrie atesey mais diminue les effets indésirables

de répulsion coulombienne sur la structure adopéédes molécules en phase gazetse.

Il existe deux grandes familles de molécules quveseg de matrice solide pour
produire des espéeces ioniques. Pour I'étude d'espgmtonees, il faut utiliser des molécules
acides donneuses de proton, alors que pour |'é@ad@spéces déprotonées, il faut utiliser des
molécules accepteuses de proton (bases). On peelea que les études sur les molécules
neutres, entrainées dans une détente supersoniguesées par laser, utilisent des matrices
le plus souvent & base de poudre de carbone cosépted®L'un des problémes intrinséques
au MALDI est la faible reproductibilité du signaliahs, due principalement a la faible
homogénéité du mélange initial. L'utilisation de trni@es liqguides comme le glycérol s’est
révélée intéressante pour augmenter la reprodiikgibMais cette molécule n’absorbe pas
dans 'UV et il faut alors ajouter a la solutioneumolécule avec chromophore ou bien utiliser
un laser de désorption dans I'IR. Hillenkastgl. ont, par exemple, détecté des doubles brins
d’ADN avec cette méthode en partant de concentstitvés faibles, inférieures a la

picomole!*

1.2 Désorption laser sur jet liquide

Plusieurs groupes ont travaillé sur la désorptionjsts liquides afin de pallier aux
problemes de reproductibilité connus de la techmiflALDI sur matrice solide. Un jet
liquide peut étre généré sous vide par injectiosauant a travers un petit orifice de 10 a 20
pm de diametre a des pressions de 10 a 100 bsespgbpageant a des vitesses de plusieurs
dizaines de métres par secont® Bien qu'une grande quantité de liquide soit intritel
dans la chambre sous vide, la pression résiduelle @ire maintenue relativement bassé”(10
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mbar) en utilisant un piége refroidi a I'azote dgi en bout de jet. Les jets liquides d’alcool
sont plus faciles a mettre en ceuvre que les puglies d’eau a cause de leurs températures de
fusion plus basség.

Les ions biomoléculaires sont éjectés sous videésapbsorption d’'une impulsion
laser. Cette technique LILBID (laser induced ligui@am ionisation desorption) a été
introduite par plusieurs groupes dont ceux de Tnd¢w'® au Japon et B. Brutschyen
Allemagne. La désorption peut étre réalisée avecimpulsion UV ou IR et les mécanismes

d’ionisation sont alors différents.

Dans l'expérience de Kondow, le laser de désorptomet dans I'UV qui est
directement absorbé par les molécules d'intéré&.dlectrons éjectés de la surface du jet par
irradiation laser laissent la surface chargée pesitent et, lorsqu'un ion en surface subit une
énergie de répulsion électrostatique supérieurenaésergie de solvatation, il est désorbé et
peut étre détecté par le spectrométre de nfadleont montré que les ions possédent une
vitesse d’éjection de I'ordre de 700 m/s et peuvardg produits avec ou sans molécules de
solvant. Les agrégats géenérés peuvent ensuite ievajes molécules de solvant, ce qui réduit

leur énergie interne.

La désorption peut étre effectuée par absorptiaim dayonnement IR, dont la
longueur d’onde est centrée sur une bande d’absorpitense du solvant, autour de 10 um
pour les alcools (vibration COH) ou 3 um pour I'e@ans ce cas, c’est le solvant qui fait
office de matrice et qui absorbe I'énergie incigemlusieurs modéles ont été introduits pour
expliquer les mécanismes impliqués dans la désorpéser IR sur jet liquide. Brutschy a
d’abord suggéré que lI'absorption du rayonnemerr lasluit une transition de phase rapide
au dela du point supercritique du solvant entraisarvaporisation soudaiftAu cours de la
vaporisation et au fur et a mesure que la densitkgdide décroit, la constante diélectrique
diminue jusqu’a atteindre 1 (vide) et les ions déaptés opposees vont alors se recombiner.
Seules les particules ayant été éjectées avecrandegénergie cinétique et qui se trouvent
assez éloignées d’un contre ion peuvent alorsdétectées par spectrométrie de masse. Ce
modele « lucky survivor » correspond donc a un ggeas de recombinaison ionique avorté.
Comme suggéré pour la technique MALDI, la propaortides ions éjectés initialement
présents en solution est estimée &.1G profondeur de pénétration du laser dans lpgat

étre variée en ajustant la longueur d’onde et lagamce du laser de désorption, mais il est
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admis que seuls les ions initialement proches deitace du liquide sont détectés alors que
des agrégats neutres de molécules issues deiimtétu jet peuvent étre énfislun autre
modeéle proposé par Abet al. suggére gue lI'absorption subite de I'énergie dépqsar le
laser crée une onde de choc puis une explosiomitpee du liquide? Le liquide est dispersé
sous forme de tres petites gouttelettes chargées trgusferent leurs charges aux
biomolécules. La tension de surface de la micraigtmite est trop petite pour supporter
plusieurs charges et libére les molécules d’intéogis vide. Les auteurs ont montré que ce
modele de dispersion du liquide est cohérent aagobservations expérimentales, telle que
I'évolution du courant d’'ion détecté en fonction ldeconcentration initiale des molécules
dans la solution et ceci sur plusieurs ordres dadgur jusqu’a la saturation observée a
hautes concentratiofs.

(a) (k)
i T SO :
ReTOfL—y 1 :
| W |
| =
P
_.-"'._—..-JI.'“--—--.-.
TOF M5 I
analysit O R . TSP

a— Al —
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Figure 2: (a) Désorption laser sur jet liquide &tedtion des ions par un spectrometre de masseps e vol en

régime pulsé (Montage du groupe d’Abel). (b) Sigliedns du cytochrome C en fonction du délai d’extion.

Le montage expérimental de I'expérience de désworpur jet liquide avec détection
des ions par spectrométrie de masse a temps dsstvptésenté sur la figure 2a. Le temps de
vol fonctionne en régime pulsé, a la méme frequeeele laser de désorption, ce qui permet
de varier le délai d’extraction des ions et d’asahfia dynamique de la désorption en fonction
du temps. La distribution de la vitesse des iorsod#s peut ainsi étre déduite. Les spectres

de masse du cytochrome C, en fonction du délaitidietion, sont reportés sur la figure 2b.
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Les ions simplement et doublement protonés somictis entre 7 et 10 yus apres le tir laser.
Les vitesses d’éjection des ions sont comprisese €3600 et 5000 m/s. En augmentant
I'énergie incidente du laser de 0.5 a 0.7 mJ, tasge d'éjection des ions augmente et

guelques fragments du cytochrome C apparaissenigg@grands temps d’extraction.

Cette technique LILBID est considérée comme unénaui de vaporisation douce car
le taux de fragmentation des biomolécules est faide en optimisant les conditions de
focalisation et d’intensité du laser. De plus, desnplexes non-covalents spécifiques de
peptides et d’ADN ont été détect€$>? ce qui laisse supposer que les biomolécules

désorbées conservent, au moins en partie, leursstes natives.

2. Génération de micro-gouttelettes liquides sous vide

L’inconvénient principal de la désorption sur geintinu est le tres faible rendement
d’'ions rapporté a la consommation de produit. Adie palier ce probleme, I'équipe de
Brutschy a proposé de réaliser la désorption laserdes micro-gouttelettes générées a la
demande, & la méme fréquence que le laser de tiésdrpa taille des gouttes est de I'ordre
de 50 um de diamétre, ce qui correspond a un #@svolume de 60 pL. La limite ultime
atteinte pour détecter des ions avec un rapportaklguit suffisant est inférieure a la
femtomole?”?® Il faut quand méme noter que cette valeur estitBdu nombre de gouttes
irradiées (entre 5 et 100) pour obtenir un spedtrenasse moyenné. Mais pratiquement, le
dispenseur est reli€ a un réservoir qui contieos ppu moins 1 ml de solution a des
concentrations de l'ordre de 1-100 uM ce qui se@maghe des concentrations utilisées dans
des nano- et électro-sprays. Des systémes dertredag masses ont été détectés par LILBID,
par exemple des oligonucléotides de masse supéraurMéga Daltof”?® De plus, cette
technique semble étre plus tolérante a la préseéacels ioniques dans la solution, qui pose
souvent un probléme en ESI. Ceci est particuliergrmééressant pour étudier des protéines
trans-membranaires insolubles sans détergentsi sbguinutilisables en ESY. Enfin, cette
technique de désorption est particulierement daaceelle semble préserver les complexes

spécifiques de protéin@s*ou de systétmes RNA-ligatfdnitialement présents en solution.

La génération de micro-gouttelettes liquides sade impose des défis techniques car

il faut éviter au maximum I'évaporation et la colag®n du liquide qui se produit aux basses
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pressions. Ceci peut étre obtenu en produisangdestelettes dans une région a haute
pression résiduelle et en transférant les goutéslelans une chambre maintenue a basse
pression par pompage différentiel. Je vais maimtepeesenter le montage expérimental que
nous avons construit au laboratoire pour produde douttelettes et détecter les ions par

désorption laser sous vide.

2.1 Générateur de gouttelettes

Nous avons acheté un dispenseur piézo-électriquerqtitop) qui génere, a la
demande, des gouttelettes de 50 um de diamétigendrateur se compose d’'un capillaire en
verre qui est entouré par un actionneur piézoédgtrtubulaire (Figure 3). L'extrémité du
capillaire a un diamétre de 50 um. Lorsqu'une isipul électrique est envoyée au pi€zo,
celui-ci se contracte et envoie une onde de chamapiliaire en verre, qui transmet a son tour
la vibration au liquide. Comme I'extrémité du ckgpik est ouverte, il s'en échappe une goutte
dont le diamétre est environ égal a celui de Kerité, ici 50um, ce qui correspond a un
volume de 60 pL. Les caractéristigues de I'impuls@ envoyer dépendent du liquide et
surtout de sa viscosité. Pour une solution aqueusbpn fonctionnement requiert des valeurs
typiques de 100 V avec une durée d’'impulsion daf0

‘)Opm
e

T = 60us

B

T =100us T =120us

Figure 3: Schéma du générateur de gouttelettesolltiop. La contraction du piézoélectrique crée umgeode
choc qui libére une goutte a la sortie du capélaBéquence temporelle de I'éjection de la goutte.

Le dispenseur est disposé dans une premiere emc@ins vide primaire (pression

supérieure a la pression de vapeur saturante didédijet rempli d’une solution (ml) de
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biomolécules a une faible concentration (uUM), cepgumet de mener des études sur de trés
faibles quantités (ug-mg). Les gouttelettes somttéps a une vitesse de quelques métres par
seconde et sont imagées par deux caméras CCD afisuidre leur progression et de
déterminer leur temps d’arrivée dans la zone d'ation située dans une deuxieme enceinte
sous vide secondaire (#10° mbar). Le vide dans la premiére enceinte est miaintonstant

en ajustant I'ouverture d’'une vanne micro fuite.

L’'un des points critiques est de transférer la tpbette (50 um) d’'une premiére
chambre haute pression (300 mbar) a travers une gd&corceur de 300 pm et 500 pm
d’ouverture vers la chambre & basse pression (ifar) ou a lieu la désorption (Figure 4).
Ceci a nécessité la construction de plusieurs mgestanécaniques afin de réduire les
turbulences engendrées par le pompage différearited les chambres. Le pointé de la goutte
doit étre stable a plus ou moins 100 um (apresancoprs de 10 cm) et 2 pus (apres 5 ms de
vol libre) pour optimiser la désorption laser asdes coups (10 Hz). Le dispenseur est monté
sur une potence dont la position horizontale péat &ustée suivant les deux axes x/y. On
regle manuellement la hauteur du dispenseur pgroraf@au premier écorceur. La téte du
dispenseur est incorporée dans une monture pie€toglee afin de régler son orientation par
rapport au premier écorceur et de compenser léatioas de trajectoires de la goutte au jour
le jour. Toutes les montures (translation et ir@Bon) sont commandées électriquement sous

vide de 'extérieur.

P=300 mbar Générateur
‘ —_—

Microgouttelette:

l Ecorceur 1
P=10"1 mbar Ecorceur 2 | —
A ‘ , Pompage

P=10-° mbar :
' —_—
/ ‘ , Pompage
Infrarouge

Figure 4: Schéma du transfert de la goutte vezete de basse pression ou est effectuée la désorpti

Micro fuite
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Lorsqu’une gouttelette liquide dans les conditiom®males de température et de
pression T = 300 K,P = 1 atm) est mise sous vide de facon soudaineret idolée du milieu
environnant, elle se retrouve hors équilibre thetpmamique et un refroidissement évaporatif
a lieu. On peut alors se demander si la goutteldtechanger de phase, c’est-a-dire se
solidifier, car méme si sa température descendemsadis de sa température de fusion la
gouttelette peut rester liquide dans un état madtéestsuper-refroidi. Dans une récente
publication, L. Zilch et al.®® décrivent I'évaporation de gouttelettes d'eau swmite
secondaire. Selon leurs calculs, des goutteleteswidon 5pum de diametre, soit 10 fois plus
petites que dans notre cas, passent par un é&tipidi et sont solidifiées au bout de 3 ms
environ. llIs montrent également que I'évolutiontdmps au bout duquel les gouttelettes sont
solides augmente a peu prées linéairement avecdmédie de la goutte, on peut donc
s’attendre a une solidification au bout de 30 msrpme gouttelette de 50m de diametre.
Dans notre expérience, les gouttes arrivent dagsrna d’interaction avec le laser en 5 ms.
Elles sont donc restées liquides. Nous pouvonsi dessonfirmer en visualisant la
vaporisation de la gouttelette apres absorptiotader IR. Nous obtenons les mémes images
sous vide qu’'a l'air libre (Figure 5). De plus, dpectre d’absorption de I'eau est différent
suivant sa phad&et nous n'avons pas di changer la longueur d’chdiaser pour observer

la vaporisation.

Figure 5: Images de la goutte a I'air libre avan,s et 20 us aprés I'absorption du faisceau IR.

2.2 Laser OPO IR large bande de désorption

Etant donné la densité d’énergie surfacique reqouigg la désorption (de I'ordre de
100 MW/cni®), nous avons choisi d'utiliser un laser OPO acablel dans I'IR autour d’une
longueur d’onde de 3 um. La Figure 6 montre le sehélu laser OPO IR large bande. Un
cristal non-linéaire de niobate de Lithium, LiNHE&st pompé par un faisceau d’'une longueur
d'onde de 1,064m issu d'un laser Nd:YAG impulsionnel nanosecorideux miroirs de
chaque coté du cristal forment une cavité qui pemttemplifier la lumiere produite par le
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processus non linéaire d’amplification paramétriquesein du cristal. C’est une conversion
de fréquence qui permet d’obtenir le faisceau IR.aau total trois faisceaux : la pompe, le
signal et le complémentairal(er). Par convention, le faisceau de plus petite lengual’onde

est le signal. Du fait de la conservation de I'éierle processus non-linéaire obéit a

I'équation suivante :
Wy = Wy + W,
avecwp, ws, etwc les pulsations des faisceaux de pompe, du siguial eomplémentaire.

C’est ce dernier qui constitue le rayonnement IR fan veut optimiser. On doit
également satisfaire la condition similaire posrvecteurs d’onde en vertu de la conservation
de la quantité de mouvement des photons. D’auiite Ipas de la propagation dans le cristal,
ces trois faisceaux de longueurs d’onde différeated générés avec des vitesses de groupes
différentes. Par conséquent, méme si elles sophase au début du cristal, les ondes perdent
leur cohérence lors du trajet et ne sont plus gze&es temporellement. Aprés une certaine
distance parcourue, elles sont méme en opposidgrhese et le processus inverse se produit

alors : un photon de pulsatiaig et un autrecy. donnent un photony, . Cette distance est

appelée «longueur de cohérence » et est quantifiége le désaccord de phase

—

Ak =k, —kg — k. dont la norme eshk :%(nsa)S +n.@. — N, ). Cette grandeur physique

intervient dans la formule du gain :

2
. (sin[Ak;D
2 - a)Sa)CC K 282

G
ngng [Ak I j

oul est la longueur du cristal,la vitesse de la lumiere dans le vidg, 'amplitude du champ

électriqgue du faisceau de pompeKatn facteur dépendant de la susceptibilité noralneédu

second ordre du cristal.

Pour maximiser le gain, il faut donc compenserif@ince de vitesse de groupe en
annulant le désaccord de phask. On peut le faire grace a [l'utilisation de cristau

biréfringents dans lesquels il est possible d’a&jukt valeur de l'indice optique d’un faisceau
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par son angle d’incidence dans le cristal et saraltion. Il existe dans le cristal une
direction de polarisation linéaire de la lumierévant laquelle I'indice optique ne varie pas en
fonction de I'angle d’incidence. Cette direction d#e « axe ordinaire ». Par contre, la méme
lumiéere polarisée perpendiculairement a cette degnvoit son indice optique dépendre de
'angle et on parle alors d'« axe extraordinairdl >s’agit ensuite de choisir convenablement
les polarisations des faisceaux et I'angle de caliperistal de maniere a ce que l'accord de
phase soit possible pour la gamme de longueur &' dédirée. Concretement, il est nécessaire
de fixer le cristal sur une monture de rotatiom afe pouvoir I'orienter par rapport a I'axe du
faisceau de pompe. D’autre part, il faut bien séitler a ce que les trains d’ondes puissent
interagir en les superposant spatialement et tegliporent dans le cristal. Pour cette raison il
est préférable que les trois vecteurs d’onde saelméaires § nul sur la Figure 7), on parle

alors d’accord de phase colinéaire.

Miroirs de M4 M35
cavité / m

Cristal de
LiNbO;
M2 >
' 3
‘/MJ Absorbeur
L Laser NdYAG
M1 de pompe
Figure 6: Laser OPO
) AK
Ke - K.
D) 0
Ko

Figure 7: schéma des trois vecteurs d'onde desopbkate pompe, du signal et du complémentaire rilnste

désaccord de phase.
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Il existe toute une gamme de couples de fréquerge®t wc qui satisfont la
conservation de I'énergie mais I'accordabilité fenae notre OPO sera déterminée par la
condition d’accord de phase. La position angulduecristal détermine la longueur d’'onde
d’émission, typiquement comprise pour notre systéenistal de LiINbQ) entre 2.5 et 4um.
Comme nous l'avons précisé auparavant, le gainmabeést obtenu poutik =0, c’est a dire
gue pour une pulsation désirég nous devons choisir une valeur de l'indice optigue
ajustant la position du cristal. Cependant, dest@i® avec des valeurs des et wc
légerement différentes sont produits par le mémecgasus non linéaire et ce avec
suffisamment de gain pour que ce mode subsiste Garvité. On observe donc un
élargissement spectral du faisceau de sortie (lgptamentaire en I'occurrence). En d’autres
termes, pour une position du cristal fixée, il éxigne distribution en pulsation pour laquelle
le désaccord de phase n’est pas trop grand et ito@din gain suffisant. Par analogie et
toujours pour une position du cristal donnée, isexune distribution en angle des photons
générés enwc pour laquelle le gain est également suffisant. dbtient donc un cbne
d’émission faisant un angle d’environ 5 mrad avedlirection du faisceau de pompe. La
largeur spectrale (estimée a plus de 50"cest déterminée par les propriétés du faisceau de
pompe, les propriétés du cristal et I'angle d’iecide du faisceau de pompe par rapport a la

direction du cristal.

Le faisceau laser IR est focalisé par une lentibairte focale (10 cm) placée a
l'intérieur de la chambre a vide. Il existe un $€0i7 mJ) a partir duquel la vaporisation de la
goutte est observée a la caméra. Il faut généraleagmenter I'énergie laser a 1.5 mJ pour
détecter un signal d’ions. Le fait que la lentglat a I'intérieur de la chambre sous vide nous
empéche de contrbler parfaitement le pointé durlase rapport a la goutte. Suivant la
longueur d’onde du laser IR et I'alignement dudagu par rapport a la lentille, 'image de la
vaporisation de la goutte change, ce qui sembléjuied que différents mécanismes de
vaporisation ont lieu. De plus, en augmentantdinsité laser a 4-5 mJ, on observe un plasma
trées lumineux. Le signal d'ions détecté dépend aeglitions laser (intensité et pointé). Je
vais décrire ci-dessous notre montage du tempsolleqwi permet de détecter les ions

désorbés.
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3. Spectrométre de masse a temps de vol et détectioesdons

La désorption laser est réalisée dans la zonerd@idn d’'un spectrométre de masse a
temps de vol équipé d’'un détecteur d’'ions a galette micro-canaux. L'optimisation du
signal d’'ions dépend des conditions laser (longaéamde, intensité), de I'endroit et du délai
entre la désorption et I'extraction pulsée du gpeckire de masse. Les ions issus de la
désorption sont produits avec une distribution desge autour de 800 m/s quasiment
indépendante de la masse des iBri8.De plus, I'énergie cinétique des ions n'est pas
constante a cause des collisions dans la plumeesgergtion. Enfin, les ions peuvent étre
formés a différents moments au cours de la désorptCes caractéristiques limitent la

résolution en masse autour de 50 dans la gamméodDdton.

Une maniere de compenser partiellement ces effdtde découpler en temps la
formation des ions de leur extraction. Ceci esligégar la méthode d’extraction retardée. Il
faut noter que cette technique ne permet pas dpauwser la distribution initiale de vitesse
des ions issus de la désorption. La désorptionfegefe dans une premiére zone du
spectrometre de masse sous champ continu (zorEigire 8) avant que les ions ne soient
dirigés vers la zone d’extraction/accélération gactrométre ou I'on applique des champs
intenses pulsés. En ajustant la valeur du champneoet le délai d’extraction de la deuxiéme
zone, on peut ainsi réduire I'effet des collisisus la distribution d’énergie cinétique des ions
et sélectionner les ions suivant leurs temps dmdtion®’3° Stephen A. Martiret al. ont
ainsi montré que la résolution en masse sur deg®ralcléotides (m/z 9470) produits par
MALDI était grandement améliorée entre le mode raret le mode d’extraction retardée,
passant de 1300 a 4080 L utilisation d’un réflectron qui compense ledféiences d’énergie

cinétique initiale des ions augmente encore laluéiso qui atteint alors 10 000.

La figure 8 présente schématiquement les diffésentaes de notre spectromeétre de
masse a temps de vol. Il est composé de trois z&mde les plaques P1 et P2, c’est la zone
d’extraction retardée. Une tension continue dedferde 100 V est appliquée sur la plaque P1,
la plaque P2 étant a cet instant a la masse. Liedéahee et troisieme zones correspondent a
'extraction et I'accélération pulsée. Les plagir et P3 recoivent deux tensions pulsées
variables en intensité et durée et la derniereygld®y} est a la masse. Les tensions appliquées
sont de l'ordre de 3 et 2.5 kV et la durée du pelstede I'ordre de 3us. Le délai entre le tir

laser et les tensions pulsées est ajusté par wrajéar de délais avec une résolution de 10 ns.
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Pratiguement, on obtient la meilleure résolutioteemneilleur rapport signal a bruit pour des
délais courts, de l'ordre de 5-7 us. Les ions safbcalisés a l'aide d'une lentille

électrostatique (Figure 9) vers un détecteur bipwla galettes de micro-canaux. La lentille
d’Einzel se compose de quatre plaques dont le drandes deux plagues du milieu est plus
grand (R > r). On applique une tension continuelesideux plaques centrales (800-1000 V)
en mode positif ou négatif respectivement pourites protonés et déprotonés, les deux

plaques externes étant a la masse.

‘
»
»

________________________ Q-

1

P2 P3 I

Figure 8: La zone d’extraction des ions

Figure 9: La lentille type einzel
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4. Simulations SIMION

J'ai effectué des simulations de trajectoiresidas avec le programme SIMIONI
faut tout d’abord définir la géométrie du spectrinmede masse et les tensions sur les
différentes plaques afin de calculer les champdrélstatiques. Les simulations sont calculées
en fonction des tensions et des conditions ingi§besition, vitesse) des ions. Le programme
SIMION nous permet d’ajuster les tensions appligugax plaques pour que les ions soient

effectivement focalisés au niveau du détecteur.

a)
Détecteur Lentille Extraction
‘ | L = | | | ‘
| | ‘ - o [ ‘
oV
b)
Détecteur Lentille Extraction
‘ | | B = T
‘ | ‘ m | | Il ‘
- 975V

Figure 10 : Simulation des trajectoires de troisside vancomycine déprotonée (m/z 1449) en foncléoleurs
positions initiales. Les tensions appliquées ssiplaques sont P1=-150 V, P2= -2660 V, P3= -22@&aNks les
deux cas et la tension appliquée sur les plaqudss léatille est (figure 10a) VDC= 0 V et (figur®id) VDC= -
975 V.
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Lentille Extraction

975V -975V -2260V-2200 Vv

ov ov ov -150 V

Figure 11: Agrandissement de la région d’extracgbtentille d’Einzel. Les conditions sont les mémqme celle
sur la figure 10b.

Figure 12: Visualisation du potentiel électrostatiqessenti par les ions.

La simulation de trajectoire des ions de vancong/ciéprotoné de masse 1449 Da est
reportée sur les figures 10 et 11, en fonctionedesl positions initiales. Chaque ligne de
différente couleur représente la trajectoire d’'on.iLes tensions appliquées sur les plaques
sont P1=-150 V, P2=-2660 V, P3=-2200 V. Lessiont une énergie cinétique initiale de
0.01 eV avec un cone de distribution angulaire itlesse de 90°. La figure 10 montre bien
I'effet de la lentille. Sur la figure 10a, on ne ingas de tension sur la lentille et les ions
divergent. Sur la figure 10b, on applique une mmsle -975 V aux plaques de la lentille et
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les ions sont focalisés sous l'effet du potentiéegar la lentille et se trouvent au point focal
au détecteur. La figure 11 fait un zoom sur la zdextraction et la zone de la lentille. La
carte d’énergie potentielle en 3D est égalemenhéersur la figure 12 qui nous donne une

visualisation du champ électrique dans notre erpés.

5. Résultats

La nouvelle expérience de désorption laser suraygouttelettes et détection des ions
par spectrométrie de masse a temps de vol estanammtopérationnelle. Nous avons effectué
plusieurs tests pour optimiser les différents paia@es de I'expérience, principalement sur les
caractéristiques du temps de vol. Au niveau durlasgus ne connaissons pas la longueur
d’'onde d’émission de 'OPO IR, mais nous savonsr guelles orientations du cristal nous
pouvons détecter des ions et ceci est parfaitereprnbductible.

Nous avons reporté sur la figure 13 les specteeasse des ions vancomycine (m/z
1449) en mode négatif suivant le délai d’extractidaur un délai court, de I'ordre de 1-2 us,
on observe uniguement des ions du solvant, darsaseles agrégats d’eau négativement
chargés. Nous n'avons pas la résolution en masse peéterminer exactement la
stoechiométrie des agrégats, entre ,(ld-OH] et [(H:O)],. En augmentant le délai
d’extraction a 7 us, on détecte les ions de la aarycine simplement déprotonée, puis a 10
us son dimere, et enfin un signal du trimére 3lus fard. Au bout de 15-20 ps, on ne détecte
plus aucun signal d’ions. La production des conmgdegle la vancomycine intervient donc
plus tard dans la désorption, sur une échelle dasl@omme on peut le constater sur ces
spectres de masse, la désorption ne produit paslerdragments et les ions sont simplement
déprotonés, alors qu'il existe deux groupementdesctarboxyliques susceptibles de perdre

un proton.
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Figure 13 : Spectre de masse de la vancomycinee@ajonction du délai d’extraction retardée. (bBj:fonction

m/z

de lintensité laser.

Nous avons analysé l'effet de I'intensité laserl@pparition du fragment -44 (COO)
de la vancomycine (Figure 13 b). Nous observonsauil d’apparition du signal d’ion a 1.5
mJ sur la vancomycine sans observer de fragmer?. AJ, le signal augmente mais le
fragment apparait. A 3 mJ, le signal du fragmenteplus intense, alors que le signal sur

I'ion vancomycine n‘augmente plus.

L’apparition d’ions fragments dépend aussi de laérule désorbée. Le spectre de
masse de la bradykinine (m/z 1060) en mode possiifreporté a la figure 15. L’ion est
détecté simplement chargé, alors que la bradykiposséde deux sites basiques Arg, sans
aucune fragmentation. Les pics de masse dans ianrégs petits m/z correspondent aux
agrégats de solvant DMSO qui est rajouté a laisol@tgueuse pour augmenter la viscosité de
la solution. A droite, on constate le gain en nésoh en utilisant une extraction retardée (en
bas) par rapport a une désorption réalisée diregtendans la zone d’extraction du
spectrometre de masse. De plus, un petit signaindfragment est observé qui doit

certainement provenir de collision dans la plumeékorption.
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Figure 14 : Spectre de masse de la bradykinine efenpositif. A droite, effet de I'extraction retaém sur la

résolution en masse.
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Figure 15 : spectre de masse de la vancomycine ebiiplexe avec son récepteur membranaire (LysAfd-

Finalement, nous avons pu observer des complexesavalents de la vancomycine
avec son recepteur membranaire Lys-Ala-Ala (FiglBg que nous avions déja étudiés par
spectroscopie laser et mobilité ionique en les pigaht avec une source E$f3 Nous
n'‘avons pu observer le complexe qu'en mode nég@da correspond bien, d’aprés nos
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études structurales, aux bonnes conditions pogeprér I'interaction spécifique du récepteur
avec la vancomycine et préserver la structure @ativcomplexe. L'intensité du signal sur le
complexe n’est pas aussi importante qu'avec I'EBl'on avait autant de complexe que de
monomere. Les conditions d’intensité laser sonpen élevées afin d’augmenter l'intensité
du signal d’ion, ce qui se traduit par un signalfidgment sur la vancomycine important,

mais pas sur le complexe.

6. Développements expérimentaux en cours

6.1 Couplage de la désorption laser avec une détenteparsonique

Nous proposons de coupler la désorption laserjatypulsé supersonique de gaz rare.
La désorption laser peut en effet étre effectusteja la sortie d'une vanne pulsée, qui produit
un jet supersonique capable d’entrainer et deidefries especes désorbées. Nous pouvons
utiliser une vanne pulsée développée dans le grduptr. Even (Université de Tel-Aviv) qui
génere des courtes impulsions (10-20 us) avec @ssipns en amont tres élevées (jusqu’a
100 bar)**

L’utilisation d’'un jet supersonique présente plusge avantages. Tout d’abord, il
devrait permettre d’entrainer efficacement les ks désorbées en les confinant suivant
'axe de propagation du jet. Au cours de I'expanstd par thermalisation avec les atomes du
gaz porteur, on espére obtenir un faisceau de miekdien collimaté ayant une énergie
cinétique faible autour de I'eV (définie par laegse des atomes du jet) et ainsi améliorer la
résolution en masse. Cela devrait aussi permetrerefroidir rovibrationnellement les
molécules pour des applications de spectroscopar.l&inalement, I'utilisation de la vanne
«Even» devrait nous permette de créer des agrdgfatsle grandes tailles pour optimiser la
production de complexes biomolécule-Ar et ainsliséaune spectroscopie IR par la méthode

du « messager ».

Le jet supersonique entraine les especes jusqa@nka d’extraction d’un spectrometre
de masse a temps de vol perpendiculaire a I'axprolgagation du jet. Ce spectromeétre est
muni d’un réflecteur électrostatique qui améli@aedsolution en masse. Une autre possibilité

offerte par l'utilisation d'un jet supersonique e pouvoir étudier les especes neutres,
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libérées lors de la désorption laser. Comme noasotis vu lors de nos études sur les
molécules chargées, le passage de la phase coadets@hase gazeuse peut se traduire par
un changement de structure important dd a la glertéécrantage électrostatique du solvant.
Les sources actuelles de mise en phase gazeuseléeuhas neutres (chauffage, désorption
laser sur matrice) nécessitent de grandes quawnl@gsoduits (plusieurs centaines de mg),
interdisant I'étude de systémes pertinents poubiddogie. On peut donc espérer que le
développement de cette nouvelle source a désorlasmm permette d’étendre les études en
phase gazeuse de molécules et de complexes noleasvad’intérét biologique et
pharmaceutique dans des conditions moins pertwebast au plus proche de celles

rencontrées en phase condensée.

Dans le cas des especes neutres, un laser U¥jeaté au montage afin de les ioniser
avant qu’elles n’arrivent dans le spectrométre, mentdans les expériences de spectroscopie
R2PI. Un systéme de sélection en masse électpstadist placé juste avant le réflectron.
Ensuite, un laser OPO sera envoyé sur les ioniad ge rebroussement du reflectron pour
réaliser la spectroscopie IR et les ions parenteagtnents seront détectés dans la deuxieme

partie du temps de vol.

Je vais décrire ci-dessous le principe de l'entnaient des molécules désorbées et du

refroidissement dans un jet supersonique.

6.1.1 Le jet supersonique

Une détente consiste en une expansion d’'un gamlément a la pressionp et a la
température d; a travers un orifice de faible diametre D et dams enceinte maintenue a une
pression B inférieure a B Lors de l'expansion, I'énergie thermique des asnest
transformée par collisions successives en énengé&ique translationnelle. Les distributions
angulaires et en vitesse sont trés étroites, ddréode 0.3 mrad et 1%. Le refroidissement
translationnel obtenu est ~1 K. Une détente es ditpersonique lorsque la vitesse de
I'écoulement v dépasse la vitesse locale du s&ti@est alors caractérisée par un nombre de
Mach M supérieur a l'unité : M=v/a.

Le gaz sort avec une vitesse supérieure a cellsodua la pression qui regne dans

I'enceinte, donnant ainsi naissance a un front déoappelé « bouteille de Mach » et qui
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confine le gaz a l'intérieur de celle-ci (Figure).lGa localisation du disque de Mach ne
dépend que du rapport entre les pressions de laes@let en sortie B Pour une tuyere de
diameétre d’ouverture donnée, plus le différentielpitession sera important, plus la zone de

silence sera longue. La distance de Maglpeut étre estimée par I'expression suivante :
P, . L .
Xy = 067D B ou D : le diamétre de la tuyere
B

Pratiguement, le diamétre de la tuyére est derkodd 100-500 um, et le rapport des
pressions est supérieur a’10a distancexy est alors largement supérieure a la distance au
spectrometre de masse, et les molécules sont dodié€s isolées, sans collision avec le gaz
résiduel. Afin d’augmenter le différentiel de presset donc la longueur de la zone de
silence, on place la tuyére en face d’'un écorcausg situe a quelque centimétre en aval, la
pression résiduelle dans la deuxieme chambre ¢tastbasse. La forme de I'écorceur est
conigue, d’'une ouverture de 200-500 um avec urille parois ajusté pour réfléchir I'onde

de choc de la détente sans perturber le jet.

a Frorcewr séparant s ©oche Liraite b
( ) denx Eru:e'nfes Bouteille de choc ( )

Paint triple a

— Disgue de Mach

\“"‘-—-—._.—-—-—'—"'__"F - 1ES
\-“'—‘—E Zone de silence , BE,

*u 1EY

Py bar Py= 10 rabrar ® -on o= = =

Figure 16: (a) Schéma de I'expansion supersoni@oe.Evolution de la température, pression et véess
hydrodynamique du jet en fonction de R#3.

Pour limiter la vitesse de pompage, on utiliseydane Even pulsée, qui a un temps
d’ouverture court de l'ordre de 20-50 us. Le diamete la tuyére est de 100 um, ce qui
permet d’augmenter la pression en amont jusqu’alid8 tout en conservant un bon vide
dans la chambre d’expansion. La vanne est puldaéar®&me fréquence que celle des lasers
soit 10 ou 20 Hz. La synchronisation de la vanngueiaser est réalisée par un générateur de

retard.
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6.1.2 Refroidissement rovibrationnel

La température T, la pression P et la densité durgaépendent du rapport R# et
décroissent tres vite avec la distance a la tuyerevitesse hydrodynamique du jet atteint sa
valeur limite tres tét au cours de I'expansion (ifgg 16b). La vitesse translationnelle des
atomes dans le jet supersonique est de 1740pmsr I'hélium et de 550 rifspour I'Argon.

TR _ (@j; = (”(R)jy_l = 1 avecM (R) = 33R" - R/
To R Mo 1+V2_1|v| (R)?

L’efficacité du refroidissement du jet supersonigse déterminée par le nombre de collisions
inélastiques entre les atomes du gaz porteur (lde,) &t les molécules a étudier. Le taux de
collision Ny, dépend de la densité du gag du diametre de la tuyére D, de la section
efficace de collision du gaz porteur, du nombreMaeEh M(R) et du rapporg des capacités

calorifiquesC, etC, :*

1

Ne = \/Enoag

s

(1+y2_1|\/| (R)ij(y_l)

Le nombre de collisions est pratiqguement indépendargaz porteur. Mais la vitesse
du refroidissement est supérieure pour les atoreegad lourds (Ar, Kr, Xe) par rapport a
'hélium ou au néon. Généralement, on utilise i@ pour obtenir un refroidissement
efficace des molécules alors que I'Ar (ou le X®@sia les moyens) est préféeré pour former
des complexes faiblement liées (par exemple lesabgsl). L'un des inconvénients majeurs
des jets supersoniques est leur incapacité a defreefficacement les grosses molécules (m >
1000), car le taux de collision décroit tres vitel'énergie interne initiale des molécules

augmente avec leurs tailles.
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Figure 17: piece métallique collée sur la vanner gmorcer I'expansion isotrope du gaz pour ne gased la

trajectoire de la goutte avant la désorption laser.

Des premiers tests de faisabilité pour coupler &sodption laser avec le jet
supersonique ont été faits a la fin de la thesé.d& Poully. Le probleme principal vient du
fait que la trajectoire de la goutte ne doit pas @erturbée par I'expansion du gaz afin de
s’assurer que le pointé de la goutte ne bouge pas gvoir une interaction avec le laser de
désorption efficace. Si I'ouverture de la vanndfe@ue au moment ou la goutte est dans
'axe du jet, la trajectoire de la goutte n'est pasturbée au moment de la désorption. Mais
les molécules désorbées seront entrainées paoné dionde de la détente sans pouvoir
« rentrer » dans le jet, la ou les collisions destplus nombreuses. Si la vanne s’ouvre avant

gue la goutte soit sur I'axe du jet, les gouttesrsiedéviées par I'onde de choc.

Dans ces conditions, I'entrainement des molécussrtbées ne sera pas efficace et le
refroidissement encore moins. Afin de palier a ceblgme, il faut écranter I'expansion
isotrope du gaz suivant la direction de propagatide la goutte, c'est-a-dire
perpendiculairement a I'axe du jet. Des premiestst®nt été faits en collant une piece
triangulaire a la sortie de la tuyere (Figure 1) mermet d’écorcer le jet et en regardant a la
caméra la trajectoire de la goutte. Dans ces donditla goutte n’est quasiment pas deéviéee et
la désorption laser peut avoir lieu juste devantiere, la ou I'entrainement et le nombre de
collisions seront optimum. Le fait d’écorcer le fjisigue de perturber la détente adiabatique et
diminuer I'efficacité de refroidissement. Dans éegériences de désorption laser sur barreau
métallique, faites par exemple dans le groupe dBwhcan, le probleme est le méme puisque
le barreau est adjacent a la tuyere et coupe Isuefi80°. Néanmoins, des complexes ion-

solvant avec ou sans atomes de gaz rare attadla@ségat sont détecté&ce qui prouve que
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'expansion est encore assez efficace dans cestioosgd méme si, dans ce cas, les molécules

étudiées sont de petites tailles.

6.2 Trappe a ions quadripolaire (Trappe de Paul)

Un autre développement envisagé pour cette nauegférience est de guider par des
lentilles électrostatiques pulsées les ions danpiéige de Paul (Jordan Inc). Le piége sera
localisé juste avant la zone d’extraction du specétre de masse a temps de vol, ce qui
permettra d’extraire des paquets d’ions bien defigpatialement et temporellement et
d’obtenir ainsi une meilleure résolution en masaesde spectrometre de masse a temps de
vol.

L’autre avantage de I'utilisation d’'un piege estplossibilité de contrbler et définir la
température des ions piégés en le couplant avecyostat dont on peut varier la température
de 10 a 300 K. Cette technique permettra de stabilies complexes tres faiblement liés,
voire de solvater les biomolécules par des atoneegat rare (Ar, Xe) ou des molécules
(H20, Hy), comme il a été montré dans les groupes de WRNIL)* et M.A. Johnson (Yale

University) sur des peptides protori&s®

De plus, un tel refroidissement des ions biomokices est particulierement
intéressant pour les applications de spectrosdaeper. La faible énergie de liaison de ces
complexes permet de réaliser une spectroscopie hitoglissociation IR a un photon
(méthode dite du « messager ») avec des lasergaffboPO et ne nécessite donc plus
I'utilisation de laser a électron libre (CLIO a @y. De plus, I'hétérogénéité
conformationnelle des biomolécules est réduiteésmlution spectrale est de I'ordre dutm
ce qui permet d’enregistrer les spectres d’exoitaélectronique et vibrationnelle de chaque
conformere. Le groupe de T. Rizzo (EPFL, Lausarmdg premier, démontré les grandes
potentialités de ce type d’étude sur des systéingsles’*? ou des peptides contenant une
dizaine d'acides amings™ et a clairement ouvert la voie aux développemeetse type

d’étude sur le plan international.

207



7. Conclusion

Cette nouvelle technique combine les avantagesndtisodes ESI et MALDI sans avoir
leurs inconvénients pour les méthodes expérimentwisagées ici. En ESI, les ions sont
formés, avec une bonne efficacité, directement @irpd’une solution diluée et sortent
désolvatés, multichargés et généralement non fratfi®eTous ces avantages sont conservés
dans la présente technique qui, de plus, perméaide fonctionner I'expérience en régime
pulsé, comme en MALDI, ce qui est bien adapté aechriiques tres sensibles de
spectrométrie de masse par temps de vol et derspeapie avec des lasers impulsionnels.
Un autre avantage, par rapport au MALDI, est queiltée de désorption (la gouttelette) est
constamment renouvelée et sa petite taille (50 psb)bien adaptée a celle du laser de
désorption focalisé. Cela permet d’envisager deshodés spectroscopiques nécessitant
'acquisition de milliers de spectres de masses samir de probleme de stabilité de signal
tout en ne consommant que de trés faibles quantigdgroduit (10 000 gouttelettes
représentent moins d'1 pl de solution). De plusjédaorption laser est réalisée directement
sous vide, a I'inverse de I'électrospray qui néitestes optiques électrostatiques et des vides
différentiels pour acheminer les ions de la pressibmosphérique vers le spectromeétre de
masse. On peut donc espérer que les moléculesrteutsles complexes non-covalents
initialement formés en solution ne seront pas &ctvés lors de la mise en phase gazeuse.

Une autre possibilité de cette source est de poeviainer les molécules désorbées dans
un jet supersonique. Dans ce cas, il sera alorsiljesd’étudier les especes neutres ce qui
n'est pas possible avec un ESI. Les sources agtugd mise en phase gazeuse de molécules
neutres (chauffage, désorption laser sur matriéegssitent de grandes quantités de produits
(plusieurs centaines de mg), interdisant I'étudsygtemes pertinents pour la biologie. Il faut
néanmoins démontrer la faisabilité de I'expérieraair une densité de molécules neutres
ensemencées dans le jet suffisante pour qu'ellentsmnisées par laser et détectées par
spectrométrie de masse. Finalement, il est prévtadsférer les molécules désorbées dans un
piege a ions quadripolaire. Ceci permettra un oemiient spatial et temporel optimum
nécessaire pour améliorer la résolution en masgeretettre des études par spectroscopie

laser.

208



Références

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Morgner, N., Barth, H. D. & Brutschy, B. A newawto detect noncovalently bonded
complexes of biomolecules from liquid micro-droplél laser mass spectrometry.
Australian Journal of Chemistry 59, 109-114 (2006).

Kohno, J., Toyama, N. & Kondow, T. lon formatianthe gas phase by laser ablation
on a droplet beanChem. Phy. Let 420, 146-150 (2006).

Tanaka, K. The origin of macromolecule ionizatiry laser irradiation (Nobel
lecture).Angewandte Chemie-International Edition 42, 3860-3870 (2003).

Karas, M. & Hillenkamp, F. Laser Desorption toation of Proteins with Molecular
Masses Exceeding 10000 DaltoAsalytical Chemistry 60, 2299-2301 (1988).
Knochenmuss, R. & Zenobi, R. MALDI ionizationhd role of in-plume processes.
Chemical Reviews 103, 441-452 (2003).

Georgiou, S. & Koubenakis, A. Laser-induced makejection from model molecular
solids and liquids: Mechanisms, implications, apgl&ations.Chemical Reviews

103 349-393 (2003).

Quist, A. P., Huthfehre, T. & Sundqvist, B. U. Potal Yield Measurements in
Matrix-Assisted Laser-Desorption Using a QuartzstalMicrobalanceRapid
Communications in Mass Spectrometry 8, 149-154 (1994).

Stevenson, E., Breuker, K. & Zenobi, R. Intemrargies of analyte ions generated
from different matrix-assisted laser desorption&ation matricesJournal of Mass
Spectrometry 35, 1035-1041 (2000).

Madler, S., Erba, E. B. & Zenobi, R.Applications of Maldi-Tof Spectroscopy 1-36
(SPRINGER-VERLAG BERLIN, Berlin, 2013).

Bolbach, G. Matrix-assisted laser desorptionziation analysis of non-covalent
complexes: Fundamentals and applicati@wsrent Pharmaceutical Design 11, 2535-
2557 (2005).

Terrier, P., Tortajada, J., Zin, G. & Buchmawh,Noncovalent complexes between
DNA and basic polypeptides or polyamines by MALDDH. Journal of the American
Society for Mass Spectrometry 18, 1977-1989 (2007).

Nir, E., Grace, L., Brauer, B. & de Vries, M.FEMPI spectroscopy of jot-cooled
guanineJournal of the American Chemical Society 121, 4896-4897 (1999).

Piuzzi, F., Dimicoli, I., Mons, M., Tardivel,.B. Zhao, Q. C. A simple laser
vaporization source for thermally fragile molecutesipled to a supersonic expansion:
application to the spectroscopy of tryptoph@hemical Physics Letters 320, 282-288
(2000).

Kirpekar, F., Berkenkamp, S. & Hillenkamp, FetBction of double-stranded DNA by
IR- and UV-MALDI mass spectrometnpnalytical Chemistry 71, 2334-2339 (1999).
Kleinekofort, W., Avdiev, J. & Brutschy, B. Aew method of laser desorption mass
spectrometry for the study of biological macromales.International journal of

Mass Spectrometry and lon Processes 152, 135-142 (1996).

Wattenberg, A., Sobott, F., Barth, H.-D. & Bhy, B. Laser desorption mass
spectrometry on liquid beamisur. Mass Spectrom 85, 71-76 (1999).

Kondow, T. & Mafune, F. Structures and dynanetsolecules on liquid beam
surfacesAnnual Review of Physical Chemistry 51, 731-761 (2000).

Mafune, F., Takeda, Y., Nagata, T. & KondowFdrmation and Ejection of Cluster
lons from a Liquid Beam of Aniline Ethanol Solutibg Laser Photoionization.
Chemical Physics Letters 199, 615-620 (1992).

Kleinekofort, W., Pfenninger, A., Plomer, Tri€singer, C. & Brutschy, B.
Observation of noncovalent complexes using lasgudéed liquid beam

209



20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

ionization/desorptionnternational journal of Mass Spectrometry and lon Processes
156, 195-202 (1996).

Mafune, F., Kohno, J., Nagata, T. & KondowMechanism of lon Ejection from a
Liquid Beam Following Laser Photoionizatidbhemical Physics Letters 218 7-12
(1994).

Sobott, F., Kleinekofort, W. & Brutschy, B. @at selectivity of natural and synthetic
ionophores probed with laser-induced liquid beamnssrspectrometryAnal ytical
Chemistry 69, 3587-3594 (1997).

Horimoto, N., Kohno, J., Mafune, F. & Kondow,Hjection mechanism of molecules
and neutral clusters from liquid beam under irradraof IR laserChemical Physics
Letters 318 536-542 (2000).

Abel, B. et al. Applications, Features, anccNBnistic aspects of liquid water beam
desorption mass spectrometimpternational journal of Mass Spectrometry 243 177-
188 (2005).

Charvat, A. & Abel, B. How to make big molecuféy out of liquid water:
applications, features and physics of laser askigjeid phase dispersion mass
spectrometryPhysical Chemistry Chemical Physics 9, 3335-3360 (2007).
Kleinekofort, W., Schweitzer, M., Engels, J. 8Brutschy, B. Analysis of double-
stranded oligonucleotides by laser-induced liquedrh mass spectrometry.
International Journal of Mass Spectrometry and lon Processes 163 L1-L4 (1997).
Wattenberg, A., Sobott, F., Barth, H. D. & Behty, B. Studying noncovalent protein
complexes in aqueous solution with laser desorptiass spectrometrinternational
Journal of Mass Spectrometry 203 49-57 (2000).

Hoffmann, J., Schmidt, T. L., Heckel, A. & Bsahy, B. Probing the limits of liquid
droplet laser desorption mass spectrometry in tiad¢yais of oligonucleotides and
nucleic acidsRapid Communications in Mass Spectrometry 23, 2176-2180 (2009).
Rapp, E. et al. Atmospheric Pressure Free ditnfrared MALDI Mass
Spectrometry: Toward a combined ESI/MALDI-Liquid i©@matography Interface.
Analytical Chemistry 81, 443-452 (2009).

Hoffman, J. et al. Studying the stoichiometoésembrane proteins by mass
spectrometry: microbial rhodopsins and a potassamthannelPhysical Chemistry
Chemical Physics 12, 3480-3485 (2010).

Morgner, N., Klainschroth, T., Barth, H.-D.,dwig, B. & Brutschy, B. A Novel
approach to analyse membrane Proteins by Laser $fasstrometry: From Protein
Subunits to the Integral Complek.Am. Soc. Mass Spectrom 18, 1429-1438 (2007).
Mager, F., Sokolova, L., Lintzel, J., BrutscBy,& Nussberger, S. LILBID-mass
spectrometry of the mitochondrial preprotein tranake TOMJournal of Physics-
Condensed Matter 22 (2010).

Morgner, N. et al. Bindings Sites of the VIRMA Element TAR and of TAR
Mutants for Various Peptide Ligands, Probed withRID: A New Laser Mass
SpectrometryJ. Am. Soc. Mass Spectrom 19, 1600-1611 (2008).

Zilch, L. W., Maze, J. T., Smith, J. W. & Jdd,0M. F. Freezing, fragmentation, and
charge separation in sonic sprayed water droplatsnational Journal of Mass
Spoectrometry 283 191-199 (2009).

Focsa, C. et al. Wavelength-selective vibraigrexcited photodesorption with
tunable IR sourcesournal of Physics-Condensed Matter 18, S1357-S1387 (2006).
Zhou, J., Ens, W., Standing, K. G. & VerentawikA. Kinetic-Energy Measurements
of Molecular-lons Ejected into an Electric-Field lhatrix-Assisted Laser Desorption.
Rapid Communications in Mass Spectrometry 6, 671-678 (1992).

210



36.

37.

38.

39.

40.

41].

42.

43.

44,

45,

46.

47.
48.

49.

50.

51.

52.

Gluckmann, M. & Karas, M. The Initial lon Velbcand Its Dependence on Matrix,
Analyte and Preparation Method in Ultraviolet Matassisted Laser
Desorption/lonizationJournal of Mass Spectrometry 34, 467-477 (1999).

Brown, R. S. & Lennon, J. J. Mass Resolutioprimmement by Incorporation of
Pulsed lon Extraction in a Matrix-Assisted Laseisbtion lonization Linear Time-
of-Flight Mass-Spectrometefnalytical Chemistry 67, 1998-2003 (1995).

Vestal, M. & Juhazz, P. Resolution and Massufacy in Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-Flighf. Am. Soc. Mass Spectrom 9, 892-911 (1998).
Mineo, P., Vitalini, D., Scamporrino, E., BampaS. & Alicata, R. Effect of delay
time and grid voltage changes on the average mialemass of polydisperse
polymers and polymeric blends determined by delayehction matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrameRapid Communicationsin

Mass Spectrometry 19, 2773-2779 (2005).

Juhasz, P. et al. Applications of Delayed Etioa Matrix- Assisted Laser Desorption
lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry to @imgicleotid AnalysisAnal. Chem
68, 941-946 (1996).

Dahl, D. A. SIMION for the personal computeréflection.International journal of
Mass Spectrometry 200, 3-25 (2000).

Poully, J. C. et al. Combining ion mobility rmagpectrometry and infrared
multiphoton dissociation spectroscopy to probestingcture of gas-phase
vancomycin-Ac(2)(L)K(D)A(D)A non-covalent complebaternational Journal of
Mass Spectrometry 297, 28-35 (2010).

Poully, J. C. et al. Probing the specific iat#ions and structures of gas-phase
vancomycin antibiotics with cell-wall precursoraélgh IRMPD spectroscopy.
Physical Chemistry Chemical Physics 12, 3606-3615 (2010).

Even, U., Jortner, J., Noy, D., Lavie, N. & €a-Magos, C. Cooling of large
molecules below 1 K and He clusters formatigournal of Chemical Physics 112
8068-8071 (2000).

Schermann, J. Bpectroscopy and Modelling of Biomolecular Building Blocks
(Elsevier, Amsterdam, 2008).

Gregoire, G., Brinkmann, N. R., van Heijnsberd®., Schaefer, H. F. & Duncan, M.
A. Infrared photodissociation spectroscopy of Mg®@@}(n) and Mg+(CO2)(n)Ar
clustersJournal of Physical Chemistry A 107, 218-227 (2003).

Wang, X. B. & Wang, L. Rev. . Instrum. 79, 073108 (2008).

Kamrath, M. Z. et al. Vibrational Characteriaatof Simple Peptides Using
Cryogenic Infrared Photodissociation of H(2)-Taggdass-Selected londournal of
the American Chemical Society 133 6440-6448 (2011).

Garand, E. et al. Determination of Noncovaleotking by Infrared Spectroscopy of
Cold Gas-Phase Complexé&sience 335 694-698 (2012).

Leavitt, C. M. et al. Isomer-Specific IR-IR Owea. Resonance Spectroscopy of D-2-
Tagged Protonated Dipeptides Prepared in a CryodeniTrap.Journal of Physical
Chemistry Letters 3, 1099-1105 (2012).

Stearns, J. A., Boyarkin, O. V. & Rizzo, T.Fhectroscopic signatures of gas-phase
helices: Ac-Phe-(Ala)(5)-Lys-H+ and Ac-Phe-(Ala)jal0ys-H+. Journal of the
American Chemical Society 129, 13820-+ (2007).

Boyarkin, O. V., Mercier, S. R., Kamariotis, & Rizzo, T. R. Electronic
spectroscopy of cold, protonated tryptophan anakiye.Journal of the American
Chemical Society 128 2816-2817 (2006).

211



53. Stearns, J. A., Guidi, M., Boyarkin, O. V. &R0, T. R. Conformation-specific
infrared and ultraviolet spectroscopy of tyrosireesdéd protonated dipeptiddsurnal
of Chemical Physics 127 (2007).

54. Nagornova, N. S., Rizzo, T. R. & Boyarkin, Q.MNighly Resolved Spectra of Gas-
Phase Gramicidin S: A Benchmark for Peptide Stmec@alculationsJournal of the

American Chemical Society 132, 4040-+ (2010).

212



CONCLUSION GENERALE

213



214



CONCLUSION GENERALE

Mon travail de these a porté sur I'étude des pévgsi structurales de peptides de
grandes tailles, contenant plusieurs centainemies, en phase gazeuse. Les études des
systemes biomoléculaires complexes posent de noxwasllenges tant expérimentaux que
théoriques. Nous avons proposé de coupler troimigaes expérimentales complémentaires,
la spectroscopie IR, la spectrométrie de mobild@ique et la fragmentation induite par
capture électronique, pour caractériser la stractdies biomolécules. L’analyse et
linterprétation des résultats expérimentaux onteséité un travail de simulation trés

important qui a constitué une grande partie de travail.

L’originalité de ce travail tient dans la combir@isde techniques expérimentales qui
sont le plus souvent utilisées indépendamment hes des autres. Chaque méthode peeut,
priori, permettre d’étudier la structure de biomoléc@egphase gazeuse et des changements
conformationnels en fonction, par exemple, de lguséce peptidiqgue ou de son état de
charge. L'expérience de mobilité ioniqgue donne s@ex parameétres structuraux globaux du
systeme par la mesure de la section efficace figstih. En complément, la spectroscopie IR
permet de sonder plus précisément les interac{mmsype liaisons hydrogene) intra et inter
moléculaires. Cette approche avait été validéd'éwde de complexes de la vancomycine
avec son récepteur membranaire lors de la thégeCddoully en 2009. La vancomycine est
une molécule relativement rigide car cyclique, aé eduit grandement le nombre de
conformations. Les peptides amyloides et les tpipdoe zippers que j'ai étudiés sont, par
contre, beaucoup plus flexibles et présentent unbme croissant de structures compatibles
avec les données de mobilité et de spectroscopi®ldds avons donc proposé d'utiliser la
fragmentation induite par capture électronique (E€Bmme sonde locale des interactions

entre les groupements protonés et les carbonytekaisons peptidiques.

L’ECD a historiguement été utilisée comme une méthde fragmentation pour
révéler la structure primaire des peptides. Comatee dechnique repose sur la formation
d’especes radicalaires instables, il a été initiglet suggéré que la fragmentation avait lieu
avant redistribution compléte de I'énergie. Suivegitte hypothese, il est alors envisageable
de corréler la distribution des fragments c/z alestructure du peptide en moment de la
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capture électronique. Plusieurs équipes de reckemfit ainsi essayé d'obtenir des
informations structurales en analysant les spe&if&3, soit en partant de la structure native
adoptée en phase liquide, soit par comparaison@a®&cecherches conformationnelles d’'ions
isolés en phase gazeuse. Pour notre part, nous ewrpartis des structures issues de
dynamiques moléculaires et sélectionnées par lalitdolmnique et spectroscopie IR pour

valider I'analyse structurale des spectres ECD mEs#tides amyloides et des tryptophane
Zippers.

Nous avons constaté que la spectroscopie IRMPDIasirions flexibles de grandes
tailles, étudiés a température ambiante, ne sepddeétre tres discriminante en termes de
structure. Les spectres expérimentaux sont pedussd les décalages spectraux entre les
différentes séquences sont faibles. Les peptidadoptent pas de structures secondaires
parfaites avec un seul type de séquences de lg@alsairogene. De plus, les différences entre
les spectres vibrationnels simulés sont faibleseembe structure globulaire et une structure
étendue dans lesquelles il existe une diversitdialsons G, Cyp ou Gs. En principe,
'expérience de mobilité ionique devrait étre phgaptée pour discriminer des structures
secondaires différentes. Pratiquement, nous obserua pic principal de mobilité dont la
largeur peut étre plus grande que celle attendue poe seule conformation. Il faut alors
supposer que plusieurs structures, dont les dift&® de sections efficaces de diffusion sont
inférieures a la résolution de I'expérience, sadspntes dans les conditions expérimentales.
Nous avons aussi constaté que pour ces taillegmtedps (contenant 12 a 17 acides aminés),
les sections efficaces de diffusion calculées pes structures différentes pouvaient étre

assez proches, ce qui ne permet pas d’attribusrasahbiguité la structure des peptides.

D’'une maniere générale, I'apport des résultats’HED s’est révélé tres utile pour
'analyse structurale car la distribution d’intebésiles fragments c/z peut présenter de grandes
variations d’'un systéeme a l'autre et, sur un mégstésne, en fonction de I'état de charge.
Nous avons proposé une analyse trés simple basékssinteractions des groupements
protonés avec les carbonyles pour induire la fragat®n de la liaison N-Cadjacente. Cette
analyse est directement tirée du modéle de Codaels lequel la capture électronique a lieu
sur un groupement protoné NHen interaction avec un carbonyle et suivi d’'umsfart
électron-proton conduisant a la rupture de ladidl-G,. Cette approche reste compatible

avec le modele d’'Utah-Washington dans lequel Kdtanent électronique a lieu directement
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sur le carbonyle, avec une stabilisation de I'albitico par interaction avec une charge
positive proche. Nous avons montré qu’il était guesde corréler la distribution d’intensité
des ions c/z avec les interactions spécifiguesgdmgpements ammonium sur les carbonyles
le long de la séquence peptidique. Ces informatimpermettent pas de déterminer d’'une
maniére univoque la structure adoptée par les gegqtimais apportent des données
supplémentaires et complémentaires qui affinenttribaution structurale basée sur les
expériences de mobilité et de spectroscopie IRn des objectifs dans le futur sera de valider
sur des systemes plus grands I'apport des étudesapture électronique pour déterminer les

structures des peptides multichargés.

Les deux peptides étudiés ont des caractéristispnesturales différentes. Les peptides
tryptophane zippers forment des structures enlégilirés stables en phase condensée et I'un
des objectifs a été de savoir si ce type de streictait conservé en phase gazeuse. Dans les
trois séquences étudiées TZ1, TZ4 et J44nous avons constaté que la structure native des
tryptophane zippers n’était que partiellement corés La structure « idéale » en feuiliea
une énergie trés élevée et donc une trés faibleapilité d’étre peuplée en phase gazeuse,
méme si les peptides adoptent plutét une formdéemlans laquelle on peut retrouver la
formation d’un coude dans la partie centrale. Déades études en phase condensée, il a été
suggéré gue des interactions de type stacking Ergnesidus des tryptophanes stabilisent la
forme en feuille3. En phase gazeuse, nous n’avons pas constatffé@enties significatives
entre les structures adoptées par les peptides €[ZRZ4,,4 OU deux tryptophanes sont
substitués par des alanines. L'étude du peptifie.-A est encore plus compliquée car il
adopte différentes structures suivant la naturealvant et le pH de la solution. Ce peptide a
une plus forte probabilité de former une structa@iée et partiellement en feuillBta pH
neutre, alors qu’'une forme hélicoidale est faverigébas pH. Nous avons effectivement
observé un changement de structure en fonctioriétet Ide protonation, avec un passage
d’'une forme repliée pour [By.-24°" vers une structure étendue avec des motifs eneh@lj
et hélicea pour [AB12o4>". Il faut aussi noter que dans le cas de TZ1, avoess observé un
dépliement du peptide avec 'augmentation de I'é@tcharge, qui est relié aux effets de

répulsion coulombienne entre les groupements péston
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Les spectres de mobilité ionique, de spectrosdépiet de fragmentation ECD ont été
obtenus sur des montages expérimentaux indépen@ants les trois cas, une source de type
électrospray est utilisée, mais il est difficile dentroler les conditions de mise en phase
gazeuse afin de s’assurer que les peptides adojgjours la méme structure. Ceci est
particulierement important quand on cherche a sasiola structure native du peptide est
conservée lors de la désolvatation. L'un des oifgepour le futur serait d’obtenir sur un
méme montage des informations structurales compitaines. L'une des possibilités est de
sélectionner par mobilité ionique les conformatiodss ions afin de simplifier les
interprétations des études par spectroscopie (geaupes de de T. Rizzo a Lausanne, de Ph.

Dugourd a Lyon et Ph. Maitre a Orsay) ou ECD (geodit. Williams a Berkeley).

Dans tous les cas, I'analyse des données expédlasntepose sur un travail de
simulation important. Si les calculs de sectiorfc@fes de diffusion peuvent étre effectués
sur des systemes de grandes tailles, les simudatierspectres vibrationnels nécessitent un
traitement quantique qui impose une limite endaiNlous avons ainsi utilisé une méthode
hybride chimie quantique/semi-emprique (QM/SE) afinterpréter les spectres IRMPD des
peptides protonés. L'exploration de la surface d¢emtielle des systemes moléculaires
flexibles de grandes tailles pose un vrai challengeus avons employé la dynamique
moléculaire par échange de répliques (REMD) quiéggrdes milliers de conformations
différentes. Ces calculs sont réalisés en utilisanthamp de force AMBER, qui présente
'avantage de permettre de propager les dynamigeadant des temps relativement longs
(plusieurs nanosecondes) avec des moyens de oadcldstes (1 semaine de temps de calcul
avec un cpu). Mais les champs de force classiqmesti@ développés pour I'étude des
systemes biologiques de tres grandes tailles eseptendensée et leur validité n’est pas bien
établie pour la détermination des structures ddigep de tailles intermédiaires en phase
gazeuse. Nous avons constaté des variations inmpestales sections efficaces de diffusion
calculées suivant la méthode de calcul pour lesnigdations des structures entre AMBER et
des méthodea priori plus précises, semi-empirique AM1 ou de chimiengjgae DFT. De
plus, ces changements dépendent manifestement steutdure adoptée par le peptide, les
formes repliées étant celles qui voient leurs eastifficaces de diffusion augmenter le plus,
par rapport aux formes en feuilltou étendues. Il serait sans doute intéressanbdeop
utiliser des champs de force polarisables (AMOER&r exemple) pour la dynamique

moléculaire afin d’avoir une meilleure représemtatdes interactions électrostatiques pour
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ces systemes chargés. Le développement des dyresmigaléculaires biaisées est aussi
potentiellement tres prometteur afin de restreirdneploration de la surface de potentielle
dans les régions ou les molécules ont des seatificaces de diffusion compatibles avec la

mesure expérimentale.

J'ai également présenté un nouveau montage expédiren cours de développement
au laboratoire qui porte sur une désorption lasemscro-gouttelettes liquides sous vide et
détection des especes ioniques par spectrométrizadse a temps de vol. C'est une méthode
de vaporisation originale qui peut servir d’altgivia aux techniqgues couramment employées
telles que I'ESI ou le MALDI. Avec cette source, peut espérer que les molécules et surtout
les complexes non-covalents initialement formésaation ne seront pas trop activés lors de
la mise en phase gazeuse et conserveront leutwstucative. La source est maintenant
opérationnelle mais il reste encore des améliarati@ apporter au dispositif expérimental.
Les ions sont émis avec une grande dispersion ijeneinétique qui dégrade la résolution
en masse du spectrométre de masse a temps deowd. pfoposons de transférer les ions
issus de la désorption laser dans une trappe ierdggadripolaire. L'utilisation d'un piége a
ions présente plusieurs avantages. Il permet ddisec spatialement et temporellement les
ions et peut étre inclus facilement au spectromi#renasse a temps de vol sans dégrader sa
résolution. Deuxiemement, la trappe peut étre idiraa basses températures (~10 K) ce qui
permettra de développer des applications de specipe laser sur des ions froids pour
étudier leur structure. Un deuxiéme développementepa sur le couplage de la désorption
laser a un jet supersonique de gaz rare. La désotpser peut en effet étre effectuée juste a
la sortie d’'une vanne pulsée qui produit un jetesspnique de gaz rare capable d’entrainer et
de refroidir les espéces désorbées. Un autre ayamta cette nouvelle source de mise en
phase gazeuse est la possibilité d’étudier descespaeutres libérées lors de la désorption

laser et entrainées dans le jet.
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Annexe : Dimeére TZ4

1. Résultats de I'expérience de mobilité ionique

Les profils temporels de diffusion (ATD) des pepsdTZ4"* et [TZ4modf" sont
donnés sur la figure 1. On voit que le spectre ldmoe séquence se compose de deux pics
principaux bien distincts. La distribution isotopédes ions de TZ4et de [TZ4mod{ en
fonction du temps de diffusion dans la cellule debilité est aussi reportée. Pour chaque
séquence, les deux pics de diffusion sont attricauds monomére et dimere de TZ4 et
TZ4mod. Les monomeéres ont été interprétés dankdpitte IV. La détection des diméres a
également été confirmée sur le montage expérimeetdtolytechnique en 2013, mais nous
n‘avons pas pu enregistrer les spectres de fragimemtECD car le signal était trop faible. Il
faut rappeler que, a méme concentration, le pidiohére de TZ4 est plus intense que celui du
TZ4mod.

Les profils temporels des ions dimeres sont repaté la figure 2. La section efficace
de diffusion du dimére de TZ4 quatre fois protoréde 592 A + 8 A? celle du dimére de
TZ4mod est de 560 A+ 8 A% La section efficace de diffusion du dimére de &4 plus
grande que celle du TZ4mod. La diminution de ldisecefficace de diffusion du dimére de
TZ4mod par rapport a TZ4 est de 6%, alors qu'eitgt @e 9 % pour les monomeres. Les
parties grisées représentent les simulations dfil peonporel de diffusion pour une seule
conformation dont la section efficace est centrgdesmaximum du pic principal. La largeur
a mi-hauteur expérimentale est similaire a celleut@e pour une conformation unique. Ceci
suggéere qu’'une seule, ou un nombre limité de camdbtions dont les sections efficaces de
diffusion sont similaires, est peuplée dans ceslitions expérimentales.
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Figure 1: Profil temporel des pics de diffusiordatribution isotopique des ions correspondant mdesse m/z
de Tz4* (& gauche) et [TZ4mod](a droite).
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Figure 2: Profil temporel de diffusion (s) des iatimére de [2TZ4+4H] (en trait rouge) et [2TZ4mod+4H](
en trait noir).

2. Calculs des sections efficaces de diffusion

Trois dynamiques moléculaires par échange de ié&gsgigREMD) ont été lancées pour
obtenir le plus grand nombre de conformations jesidu dimére de TZ4. Elles sont initiées
en partant des trois conformations différentes gmt&es schématiquement sur la figure 4.
Pour chaque conformere, TZ4 a une structure eregippais les structures des dimeres sont
différentes. Dans la conformation 1, les deux mo@@® forment un feuillgt paralléle alors
qgue dans la conformation 2, ils sont orientés deiéna antiparallele. Pour la conformation 3,
les deux monomeéres sont en orientation antipagal#dis partiellement dissociés. Chaque

simulation donne environ 2000 conformeres de dimtable et moins de 10 % sont dissociés.
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Conformation 1 Conformation 2 Conformation 3

Figure 4: Les trois conformations initiales poudimamique moléculaire

Les familles de structures obtenues par les trgigamhiques sont données dans les

tableaux 1, 2, 3. Les conformations sont regroupéeasng grands groupes :

- Les structures « A » désignent un dimere en fedlentiparallele,

- Les structures « O » dont les deux monomeres sozipper et le dimere est ouvert,
- Les structures « F » pour lesquelles le dimere tedape forme globulaire repliée,

- Les structures « ZF » ou I'un des TZ4 est en zigp&autre est replié,

- Les structures « E » ou les deux monomeres soctrormations étendues.
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Tableau 1: Sections efficaces de diffusion (CCS3nratrgies relativesAE) des structures des diméres de TZ4
générées a partir de la conformation initiale 1.

Conformation AE (kcal/mol) CCS (A
min max

AntiParalléle
Al 39 45 600
A2 19 28 606
A3 45 51 615
A4 29 33 617

Ouvert

01 18 22 602
02 23 45 619
03 18 23 624
o4 17 23 648
05 27 49 652

Replié-Replié
F1 0 5 613

Tableau 2: Sections efficaces de diffusion (CCS3retrgies relativesAE) des structures des dimeres de TZ4
générées a partir de la conformation initiale 2.

Conformation AE (kcal/mol) CCS (A
min max
AntiParalléle
A5 43 49 592
A6 52 58 596
A7 49 63 605
A8 50 54 616
A9 50 63 645
OQuvert
06 45 65 614
o7 49 63 615
08 38 64 656
Zipper- Repliée
ZF1 25 33 617
ZF2 30 39 663
Etendue-Etendue
E1l 18 19 668
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Tableau 3: Sections efficaces de diffusion (CCS3nratrgies relativesAE) des structures des diméres de TZ4

générées a partir de la conformation initiale 3.

Conformation AE (kcal/mol) CCS (A
min max
Ouvert
09 37 39 640
010 32 35 641
Ol11 37 39 656
Zipper - Repliée
ZF3 16 32 639
Etendue-Etendue
E2 0 0 647

La premiere remarque importante est qu’il n’exiptes de conformation de basse
énergie de type zipper-zipper parallele méme sirtzulation est effectuée en partant de la
conformation initiale 1. Les structures zipper-#pg antiparalléles » ne sont générées que
par les simulations en partant des conformatioiiglies 1 ou 2. La dynamique a partir de la
conformation 3 ne donne pas ce type de struct@®trois dynamiques permettent de générer
les autres types de structures. En moyenne, lest@tes zipper-zipper (antiparalléle et
ouvert) sont hautes en énergie, alors que leststascétendue-étendue et replié-repliée sont
plus stables. Peu de conformations ont une seetificace de diffusion compatible avec
'expérience. Les sections efficaces calculées stagctures sélectionnées sont comprises

entre 592 A et 668 &, alors que la valeur expérimentale est de 59A%.8

Les structures en feuill§ antiparalléle Al, A2, A5, A6 et A7 sont celles aquit une
section efficace de diffusion la plus petite (ifdére & 606 A et la plus proche de la valeur
expérimentale. Les structures ouvertes O1, O2,t@went en moyenne une section efficace
de diffusion légérement plus grande (inférieurel8 8% de méme qu'un seul conformére
globulaire (F1), ce qui reste compatible avec l&nignce. Par contre, on peut exclure les
structures étendues E et mixte zipper-repliées diFogt en moyenne une section efficace
trop grande.

En moyenne la section efficace de diffusion degctires dimére peut étre arrangée
en l'ordre suivant Qa <Qf < Qo < Qze< Q. Les différentes structures sont présentées sur la

figure 5, 6, 7 ci-dessous, pour les structuregal@eaux 1, 2, 3, respectivement.
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Figure 5 : Structures de diméres générées en paktala conformation 1 (tableau 1). Les partiedemiillet
sont représentées en lettres vertes, les héligen &ttres violettes.
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Figure 6: Structures de diméres générées en patéalet conformation 2 (tableau 2). Les parties aanllet §

sont représentées en lettres vertes, les hélieedettres rouges et les hélicgged lettres violettes.
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Figure 7: Structures de diméres générées en paftatet conformation 3 (tableau 3). Les parties eanillEt 8

sont représentées en lettres vertes, les héalieedettres rouges et les héliceged lettres violettes.

3. Conclusion

J'ai présenté une analyse préliminaire des strestgossibles du dimeéere de TZ4.
Plusieurs dynamiques moléculaires par échange pleués ont été effectuées. Peu de
structures ont une section efficace de diffusiomgatible avec la mesure expérimentale. Les
conformations formant un feuill§ antiparallele, dans lesquelles la structure naiveipper
du monomere est conservée, donnent le meilleur@@aec I'expérience. Il est important de
rappeler que la structure native en zipper n'esttptalement conservée dans le monomeére
qui adopte plutét une structure repliée, avec pvasen du coude au centre de la séquence
peptidique. Par contre, la détection de diméres ane grande intensité pour TZ4, plus faible
pour TZ4mod et nulle pour TZ1 semble étre corrééec la plus grande stabilité de la forme
en zipper pour le premier. On peut noter que lagké@tion de la structure native du peptide

dans le dimére en phase gazeuse engendre desmoatifors hautes en énergie.
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Title:
Gas-phase structures of large biomolecules investigated through IRMPD
spectroscopy, Ion Mobility Spectrometry and Electron Capture Dissociation

Abstract:

Gas-phase studies of large biological molecules have emerged with the advent of
soft production methods of biomolecular ions under vacuum (like ESI or MALDI)
combined to mass spectrometry. The first aim of this work was to use three
complementary experimental techniques, namely IRMPD spectroscopy, ion mobility
mass spectrometry and electron capture dissociation ECD to probe the gas-phase
structures of amyloid APiz2s and tryptophan zippers TZ1 and TZ4 peptides. The main
originality of this study is to analyse the specific ¢/z product ion abundances in ECD
experiments with the structural information gained through IR spectroscopy and ion
mobility experiments. With this complementary approach, we were able to assign the
most probable gas-phase structures of these flexible peptides. In particular, it is shown
that the native structure of the peptides is not conserved in the gas phase. This study
relies on the interplay between experiments and theoretical calculations. To that end, we
used several theoretical methods, ranging for molecular dynamics using a classical force
tield (AMBER) to quantum mechanics calculations to simulate the vibrational spectra of
the peptides.

The second aim of this work was to design, develop and optimize a unique device,
coupling a novel source introducing biomolecules in the gas phase, based on laser
desorption from liquid micro-droplets directly into vacuum, coupled with a time-of-flight
mass spectrometer. This desorption source is an original alternative to the usual methods
(ESI or MALDI). Through mass spectrometry techniques, it should allow investigating the
complexation processes of non-covalently bound species in conditions as close as the ones
encountered in solution. We have recently obtained the first mass spectra. Due to the high
velocity spread of the desorbed ions, new developments are needed to improve the mass
resolution. In particular, we plan to transfer the ions in a quadrupole ion trap and to
perform the laser desorption in front a pulsed valve to stream the ions in the supersonic
expansion.
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RESUME en francais

Cette these présente une étude expérimentale et théorique de peptides protonés
contenant plusieurs dizaines d’atomes en phase gazeuse. Le premier objectif de ce travail
consistait a coupler trois techniques expérimentales complémentaires, la spectroscopie
IRMPD, la spectrométrie de mobilité ionique et la dissociation induite par attachement
d’électron (ECD), afin de caractériser la structure des peptides amyloides APi22s et de
tryptophane zippers TZ1 et TZ4. L’originalité de cette étude porte sur I'analyse de la
distribution d’intensité des fragments c/z obtenus en ECD en relation avec les
informations structurelles obtenues par mobilité et IRMPD. Grace a cette approche
combinée, nous avons pu proposer les structures les plus probables adoptées en phase
gazeuse par ces peptides flexibles. Nous avons montré que la structure native des
peptides n’était pas conservée au passage en phase gazeuse. L'interprétation des données
expérimentales repose sur un travail théorique important alliant des dynamiques
moléculaires utilisant un champ de force AMBER aux méthodes de chimie quantique au
niveau DFT pour simuler les spectres vibrationnels des peptides.

Le second axe de ce travail a porté sur la conception, la réalisation et la
caractérisation d’une nouvelle technique de mise en phase gazeuse de biomolécules et
leurs complexes non-covalents par désorption laser IR sur une micro-gouttelette liquide
directement sous vide. Cette technique originale pourrait étre une alternative aux
techniques ESI et MALDI. Nous avons obtenu les premiers spectres de masse et optimisé
les parametres importants de 1'expérience : longueur d’onde, intensité laser, résolution en
masse du spectrometre a temps de vol. D’autres développements sont en cours pour
améliorer la détection et la résolution en masse de ce type de source qui produit des ions
avec une grande dispersion en énergie cinétique: piéger les ions dans une trappe
quadrupolaire et entrainer les ions dans une détente supersonique.
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