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Chapitre 1 : Introduction

Une plaisanterie connue des physiciens est la suivante : un fermier dont la vache ne produit plus de lait
va demander de I’aide a 1’université, et un physicien théoricien planche pendant deux semaines sur le
probléme, noircissant des pages d’équations. Il revient enfin vers le fermier, en lui disant : « J’ai
trouvé la solution ! Je vais vous expliquer en détail : tout d’abord, supposons que votre vache est
sphérique et dans le vide... » Ce manuscrit parle d’'un domaine de recherche dans lequel cette
supposition devient (presque) réalité puisque ce sont des molécules d’intérét biologique qui se
trouvent sous vide... L’intérét est effectivement de simplifier le probléme et de mieux contrdler 1’état
du systéme en I’isolant, ce qui veut dire le faire passer de la phase condensée (solide ou liquide) a la
phase gazeuse, donc expérimentalement le mettre dans une chambre séparée de 1’atmospheére, et ou le
vide aura été préalablement fait. C’est techniquement possible depuis plusieurs siécles grace a des
pompes telles que celle inventée par Sprengel au XIX® siécle,! ce qui a permis dés le début du XX®
siecle d’étudier des molécules en phase gazeuse, une étape trés importante ayant été franchie lors de
I’implémentation de la spectrométrie de masse dans les montages expérimentaux.? Depuis, le chemin
parcouru a été considérable, et la physique-chimie moléculaire en phase gazeuse est a présent un
domaine de recherche extrémement actif au niveau mondial, en particulier en ce qui concerne les
systémes biomoléculaires. Certaines technigues sont méme devenues routinieres dans les laboratoires
de biologie, notamment moléculaire, comme le séquencage et 1’identification des protéines par
spectrométrie de masse. Plus récemment, le couplage de cette derniére a la spectrométrie de mobilité
ionique a permis d’étendre encore les possibilités d’analyse, notamment de mélanges complexes, grace
a I’ajout d’une dimension structurale.® Justement, parmi les propriétés moléculaires des systémes
biologiques, la structure géométrique a une place de choix, a cause du lien étroit qu’elle possede avec
I’activité biologique. Par exemple, la double hélice de I’ADN est cruciale pour la conservation, la
transmission et I’utilisation de I’information génétique par les organismes vivants, notamment la
traduction en protéines par le ribosome. De plus, ces dernieres doivent se replier et adopter leur
structure native pour devenir actives, et un mauvais repliement peut induire des maladies telles que
celles d’Alzheimer ou de Parkinson. Les études structurales peuvent étre menées expérimentalement
grace aux techniques de spectroscopie IR et de mobilité ionique couplées a la spectrométrie de masse,
comme je 1’ai fait pendant ma thése.* Un autre intérét d’isoler les molécules est de pouvoir, dans
certains cas, appliquer des méthodes théoriques d’un niveau suffisamment élevé (notamment de
chimie quantique) pour simuler des propriétés moléculaires et ainsi les comparer avec 1’expérience, ce
qui permet une grande compréhension des phénoménes. C’est notamment le cas dans le domaine de
I’interaction rayonnement-matiére, par exemple pour décrire les processus qui sont déclenchés par
I’ionisation d’un systéme moléculaire tel qu’un dimére d’uracile, une nucléobase de I’ARN, dans
lequel des calculs de structure électronique comparés a des résultats expérimentaux ont montré qu’un
transfert de proton intermoléculaire se produit en 1’absence de liaison H.> Cependant, le simple fait
d’étudier du point de vue physico-chimique des molécules ou des briques élémentaires de molécules
présentes dans des organismes vivants n’a pas forcément d’intérét pour les biologistes, ¢’est pourquoi
lors de mon arrivée au laboratoire, j’ai profité de la présence de radiobiologistes au sein du GANIL
pour initier une collaboration qui s’est notamment réalisée a travers le projet IRHEMME (IRradiation
du cartilage lors d’une Hadronthérapie: Effets bystander, Modifications structurales et Fragmentation
de la Matrice Extracellulaire). Ces recherches, dont je reparlerai dans le Chapitre 5, s’inscrivent dans
un effort international visant a comprendre les bases physiques et chimiques de 1’interaction entre
matiére biologique et rayonnements ionisants, cette interaction se produisant par exemple lors de
certains traitements contre le cancer comme la radiothérapie et 1’hadronthérapie.’® Ces derniéres
consistent a envoyer un faisceau hautement énergétique de photons ou d’ions, respectivement, dans
une tumeur pour la détruire grace au dépot d’énergie induit par 1’ionisation de la matiére. On parle
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souvent de dose déposée : c’est la quantité d’énergie par unité de masse, et donc de volume si la masse
volumique est uniforme. Ce dépot de dose est non-uniforme : il dépend de la distance parcourue par la
particule ionisante dans la matiere, comme le montre la Figure 1. Pour les photons, la dose augmente
rapidement avec la profondeur jusqu’a un maximum Situé a quelques centimétres, et diminue
doucement. La situation est trés différente pour les ions & une énergie cinétique de 1’ordre de 100
MeV/u : la dose est d’abord quasiment constante, puis augmente rapidement jusqu’a atteindre un
maximum étroit, appelé le pic de Bragg, et tombe a zéro lorsque les protons s’arrétent. Pour les ions
carbones, la fragmentation du noyau induit la formation d’ions plus légers qui s’arrétent apres les
carbones, ce qui donne naissance a une petite dose résiduelle apres le pic de Bragg. Celui-ci permet
donc en principe de cibler la tumeur dans la direction du faisceau incident afin de la détruire, tout en
diminuant la dose regue par les tissus sains environnants en comparaison avec les photons. Un autre
avantage de I’hadronthérapie est la moindre diffusion latérale des ions et donc la plus grande précision
du dép6t de dose. Le proton est I’ion le plus utilisé jusqu’a présent pour ce type de traitement, dans des
centres médicaux tels que CYCLHAD qui vient d’étre construit & Caen, juste a c6té du GANIL. A
terme, ce centre inclura également un cyclotron pouvant accélérer des ions autres que le proton, pour
réaliser des programmes de recherche en physique, chimie, biologie et médecine dirigés vers
I’hadronthérapie. En effet, un meilleur contrdle du traitement nécessite un effort pluridisciplinaire, et
en particulier de mieux comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents. Je vais donc a présent
introduire le contexte des recherches sur I’irradiation des molécules en phase gazeuse par des
rayonnements ionisants.
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Figure 1 : dose relative en fonction de la profondeur dans I’eau mesurée et simulée pour un faisceau de photons issu
d’un accélérateur d’électrons 2 une énergie cinétique de 15 MeV’ (& gauche) ; pouvoir d’arrét de protons en fonction
de la profondeur dans ’eau mesuré et simulé pour des faisceaux d’énergies cinétiques différentes indiquées en MeV/u
(au milieu) ; pouvoir d’arrét d’ions carbones en fonction de 1a profondeur dans I’eau mesuré et simulé avec le logiciel

Géant4 pour un faisceau d’énergies cinétiques différentes® (& droite).

L’étude des collisions entre faisceaux d’ions atomiques accélérés et systémes atomiques et
moléculaires en phase gazeuse remonte aux années 1950, les techniques utilisées venant de la
Physique nucléaire et des particules, trés présentes en Normandie depuis la construction de la centrale
nucléaire de Flamanville et I’usine de retraitement de la Hague, et ayant connu un essor majeur a partir
de la seconde guerre mondiale. Une expérience typique consistait par exemple a envoyer un faisceau
d’ions He" accélérés par un générateur van de Graaff a une énergie de I’ordre de 100 keV sur une
vapeur d’hydrogene, et a analyser I’effet de la collision sur la charge des particules d’hélium gréce a
des déviateurs électrostatiques situés apres la cellule de collision. Des phénoménes de capture
d’électron pouvaient alors étre détectés et quantifiés en termes de section efficace. Quand I’angle et
I’énergie cinétique des électrons de basse énergie, délicats a détecter correctement & cause notamment
du champ magnétique de la Terre et de leur sensibilité aux champs électriques faibles, ont pu étre
mesurés, ’ionisation de la cible a commencé a étre étudiée.” La spectrométrie de masse a également
été utilisée afin de connaitre le rapport m/z des produits ioniques issus de 1’atome ou de la molécule
cible aprés la collision. De plus, le développement des techniques de mesure des particules en
coincidence a permis de détecter des ions ou/et électrons de la cible et du projectile en coincidence, et



donc par exemple de connaitre simultanément le nombre d’électrons capturés par le projectile et le
rapport m/z des ions de la cible créés lors d’une collision donnée. Cette technique a notamment été
appliquée a la mesure de 1’énergie cinétique perdue par 1’ion projectile et donc transférée a la molécule
cible, pour chaque voie de fragmentation.’® Dans les années 80, les détecteurs de particules munis
d’anodes a lignes a retard ont rendu possible la mesure de la position des projectiles ou/et des ions de
la cible, et ainsi notamment la reconstruction des vecteurs quantité de mouvement des ions de la cible
émis lors de la collision entre un ion et un systeme poly-atomique simple, grace aux systémes
d’acquisition des données qui permettent un couplage entre la détection de la position et du temps
d’arrivée en coincidence, et grace a la conservation de la quantité de mouvement totale. La nouvelle
observable est alors I’énergie cinétique de recul (KER) des ions de la cible, qui donne des
informations sur 1’état électronique de la cible juste avant sa fragmentation en au moins deux ions. Ces
techniques sont encore aujourd’hui populaires et ont permis des avancées majeures, par exemple dans
la description du phénoméne de la relaxation interatomique coulombienne dans les petits agrégats
(diméres, triméres) de gaz rare ou de petites molécules produits par jet supersonique, pas seulement
dans la communauté de la physique des collisions mais surtout dans celle de la photoionisation.™*? Un
autre moyen populaire pour produire une vapeur de molécules est le chauffage dans un four, mais les
molécules doivent étre peu réactives thermiquement, ce qui réduit la gamme des systémes accessibles
a I’étude. C’est entre autres pour cela qu’une attention particuliére a été portée aux fullerénes, leurs
propriétés électroniques et géométriques particulieres permettant de mettre en évidence des processus
de multi-capture électronique et de transfert de charge intra- et intermoléculaires.**° Les énergies de
dissociation du Ce”* correspondant  la perte de deux, quatre et six atomes de carbone aprés collision
avec un proton ont notamment été mesurées, et le caractére statistiqgue de la fragmentation a été
démontré.” En ce qui concerne les molécules d’intérét biologique, seules des briques élémentaires des
protéines et de I’ADN/ARN ont été étudiées avant 2010 : 1’ionisation simple et multiple, le transfert de
charge, d’énergie et d’atomes, la fragmentation des acides aminés, nucléobases et nucléosides ont été
observés.'?* De plus, leurs agrégats ont permis une premiére approche dans la compréhension de
I’influence d’un environnement moléculaire sur I’ionisation et les phénomenes induits par la collision.
J’en donnerai un exemple dans le Chapitre 4. Les premiers travaux d’irradiation de molécules plus
grandes que des nucléosides ou des dipeptides ont nécessité 1’utilisation de méthodes nouvelles,
comme je le détaille dans le paragraphe suivant. Le groupe de T. Schlathdlter de 1’Université de
Groningue (Pays-Bas) a été pionnier en la matiere, en publiant en 2010 les résultats de I’irradiation
d’un pentapeptide protoné par des faisceaux d’ions H*, He* et He*.® Les spectres de masse sont
différents de ceux obtenus par des techniques de fragmentation classiques telles que la dissociation
induite par collision avec un gaz inerte (CID), par capture d’électron (ECD) ou par absorption de
photon IR ou UV, ce qui est potentiellement intéressant pour I’identification de peptides en
protéomique. Par contre, ces spectres ressemblent a ceux que les mémes auteurs ont publiés
légerement apres, issus de I’irradiation par photons VUV de 15 a 20 eV, pour lesquels 1’ionisation
domine.”® Cela fait penser a une fragmentation gouvernée par ’ionisation, et qui dépend peu du
rayonnement ionisant. C’est une illustration de I’intérét d’étudier plusieurs natures de rayonnement,
notamment les ions et les photons, sur les mémes systémes : j’en reparlerai au Chapitre 5. Il est donc
crucial pour la suite de mettre en perspectives les travaux utilisant les photons ionisants.

Les études de photoionisation de systemes moléculaires en phase gazeuse ont débuté il y a quelques
dizaines d’années, avant que les synchrotrons ne deviennent aussi nombreux, populaires et faciles
d’accés, puisqu’on peut trouver des articles sur I’absorption UV multi-photonique de molécules
organiques par laser impulsionnel nanoseconde dés les années 1980.%"*® L’ionisation de molécules par
faisceaux d’électrons de quelques dizaines d’eV d’énergie cinétique avait commencé bien avant, au
début du XX¢ siécle, grace a la facilité technique de réaliser ces faisceaux.? En ce qui concerne les



systémes d’intérét biologique ionisés par un seul photon, les travaux du groupe de S. Leach font figure
de précurseurs : au début des années 2000, ils ont étudié par spectrométrie de masse 1’ionisation et la
fragmentation de bases de I’ADN/ARN et d’acides aminés par rayonnement synchrotron.’®
L’avantage de cette source de lumiére est de pouvoir balayer 1’énergie du photon (la résolution étant

AE p y . . . .
de 'ordre de — ~ 0,1 %) dans une gamme donnée, et ce de maniére continue, ce qui est impossible

avec les autres sources aux énergies de photon VUV et X. Ceci a permis la mesure de 1’énergie
d’ionisation de ces molécules, ainsi que de 1’énergie d’apparition de leurs fragments aprés ionisation,
mettant en évidence le transfert d’énergie du photon vers la molécule. Cependant, le mécanisme précis
de fragmentation ainsi que le ou les états électroniques impliqués étaient encore inconnus. Par la suite,
les techniques de détection d’ion et d’électron en coincidence ont été utilisées pour mesurer la
distribution d’énergie cinétique de 1’électron émis lors de la photoionisation @ une énergie de photon
donnée, pour un ion créé donné. Par exemple, pendant ma thése, en collaboration avec M. Hochlaf, L.
Poisson et le groupe de L. Nahon au synchrotron SOLEIL, nous avons étudié, par spectroscopie
électronique et vibrationnelle, la 2-pyridone et la 2-hydroxypyridine, des modéles des bases de I’ADN,
autour de leur énergie d’ionisation.®® Par ailleurs, la taille des systémes étudiés a progressivement
augmenté, des nucléosides® aux dipeptides,® mais les limites de Iutilisation des fours comme moyen
de vaporisation des molécules ont été rapidement atteintes a cause de la fragilité thermique de ces
systémes. L’émergence des techniques de mise en phase gazeuse « douce », telles que les sources
électrospray et a désorption laser assistée par matrice, ont permis d’étudier pour la premiére fois des
systemes beaucoup plus gros isolés et chargés, comme des peptides, protéines, nucléotides ou
oligonucléotides d’ADN/ARN. Les premiers a avoir ionisé de tels systémes avec des photons VUV et
X sont les groupes de T. Schlathélter et d’A. Giuliani (Synchrotron SOLEIL). Tous deux ont
développé des montages expérimentaux incluant une source électrospray et un piege a ions
radiofréquence (RF) de I’ordre d’1 MHz dans lequel les molécules sont irradiées pendant une durée de
I’ordre de 100 ms a 1 s, ce qui est nécessaire pour obtenir un signal d’ionisation ou/et de fragmentation
car la densité d’ions dans le piege (de 1’ordre de 10”® cm™®) est inférieure d’un facteur 10 & 50 & celle
d’un jet moléculaire sortant d’un four. Afin d’irradier uniquement 1’ion moléculaire d’intérét, un
quadrip6le a RF les sélectionne selon leur rapport masse-sur-charge (m/z) avant qu’ils soient injectés
dans le piege. Apres I’irradiation, les ions contenus dans le piége sont analysés par un spectromeétre de
masse, et des informations sur I’effet des rayonnements ionisants peuvent alors étre déduites du
rapport m/z des produits de I’irradiation. La premiére étude de ce genre est celle de S. Bari et co.”® sur
I’ionisation du peptide leucine-enkephaline protoné par un faisceau de photons VUV du synchrotron
BESSY2 (Berlin, Allemagne), dans la gamme d’énergie 8 — 40 eV. L’absorption d’un photon par le
peptide méne a la formation de fragments monochargés, principalement les petits ions immoniums.
Une claire évolution du spectre de masse est aussi observée lorsque 1’énergie du photon augmente, ce
qui a été interprété comme une transition de 1’excitation vers 1’ionisation, étant donné que 1’énergie
d’ionisation des peptides monochargés avait été mesurée auparavant autour de 11 eV par impact
d’électron.® Par contre, I’ionisation non-dissociative n’avait pas pu étre identifiée de maniére non-
ambigué. Une preuve directe de ce processus a été fournie peu de temps aprés cette étude par A.
Milosavljevic et co.* Les auteurs ont mesuré I’énergie d’ionisation d’une protéine (le cytochrome C) &
12,75 eV pour I’état de charge 8+, la seule voie de fragmentation observée étant la perte d’une
molécule neutre de masse 44 uma depuis la protéine ionisée. Les mémes auteurs ont par la suite
montré que I’énergie d’ionisation d’une protéine augmente avec sa densité des charges positives.® Ils
ont aussi mesuré les spectres d’absorption X du cytochrome C autour des énergies de liaison des
électrons de I’orbitale 1s des atomes C, N et O, et trouvé qu’ils sont trés similaires a ceux des
protéines en phase condensée.’” Ceci veut dire que les phénoménes d’excitation et d’ionisation a ces
énergies (quelques centaines d’eV) aprés photoabsorption ne sont que peu affectés par



I’environnement moléculaire, et illustre la pertinence des mesures spectroscopiques sur des systémes
en phase gazeuse. De plus, une transition entre ionisation simple et double a été démontrée pour les
trois atomes C, N et O au sein du cytochrome C, ce qui a été expliqué par I’existence d’une

désexcitation Auger menant a 1’émission d’un électron d’énergie cinétique bien précise, apres
excitation ou €éjection d’un électron 1s.

J’ai mentionné au début de cette introduction 1’apport que peut constituer la comparaison directe entre
les travaux expérimentaux et théoriques dans les études de molécules en phase gazeuse, mais a quel
point est-ce le cas pour les processus radio-induits dans les systémes biomoléculaires ? Autrement dit,
est-ce que des calculs peuvent aider a comprendre les résultats expérimentaux, les compléter, les
prédire, voire remplacer les expériences ? Ici, je vais d’abord laisser de c6té le processus d’ionisation
en lui-méme, par exemple 1I’évolution de la section efficace en fonction du nombre d’électrons émis,
de I’énergie cinétique du projectile, ou d’un autre parameétre lors d’une collision donnée, et me
restreindre a la fragmentation de la molécule cible aprés ionisation. Je parlerai dans un second temps
de travaux visant a simuler les collisions entre ions atomiques et molécules.

Il est important de souligner qu’il existe une large gamme de méthodes théoriques pour traiter la
fragmentation moléculaire, allant de I’analyse de résultats expérimentaux par le formalisme statistique
de Rice-Ramsperger-Kassel-Marcus (RRKM), a la simulation temporelle de 1’évolution du systéme
par dynamique moléculaire au moyen de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT), en passant
par des calculs de chimie quantique statiques. J’ai d’ailleurs récemment utilisé ces derniers pour
interpréter les résultats d’expériences de fragmentation métastable du 3-aminophénol aprés ionisation
par absorption UV multi-photonique, en collaboration avec S. Eden (Open University, Milton Keynes,
Royaume-Uni).*® La stratégie adoptée est classique, et a déja été appliquée a de nombreux cas : on
calcule 1’énergie potentielle de différents réactants, états de transition et produits dans leur état
électronique fondamental, puis on en déduit les barrieres et énergies de réaction de différentes voies de
dissociation. On peut alors par exemple attribuer une formule brute voire un tautomeére particulier a un
pic donné d’un spectre de masse, dans le cas ou le rapport m/z seul est ambigu. De plus, ces calculs
peuvent apporter des informations sur la localisation (ou délocalisation) des charges et/ou des
électrons célibataires (dans le cas de radicaux), ainsi que sur les mécanismes menant aux fragments
observés. Les énergies issues des calculs de chimie quantique peuvent étre correctes a quelques
pourcents pres, si le systéme n’est pas trop gros et donc le niveau de calcul suffisamment élevé (voir
par exemple 1’étude du transfert de proton intermoléculaire aprés photoionisation de diméres d’uracile
et ses dérivés®). De plus, ces méthodes ne nécessitent aucune connaissance préalable (mis & part la
structure géométrique), contrairement aux analyses RRKM, pour lesquelles les énergies relatives sont
par exemple nécessaires au calcul des constantes cinétiques de réaction.® Par contre, aucune de ces
méthodes ne permet une simulation temporelle de la fragmentation ni une prise en compte de
I’anharmonicité des vibrations. C’est le cas de la dynamique moléculaire par DFT dans
I’approximation de Born-Oppenheimer (la vitesse des noyaux est alors négligeable devant celle des
électrons). Dans ces simulations, le mouvement des noyaux est décrit classiquement, et la surface
d’énergie potentielle est calculée par DFT, a chaque pas (typiquement 0,1 fs) pendant une durée allant
jusqu’a la picoseconde. Une gamme de conditions initiales (énergie interne, conformation...) est prise
en compte, ce qui permet de sonder I’influence de chaque paramétre sur les processus de
fragmentation. Un effort notable et relativement abouti est celui visant & simuler le spectre des
molécules organiques aprés ionisation par impact électronique (voir la revue de Bauer et Grimme™).
Un autre grand avantage de cette méthode est la possibilité d’explorer la fragmentation dans les états
excités du systtme moléculaire, comme Lopez-Tarifa et co.** I’ont fait pour 1’uracile doublement
ionisé. De plus, des chemins réactionnels contre-intuitifs peuvent étre trouvés, étant donné I’absence



de biais dans la simulation. Toutefois, comme je le montrerai dans ce manuscrit, la fragmentation se
produit aussi a des temps beaucoup plus longs, de 1’ordre de la nanoseconde, microseconde ou méme
milliseconde. Des méthodes existent pour étendre la durée de ces dynamiques moléculaires, comme
’utilisation d’approximations dans les calculs par DFT : des simulations ont été réalisées durant des
centaines de picosecondes sur des hydrocarbures aromatiques polycycliques par exemple.*? Lorsqu’on
désire aller au-dela, il faut faire appel a des champs de forces réactifs : ils ne décrivent pas les
électrons explicitement, mais sont paramétrés pour permettre des ruptures de liaison. Par contre, ces
paramétres doivent potentiellement étre ajustés lorsqu’on change de systéme : par exemple, AIREBO
a été développé pour les molécules hydrocarbonées.”® A ma connaissance, ce type d’approche n’a pas
encore été appliqué aux biomolécules isolées, malgré son intérét potentiel pour mieux comprendre
entre autres les processus de transfert de proton, d’hydrogéne voire de méthyle ou de sodium que
j’évoquerai tout au long de ce manuscrit. De plus, des systemes plus gros que les briques élémentaires
des protéines et ADN pourraient étre étudiés. En revanche, cette méthode est limitée par 1’absence de
prédiction de voies de fragmentation non-prévues...

Il existe également des simulations de collisions entre ions projectiles et molécules cibles, comme les
travaux trés récents de Qian et co.* sur la dynamique de fragmentation de la cytosine aprés collision
avec un proton d’énergie cinétique 0,15 — 1 keV. Les auteurs utilisent la DFT dépendante du temps
pour décrire les électrons de valence, et la mécanique classique pour les ions. lls prédisent la capture
d’¢électrons par le proton et la fragmentation de la molécule, et citent un article® que nous avions
publié avec le groupe de J. Greenwood (Queen’s University, Belfast) suite a une série d’expériences
d’irradiation de nucléosides de I’ADN par des protons a 5 keV, dont je reparlerai brievement dans le
Chapitre 2. Trés récemment également, une méthode a été développée afin de décrire la fragmentation
et la redistribution de 1’énergie interne moléculaire aprés ionisation par collision avec un projectile
(ion ou électron).*® Elle utilise des dynamiques moléculaires par DFT combinées a des calculs
statiques au méme niveau, ainsi qu’une méthode statistique M3C qui maximise 1’entropie pour simuler
les voies de fragmentation. L’avantage est de pouvoir choisir le projectile (nature et état de charge), et
donc de pouvoir comparer les cas de plusieurs d’entre eux pour une molécule donnée. Par contre, étant
donnée la courte durée des dynamiques moléculaires (500 fs) et le niveau de calcul DFT requis, cette
approche n’est applicable qu’aux briques élémentaires des molécules d’intérét biologique.

Nous venons donc de voir qu’il y a une dizaine d’années, les conséquences de I’interaction directe
entre les rayonnements ionisants et les systémes moléculaires d’intérét biologique connaissaient un
intérét croissant, mais les études étaient surtout limitées a des systemes de taille réduite, et le ou les
mécanismes de fragmentation n’avaient pas été clarifiés. De plus, ’influence des autres molécules
liées de maniére non-covalente au systéme était encore peu comprise. C’est la raison pour laquelle un
montage expérimental unique a été développé au laboratoire afin d’irradier des biomolécules
environnées d’un nombre controlé de molécules d’eau par des faisceaux d’ions.”” Bien que j’aie
activement participé a ce développement technique, en particulier concernant la source électrospray, je
ne le décrirai pas en détail car il fera I’objet de I’'HDR d’Alain Méry, qui a mené ces recherches. Dans
ce manuscrit, j’ai choisi de présenter certains de mes travaux qui illustrent une volonté de décrire et
comprendre les processus radio-induits dans les systémes moléculaires d’intérét biologique, avec une
emphase sur les systémes non-covalents, qui sont au cceur de ma recherche depuis une quinzaine
d’années. Les interactions non-covalentes étant indispensables au fonctionnement de la majorité des
molécules biologiques, il est logique que mon approche ait été de tendre vers plus de pertinence
biologique. Nous verrons aussi que ces interactions plus faibles que les liaisons covalentes ont
I’avantage d’étre plus sensibles a une excitation, et constituent donc une sonde fine de I’augmentation
de I’énergie vibrationnelle dans le systeme. Dans le Chapitre 2 seront présentées des méthodes de



spectrométriec de masse qui permettent d’avoir de nouvelles informations sur de petites molécules
neutres. Ensuite, les Chapitre 3 et Chapitre 4 contiennent des études visant a prendre en compte
I’environnement moléculaire des systémes d’intérét biologique, en irradiant la biomolécule liée a
quelques dizaines de molécules d’eau au maximum (on parle alors de nanohydratation), ou & d’autres
molécules. Les systémes d’intérét biologique étant souvent de taille conséquente dans 1I’organisme (les
plus petites protéines ont une masse de 1’ordre de 10 kDa), je présenterai dans le Chapitre 5 des
résultats sur des systemes plus gros, ayant été choisis pour leur pertinence dans 1’étude de la matrice
extracellulaire sous irradiation. Enfin, le Chapitre 7 est consacré a des projets tournés vers de
nouvelles observables grace a des outils expérimentaux a la pointe de la technique.



Chapitre 2 : Nouvelles approches expérimentales pour I'étude de
petites molécules neutres

Une approche traditionnelle en Science consiste a diviser un systéme en sous-parties, étudier chacune
des sous-parties séparément, puis leurs interactions, pour comprendre le fonctionnement du systeme
entier. Cela implique une certaine hiérarchie dans les interactions, ce qui est en I’occurrence le cas
pour les systémes moléculaires : en effet, I’énergie de liaison des électrons dans I’atome est supérieure
a celle des liaisons covalentes, qui sont elles-mémes plus fortes que les liaisons non-covalentes. Cette
approche a donc été appliquée aux propriétés intrinseques des biomolécules, qui sont souvent des
polyméres composés de centaines ou milliers d’atomes, mais d’un nombre beaucoup plus limité de
« brigues élémentaires », telles que les acides aminés pour les protéines, les nucléobases de I’ADN et
de I’ARN, les saccharides ou oses, les groupements phosphates, les lipides... Ces briques élémentaires
ont aussi I’avantage d’étre mises en phase gazeuse par des techniques simples telles que 1’évaporation
thermique. En effet, il suffit de chauffer le liquide ou la poudre de la molécule dans un four pour créer
une vapeur moléculaire. Cependant, il faut s’assurer que seule la molécule intacte est présente en
phase gazeuse, et qu’elle n’a pas subi de transformation chimique due au chauffage. Généralement, on
détecte ces transformations grace & une variation de la grandeur physique mesurée (spectre de masse,*
spectre micro-ondes,* figure de diffraction®...) lorsque la température de chauffage augmente.
Cependant, méme lorsque la molécule est intacte, sa structure géométrique peut étre modifiée par le
chauffage, comme nous 1’avons récemment montré suite a une série d’expériences menées a 1’Open
University (Milton Keynes, Royaume-Uni) en collaboration avec le groupe de Samuel Eden.” Je
reviendrai sur ce point plus loin dans ce chapitre.

L’étude en phase gazeuse de briques élémentaires des systémes moléculaires biologiques intéresse les
chercheurs depuis longtemps, puisqu’on peut trouver des publications qui datent des années 70.%%%
L’une d’elles présente d’ailleurs les premiéres mesures directes de 1’énergie de liaison de paires de
nucléobases de I’ADN neutres au moyen de techniques de spectrométrie de masse.® Ces valeurs
expérimentales font encore référence aujourd’hui, et elles ont ouvert la voie & des décennies de travaux
qui ont vu notamment 1’amélioration et le développement des méthodes de calcul de chimie quantique
qui permettent une compréhension extrémement détaillée des processus grace a la comparaison directe
avec I’expérience.” Je vais tout de suite donner un autre exemple d’application de la spectrométrie de
masse a la mesure d’une quantité difficile a obtenir expérimentalement dans les molécules en phase
gazeuse.

I) Mesurer I'énergie des états excités de nucléobases de I’ADN et de
I’ARN

La majorité des montages de spectrométrie de masse utilisés pour I’étude de petites molécules neutres
comportent une source de molécules en phase gazeuse, celles-ci entrant en interaction avec une source
de rayonnement ionisant (laser UV ou VUV, faisceau d’électrons ou d’ions, synchrotron...). Cette
configuration permet d’obtenir des informations sur les produits moléculaires ou atomiques chargés
issus de I’interaction, en les analysant selon leur rapport m/z par un spectrométre multipolaire ou a
temps de vol, le plus souvent. En collaboration avec les équipes de Samuel Eden (Open University,
Milton Keynes, Royaume-Uni) et de Peter van der Burgt (National University of Ireland Maynooth,
Irlande), nous avons ainsi montré que la fragmentation du 5-fluoro-uracile apres ionisation par impact
électronique de 10 & 100 eV est différente de celle de 'uracile.”® Le 5-fluoro-uracile fait partie des
nucléobases halogénées, des molécules utilisées dans le traitement de certains cancers pour inhiber la
réplication de I’ADN. Cette méthode d’ionisation ne donne acceés qu’aux processus se produisant apres
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ionisation, c’est-a-dire dans le cation radicalaire. En utilisant un laser UV accordable, il est possible
d’ioniser les nucléobases de I’ADN ou de I’ARN si elles absorbent au moins deux photons. En effet,
leur énergie d’ionisation se situe vers 8 — 10 eV,* la gamme de longueur d’onde du laser de I’équipe
de Samuel Eden (220 — 280 nm, ce qui correspond a 4,43 — 5,64 eV) est donc parfaitement adaptée.
Par contre, pour que 1’ionisation ait lieu, il faut aussi que 1’état électronique atteint aprés 1’absorption
du premier photon ait une grande force d’oscillateur et une durée de vie suffisante pour permettre
I’absorption d’un second photon, la durée de I’impulsion laser étant de quelques nanosecondes. L’état
singulet S, des nucléobases de I’ADN/ARN a une grande force d’oscillateur et une durée de vie
extrémement courte, de I’ordre de 100 fs,>” mais il peut se produire une désexcitation vers les états
singulet S, ou triplet T, dont la durée de vie est supérieure.”®>® Entre I’absorption du premier et du
second photon, et donc dans un état excité, il peut méme se produire des réactions au sein de la
molécule, comme 1’ouverture du cycle de [’uracile : ce phénomene a été mis en évidence par 1’équipe
de S. Eden grace au seuil d’apparition de la perte de CO de I’uracile radical cation en faisant varier la
longueur d’onde du photon UV.%* L’absorption UV multi-photonique étend donc le domaine
d’application de la configuration « classique » des montages de spectrométrie de masse utilisés pour
ioniser les molécules neutres en phase gazeuse.

Toutefois, les montages simples décrits au paragraphe précédent ne permettent pas de connaitre 1’ion
précurseur d’un fragment donné, ce qui limite la connaissance des processus initiés par I’ionisation de
la molécule. Il existe plusieurs fagcons de contourner cette limitation : parmi elles, je vais parler de
I’utilisation d’un spectrométre de masse a temps de vol (TOF) du type « réflectron », permettant la
mesure de voies de dissociation d’ions métastables. La Figure 2 illustre le montage de 1’équipe de S.
Eden : aprés avoir été ionisés par le laser et accélérés par les champs électriques de la zone
d’extraction du spectrométre TOF, les ions monochargés parcourent la zone sans champ (Field-free
region, FFR) et sont réfléchis par une électrode de potentiel ajustable Vi, avant d’étre détectés par des
galettes a micro-canaux.
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Figure 2 : montage de I’équipe de S. Eden (Open University, Milton Keynes, Royaume-Uni) utilisant un spectromeétre
de masse TOF de type réflectron.
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La condition de réflexion pour un ion monochargé de masse m; est la suivante :
Vg 2 Vg = Vppr — Eg

avec vppg la vitesse de 'ion et E,; = EmivFFRZ son énergie cinétique dans la FFR. Si Vp < Vg;, ’ion

ne sera plus réfléchi et le pic correspondant disparaitra donc du spectre de masse. De plus, s’il
fragmente dans la FFR en un ion plus léger de masse my, sa vitesse reste la méme," et la condition de
réflexion devient alors :

Ve 2 Vrg = Vepr — E¢i = Vipr — EmvaFRZ

__ VFFR—VRf

m . . A .
En mesurant Vg; et Vgs, on peut donc calculer L , et ainsi connaitre la masse de I’ion

m;  Vrrr—VRi
précurseur métastable d’un ion fragment donné. Le terme « métastable » est utilisé en référence a
I’échelle de temps de la fragmentation, de I’ordre de la microseconde, qui est beaucoup plus longue
que celle de la plupart des fragments, formés en quelques nanosecondes aprés 1’ionisation par
absorption UV multi-photonique. Un exemple de visualisation de ce phénoméne via une « carte de
fragmentation » est donné dans la Figure 3 pour la thymine et I’uracile : on voit immédiatement que

pour ’uracile, tous les pics du spectre de temps de vol disparaissent au méme potentiel Vz; = —212V,
sauf un, pour lequel le signal est encore visible pour des potentiels inférieurs : c’est le signe d’une
VEFR—VRf _ —2027+907 _

fragmentation métastable.®” On a mesuré Vg s = —907V, ce qui correspond a

Vrrr—VRi  —-20274212
0,617 et donc a des masses my = 69 et m; = 112. Par conseéquent, nous avons attribué cette voie a la
perte du groupement HNCO du radical cation métastable de 1’uracile. Il est intéressant de constater
que ce processus posséde 1’énergie d’apparition la plus basse mesurée par ionisation apres absorption
d’un seul photon.* Nous avons également montré que cette voie de fragmentation était due a
I’absorption de deux photons de 220 nm, ce qui donne une énergie de 11,28 eV, et donc bien
supérieure a E; = 9,15eV I’énergie d’ionisation de 1’uracile mesurée par absorption d’un seul
photon.* Le surplus d’énergie n’étant pas suffisant pour atteindre un état excité de 1’ion, cette
fragmentation métastable ne se produit pas par effet tunnel par exemple, mais dans 1’état électronique
fondamental, lorsque la quantité d’énergie vibrationnelle est voisine de la limite de dissociation. De
plus, comme on peut le voir dans la Figure 4, cette perte de HNCO métastable possede un seuil vis-a-
vis de la longueur d’onde du laser UV, ce qui est I’indication d’un réle joué par I’état excité de la
molécule neutre atteint par le premier photon absorbé, comme nous I’avons vu dans le paragraphe
précédent. Ici, nous avons proposé que ce seuil Es = 5,57 eV corresponde a 1’énergie du photon
nécessaire pour accéder a 1’état S; avec une quantité d’énergie vibrationnelle AE égale a la barriere de
la perte de NHCO dans le radical cation, créé par 1’absorption du second photon. Si c’est bien le cas,
on peut écrire que AE = 2E5 — E; = 1,80 eV. On peut alors en déduire I’énergie de 1’état excité atteint
par le premier photon: E; = Es — AE = 3,77 eV, ce qui est tres proche des valeurs calculée (3,72
eV®) et mesurée (3,833 eV®) pour Iétat S; de I'uracile neutre, ce qui va dans le sens de notre
interprétation. Les mémes observations ont été faites pour la thymine.

Mesurer I’énergie des états excités des molécules neutres isolées est difficile, ¢’est pourquoi il n’existe
a notre connaissance qu’une seule valeur expérimentale précédente pour 1’uracile et la thymine. La
méthode présentée ici est potentiellement applicable a d’autres molécules, a condition toutefois de
pouvoir accéder a une voie de fragmentation métastable du cation radicalaire. Si celle-ci est trop haute

! Ici, on ne tient pas compte de 1’énergie cinétique de recul de I’ion, typiquement de quelques eV,** et donc
négligeable devant celle de I’ion dans la FFR, de I’ordre de 2 keV.
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en énergie, la gamme de longueur d’onde du laser ne sera pas suffisante, le seuil Eg = 5,57 eV mesuré
pour I’uracile étant déja proche de 1’énergie d’un photon de 220 nm (5,64 eV), la plus basse longueur
d’onde du laser utilisé dans 1’équipe de S. Eden. De plus, il faut aussi que 1’état excité ne soit ni trop
haut en énergie, pour la méme raison, ni dissociatif. Malgré ces limitations, certaines molécules
aromatiques, a commencer par les autres nucléobases de I’ADN/ARN, mais aussi leurs nucléosides et
nucléotides, devraient pouvoir étre étudiées. Je présenterai d’ailleurs les résultats d’autres types
d’études concernant ’uridine et la thymidine dans la partie suivante.
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Figure 3 : spectre de temps de vol des cations formés apres absorption UV (220 nm) multi-photonique de la thymine
(en haut) et de I’uracile (en bas) en fonction du potentiel de réflexion V. La voie de fragmentation métastable est celle
qui est présente a Vi tres négatif.
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Figure 4 : abondance de la perte de HCNO du radical cation métastable de thymine (2 gauche) et d’uracile (a droite),
en fonction de I’énergie du photon UV.

II) Une nouvelle source de molécules a désorption par laser continu
pour I’étude de nucléosides de I’ADN et de I’ARN

Nous avons vu dans la partie précédente que 1’on pouvait étudier des nucléobases de I’ADN/ARN par
spectrométrie de masse apres les avoir évaporées dans un four puis ionisées. Dans I’ADN et I’ARN,
chaque nucléobase est liée a un groupement sucre, lui-méme relié a un groupement phosphate, ces
derniers formant le squelette de la molécule. La question qui semble alors naturelle est : quelle est
I’influence du reste de la molécule sur les processus induits dans les nucléobases ? Une méthode
consiste alors a augmenter progressivement la taille des briques élémentaires, la premiére étape étant
donc d’ajouter un groupement sucre a la nucléobase pour former un nucléoside. Nous avons étudié par
spectrométrie de masse, en collaboration avec le groupe de Jason Greenwood de la Queen’s University
Belfast, le comportement sous irradiation des nucléosides de I’ADN (adénosine, thymidine, guanosine
et cytidine).” Nos résultats obtenus par ionisation grace a un laser UV femtoseconde montrent en
premier lieu que ces molécules, réputées thermiquement fragiles, peuvent étre produites intactes en
phase gazeuse par une source a désorption par laser continu. Je détaillerai le fonctionnement de ce type
de source dans le paragraphe suivant. Par ailleurs, nous avons montré que ces nucléosides fragmentent
presque systématiquement apres ionisation par des protons de 5 keV d’énergie cinétique. La collision
avec des protons de cette énergie méne principalement a la capture d’un électron des orbitales de
valence de la molécule par le proton, comme I’ont montré les travaux du groupe de Bernadette et
Michel Farizon.®®*® L’électron peut ainsi venir initialement de la nucléobase ou du sucre (énergie
d’ionisation El = 9,1 eV®), les deux composants des nucléosides, mais on observe une corrélation
entre 1’abondance des fragments du sucre, 1’énergie d’ionisation et I’affinité protonique (AP) de la
nucléobase... Par exemple, les fragments détectés sont majoritairement ceux du sucre pour la
thymidine (EI=9.2 £ 0.2 eV ; AP = 9,13 eV)®, et ceux de la nucléobase pour la guanosine (El= 8.0 +
0.2 eV ; AP = 9,95 eV)®. Par conséquent, on peut expliquer les résultats par le fait que la charge
positive se retrouve sur le site de plus basse énergie avant la fragmentation. Ceci implique un transfert
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de proton ou de trou a une échelle de temps inférieure a la nanoseconde. Ce transfert de charge ultra-
rapide au sein de nucléosides aprés ionisation a depuis été confirmé par des mesures pompe-sonde
avec des lasers femtoseconde.®*™

Etant donné le succés des expériences décrites dans le paragraphe précédent, une source & désorption
par laser continu a également été développée par le groupe de S. Eden a I’Open University. En effet,
celui-ci désirait étudier les nucléosides de I’ADN/ARN par absorption UV multi-photonique et impact
électronique. La Figure 5 détaille le fonctionnement de la source : un laser continu de longueur d’onde
445 nm et de puissance maximale 1 W irradie la face arriére d’une feuille d’acier inoxydable de 10 um
d’épaisseur fixée a la premiere électrode du spectrometre de masse TOF, et provoque la désorption des
molécules d’un film préalablement étalé sur la face avant de la feuille. La plume de molécules est alors
irradiée par une impulsion laser UV de guelques nanosecondes se propageant parallélement au plan
des électrodes, et les ions positifs créés par ionisation sont ensuite accélérés par une tension négative
pulsée appliquée sur 1’électrode d’extraction, la premiére électrode étant a la masse. Les avantages de
ce type de source comparée a un four placé sous vide, vis-a-vis de la décomposition thermique des
molécules, sont les suivants : d’abord, la vitesse de chauffage est bien plus élevée, ce qui augmente la
probabilité de sublimer les molécules sans les décomposer thermiquement ; ensuite, seule la partie
irradiée du film est chauffée, et non la totalité de 1’échantillon ; enfin, apres sublimation, les molécules
se trouvent directement isolées et ne touchent aucune autre surface chaude.
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Figure 5 : & gauche : schéma de la source a désorption par laser continu développée a I’Open University (issu de la
thése d’André Rebelo™) ; & droite : structure chimique et nom des molécules étudiées avec cette source.

La nouvelle source a permis I’étude des nucléosides de I’ADN/ARN thymidine/uridine et d’analogues,
notamment 1’influence de la température de chauffage de la feuille sur les processus induits par
I’absorption multi-photonique. D’abord, nous avons prouvé pour la premiére fois que 1’uridine, la 5-
méthyluridine, et la 2’-désoxyuridine pouvaient étre mis en phase gazeuse sans décomposition grace a
cette source. Le spectre de masse obtenu apres ionisation par absorption multi-photonique de 1’uridine
a une longueur d’onde de 265 nm est visible dans la Figure 6d : 1’ion majoritaire est la nucléobase
(uracile) protonée (notée BH™), formé par rupture de la liaison N-glycosidique puis transfert de deux H
ou un H et un proton depuis le sucre vers la nucléobase. Le fragment noté S*, contenant le groupement
sucre et nécessitant un transfert d’hydrogéne provenant de la nucléobase, est moins abondant. Ces
fragments ont déja été observés dans les études précédentes d’ionisation de nucléosides.
Curieusement, nous avons constaté une augmentation de 1’abondance relative de ce fragment S*
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lorsque la puissance du laser de désorption augmente de 0,30 a 0,50 W (voir la Figure 6). D’habitude,
une modification du spectre de masse lorsque la température de chauffage augmente est le signe d’une
décomposition thermique de la molécule. Ici, ce n’est a priori pas le cas car le rapport de 1’abondance
des fragments B* et BH" est constant sur toute la gamme de puissance laser (voir la Figure 6), ce
rapport étant trés sensible a la décomposition thermique. Il est extrémement intéressant de noter que
cette augmentation de 1’abondance du fragment S* apparait lorsque la longueur d’onde du laser ns
devient inférieure & 250 nm. Dans un étude précédente,®® nous avons interprété I’existence d’un seuil
en longueur d’onde par I’apparition d’un fragment comme le signe de I’ouverture d’un processus dans
un état électronique excité de la molécule neutre apres absorption du premier photon UV (voir la
section 1) de ce chapitre). L’énergie du photon est alors égale au seuil énergétique de ce processus,
donc ici environ 5 eV. La dépendance vis-a-vis de la puissance du laser de désorption indique que ce
processus est sensible a la population d’isomeéres présents en phase gazeuse apres désorption. En effet,
une température plus grande peut permettre au systéme de passer des barrieres énergétiques avant
d’absorber le premier photon. Afin de veérifier cette hypothese, nous avons calculé (avec des méthodes
utilisant la théorie de la fonctionnelle de la densité) les barriéres associées a la rotation du groupement
CH,OH du sucre (inférieures a 0,3 eV) ainsi que celles de la décomposition thermique (supérieures a
0,6 eV). Par conséquent, plusieurs isoméres peuvent effectivement coexister en phase gazeuse a partir
d’une certaine température de chauffage des molécules, sans décomposition thermique.
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Figure 6 : résultats obtenus par absorption multi-photonique de ’uridine a une puissance laser d’environ 5x10°
W.cm™. Abondance relative du fragment S* 4 une longueur d’onde du laser ns de 225 nm (a) et de 250 nm (b) en
fonction de la puissance du laser de désorption, en fonction de la longueur d’onde du laser (c), rapport des
abondances des fragments B* et BH" a une longueur d’onde du laser ns de 250 nm en fonction de la puissance du laser
de désorption (b), Abondance relative du fragment C;HsO" en fonction de la longueur d’onde du laser ns (c), spectre
de masse de ’uridine a une longueur d’onde du laser ns de 265 nm (d).

Le processus d’isomérisation en question impliquerait donc le groupement CH,OH du sucre, mais
pour en savoir plus, il faudrait par exemple mener des expériences avec des molécules sélectionnées
en conformation. C’est le but du nouveau développement expérimental du groupe de S. Eden, dans
lequel un jet supersonique de molécules neutres passe entre deux électrodes hémisphériques entre
lesquelles une haute tension (jusqu’a 12 kV) est appliquée et crée un champ électrique inhomogene.
Celui-ci exerce une force perpendiculaire a la direction de propagation du faisceau sur les molécules
ayant un moment dipolaire permanent. Si celui-ci est suffisamment différent selon les différents
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isomeéres d’une méme molécule, une séparation spatiale des isomeéres pourra étre effectuée. Les
premiers résultats de ce montage ont été obtenus dans le cadre de la thése d’André Rebelo,” qui a
soutenu le 19/02/2021 devant un jury dont je faisais partie. Il a ainsi séparé efficacement le
nitrométhane (n = 3,46 D) de son dimere (un = 0,55 D) et obtenu, aprés ionisation par impact
électronique, le spectre de masse de ce dimére dans une seule conformation, ce qui est inédit & ma
connaissance. Certaines voies de fragmentation observées peuvent ainsi étre attribuées a la structure
géométrique de cette conformation : c’est une tdche ardue expérimentalement, surtout en ce qui
concerne les systémes neutres.

17



Chapitre 3 : Influence de la nanohydratation sur les processus induits
par I'ionisation de bases de 'ADN/ARN

Apres nous étre intéressé a des molécules isolées sous irradiation, nous allons voir comment on peut
¢tudier ’influence du solvant (dans les tissus biologiques, 1’eau) sur les processus radio-induits, afin
de tenter de comprendre son réle et se rapprocher des conditions biologiques. Ces molécules d’eau
sont liées de maniére non-covalente a la biomolécule, et dans ce chapitre, je vais exposer des résultats
d’expériences d’ionisation et fragmentation de nucléobases de ’ADN ou de I’ARN neutres et
environnées d’un certain nombre de molécules d’eau, avec une distribution allant jusqu’a quelques
dizaines.

I) Fragmentation et réarrangement d’agrégats d’adénine nanohydratés

Dans le chapitre précédent, j’ai présenté des résultats d’expériences réalisées en collaboration avec le
groupe de S. Eden de 1’Open University, sur I’irradiation de nucléobases de I’ADN/ARN isolées. Ici,
je vais exposer nos recherches conjointes vers la compréhension de 1’effet de la nanohydratation sur
les processus d’ionisation et de fragmentation. Le montage expérimental développé a 1’Open
University et permettant 1’irradiation d’agrégats de nucléobases de ’ADN/ARN hydratés est visible
dans la Figure 7 : la poudre de molécules est chauffée dans un four placé dans une ligne de gaz porteur
qui se termine par une buse trouée donnant dans une chambre a vide (chambre d’expansion). La
différence de pression entre la ligne de gaz (de I’ordre de 1 bar) et la chambre d’expansion (de I’ordre
de 10 mbar) crée un jet supersonique qui refroidit le mélange de gaz tampon (argon ou hélium
principalement) et de molécules et induit leur agrégation. Lorsqu’on veut étudier des agrégats
hydratés, on ajoute un réservoir d’eau chauffé a la ligne de gaz et on chauffe toute la ligne jusqu’a la
buse pour éviter la condensation de I’eau sur les parois. La partie centrale du jet (la plus froide) est
sélectionnée par un écorceur situé entre la chambre d’expansion et la chambre de diagnostic, ou les
agrégats sont irradiés par un laser UV impulsionnel de quelques nanosecondes ou un faisceau
d’¢électrons. Les produits ioniques sont alors extraits par un champ électrique impulsionnel dans un
spectrometre TOF de type réflectron. Nous avons ainsi étudié¢ des agrégats d’adénine hydratés par
absorption UV multi-photonique (MPI) et impact électronique.’ D’abord, examinons les spectres de
masse de la Figure 8 obtenus par MPI dans des conditions ou les agrégats sont petits et le monomére
domine largement. On peut voir I’effet de la présence du réservoir d’eau chauffé sur les produits
ioniques : le plus attendu est la présence des agrégats composés du radical cation de ’adénine avec
quelques molécules d’eau, due a I’ionisation d’agrégats apres 1’absorption d’au moins deux photons
d’énergie 5,52 eV par I’adénine, son énergie d’ionisation étant d’environ 8,5 eV.>® Celle-ci diminue
avec le degré d’hydratation, pour atteindre 7,8 eV pour trois molécules d’eau, comme S. Kim et co.
I’ont montré.”® Au moins une partie de ces ions a trés probablement subi I’évaporation d’une ou
plusieurs molécules d’eau ou/et d’adénine apres ionisation, un processus dont je reparlerai en détail
dans la partie suivante. Cette évaporation refroidit le radical cation de 1’adénine, ce qui réduit son
énergie interne vibrationnelle et donc la probabilité de fragmentation multiple. L’intensité des petits
fragments diminue donc par rapport aux gros, notamment a C,H;N,", qui domine le spectre de
I’adénine hydratée. Le seul petit fragment dont I’intensité augmente drastiquement est observé a

% = 18 on pourrait penser a I’ion H,O", formé aprés transfert d’électron d’une molécule d’eau au

radical cation de I’adénine, mais ce processus est endothermique, 1’énergie d’ionisation des agrégats
d’eau étant supérieure a 10 eV.” Nous avons donc attribué ce pic a I’ion NH," provenant de la

fragmentation de I’adénine protonée, qui est d’ailleurs détectée a % = 136 (voir la Figure 8) : en effet,

le transfert de proton dans le dimére d’adénine est exothermique (affinité protonique de 1’adénine :
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9,78 eV : acidité du radical cation : 9,58 eV™) et le fragment NH," a été observé aussi bien aprés
collision de basse énergie cinétique (30 eV) sur un gaz rare’® qu’aprés irradiation avec un laser UV
nanoseconde.’’ Je reviendrai sur ce phénomene de protonation intra-agrégats dans le Chapitre 4.
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Figure 7 : schéma du montage expérimental du groupe de S. Eden dédié a I’étude des agrégats moléculaires hydratés.
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Figure 8 : spectres de masse des produits de I’adénine (en haut) et de I’adénine hydratée (en bas, température du
réservoir d’eau : 100 °C) apres absorption multi-photonique (température de la poudre d’adénine : 237 °C ; pression
d’argon : 0,8 bar ; longueur d’onde du laser : 225 nm ; puissance surfacique moyenne : 4.10° W.cm).

Lorsqu’on se place dans des conditions de plus forte agrégation (augmentation de la température de la
poudre d’adénine et de la pression d’argon), on observe sur la Figure 9 un plus grand nombre de
molécules d’eau autour du radical cation de 1’adénine aprés ionisation, aussi bien par absorption UV
multi-photonique (MPI) que par impact électronique (EII). Les agrégats d’eau ne sont observés que
par EII, car ’eau est transparente a la longueur d’onde du laser (220 nm). Ils sont protonés, comme
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tous les agrégats d’eau formés par ionisation dissociative, quelle que soit la méthode.”® De plus,
dans les deux spectres, on remarque une série de pics a %: 136 + n18: dans celui des agrégats

ionisés par EII, ces pics sont attribuables a 1’adénine protonée hydratée, probablement formée par
ionisation d’une molécule d’eau dans un agrégat d’adénine hydraté, puis transfert de proton a
I’adénine et évaporation. Par contre, ce mécanisme est hautement improbable dans le cas de la MPI,
car seule 1’adénine absorbe les photons a 220 nm et est ionisée. Celle-ci peut transférer un proton a une
autre molécule d’adénine (A) dans un dimére, mais la formation de ’adénine protonée requiert la
dissociation du dimére dont 1’énergie de liaison est de 1,34 eV dans Az+(HZO).81 Comme celle des
molécules d’eau est bien plus basse (0,49 eV dans A,"(H,0)®), on peut penser que toutes les
molécules d’eau s’évaporeront avant 1’adénine, empéchant ainsi la formation de 1’adénine protonée

hydratée. Pour expliquer la présence des pics a % = 136 + n18, il faut faire appel a des calculs de

chimie quantique réalisés par Zhang et co.,% et qui prédisent la formation spontanée d’hypoxanthine,
une nucléobase rare de masse 136 uma, a partir d’une structure particuliére de 1’agrégat A(H,0),, mais
pas lorsque le nombre de molécules d’eau est inférieur a quatre. Toutefois, les auteurs ne présentent
pas d’autres réactions, on ne peut donc pas comparer leurs probabilités. Le mécanisme qu’ils
proposent est montré dans la Figure 10.
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Figure 9 : spectres de masse des produits d’agrégats d’adénine hydratés (température de la poudre d’adénine : 276
°C ; température du réservoir d’eau : 70 °C ; pression d’argon : 1,8 bar) aprés absorption multi-photonique (en haut ;

longueur d’onde du laser : 220 nm ; puissance surfacique moyenne : 3.10° W.cm™) et impact électronique (en bas ;
énergie cinétique : 200 eV).
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Figure 10 : mécanisme proposé par Zhang et co. pour la formation d’hypoxanthine a partir d’adénine hydratée.®

Nos résultats expérimentaux sont les premiers qui vont dans le sens de la formation d’hypoxanthine
dans des agrégats d’adénine hydratés. Un moyen de confirmer ceci serait d’enregistrer le spectre IR

des ions situés é% = 136 + n18: en effet, on devrait alors détecter une raie intense autour du nombre

d’onde 1700 cm™, typique de I’élongation C=0 présente dans I’hypoxanthine mais ni dans 1’adénine ni
dans I’eau. Par contre, une spectroscopie d’absorption n’est pas possible car la densité de molécules en
phase gazeuse est trop faible. Une solution est alors de détecter les fragments formés aprés la
photoabsorption et d’enregistrer un spectre d’action, qui pourrait de surcroit étre comparé a des calculs
de chimie quantique, comme je I’ai fait durant ma thése de doctorat.” La difficulté résiderait alors dans
la nécessité de sélectionner les ions précurseurs afin qu’eux seuls absorbent les photons IR. Ceci peut
&tre réalisé par un spectrométre de masse quadripolaire, qui ne laisse passer que les ions d’un rapport
% donné, et d’un piége a ions : je parlerai longuement d’expériences utilisant ces outils dans les

chapitres suivants. Enfin, il faudrait une source de photons IR dans la gamme des nombres d’ondes
inférieurs & 2000 cm™ : cela pourrait &tre un laser IR OPO du type de celui utilisé par le groupe de T.
Rizzo a I’Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne,® ou un laser & électrons libres (FEL) tel que
celui du Centre Laser Infrarouge d’Orsay (CLIO) ou j’ai obtenu beaucoup de mes données de these, ou
FELIX aux Pays-Bas. L avantage du laser OPO est sa petite taille, qui permettrait de I’installer dans le
laboratoire de 1’Open University, alors que le FEL est une grande installation, il faudrait donc déplacer
le montage expérimental la-bas. Par contre, I’avantage du FEL est sa grande intensité, de 1’ordre de
quelques dizaines de mJ par impulsion, environ dix fois plus que I’OPO.

I1) Evaporation d’eau a partir d’agrégats de thymine hydratés ionisés

Aprés s’étre intéressé dans la partie précédente a la fragmentation et au réarrangement d’une
nucléobase dans des agrégats hydratés, nous allons maintenant explorer le phénoméne d’évaporation
d’une molécule d’eau dans le radical cation de thymine hydraté métastable formé par MPL* Le
montage expérimental est celui de la Figure 7, et la partie intéressante du spectre de masse obtenu est

visible dans la Figure 11. On peut voir une serie de pics a% = 126 + n18, attribués au radical cation

de la thymine lié a n molécules d’eau (T'(H,0),) : nous avons déja détecté ces espéces dans des
conditions similaires mais pour 1’adénine (voir la partie précédente), nous pouvons donc les attribuer
ici a I’ionisation des agrégats de thymine hydratés, probablement suivie d’une évaporation d’une ou
plusieurs molécules d’eau. Ce dernier phénomeéne est celui qui va nous intéresser plus particulierement
ici : en effet, sur le spectre de la Figure 11, nous pouvons remarquer des pics & des rapports % (environ

169, 187, 205 et 223) ne pouvant étre attribués a des agrégats ou des fragments. Nous avons déja
rencontré ce type de pic dans la partie I) du Chapitre 2, et I’avons attribué¢ a la fragmentation d’un ion
métastable dans la zone de vol libre du spectrométre de masse. Le temps de vol du fragment est alors
supérieur a celui créé par dissociation rapide, car I’ion métastable a une masse supérieure lorsqu’il se
situe dans la premiére zone d’accélération du spectrometre de masse. Ici, nous avons comparé les
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temps de vol mesurés a ceux calculés pour différents ions précurseurs et fragments, et trouvé que ces
pics correspondent a la perte d’une molécule d’eau des ions T*(H,0), métastables dans la zone de vol
libre du spectrométre de masse (voir les fleches sur la Figure 11) selon la réaction suivante :
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Figure 11 : spectre de masse partiel des produits d’agrégats de thymine hydratés (température de la poudre de
thymine : 250 °C ; température du réservoir d’eau : 50 °C ; pression d’argon : 1,1 bar) aprés absorption multi-
photonique (longueur d’onde du laser : 220 nm ; puissance surfacique moyenne : 8.10” W.cm™). L’insert montre
également une partie du spectre de masse pris dans des conditions identiques mais sans eau. Les fleches symbolisent la
perte d’une molécule d’eau des ions T*(H20), métastables.

A partir des aires sous les pics du spectre de temps de vol, on peut calculer le taux de cette réaction en
fonction du nombre de molécules d’eau initialement présentes dans I’ion, et les résultats se trouvent
dans le Tableau 1. On peut remarquer que ce taux chute lorsque le nombre de molécules d’eau est
inférieur a quatre : ceci peut étre da a plusieurs raisons. D une part, la température des ions peut étre
d’autant plus basse que ’ion a déja évaporé un nombre élevé de molécules d’eau avant d’entrer dans la
zone de vol libre. D’autre part, I’énergie de liaison d’un ion T*(H,0), peut dépendre de n : en effet, il a
été montré que dans certains cas, il existe des agrégats particulierement stables de par leur structure
géométrique, on parle alors de « nombres magiques ». Un exemple bien connu est le cas des agrégats
de ’acide aminé sérine.® Dans le cas des agrégats de thymine hydratés, Kim et co.% ont interprété les
résultats de leur étude comme le signe que 1’ion T*(H,0), est plus stable que les autres, a cause d’une
couche d’hydratation compléte a n = 4. Comme nos données semblent en contradiction, j’ai mené des
calculs de chimie quantique sur une série d’agrégats neutres et chargés jusqu’a n = 4, notamment en
optimisant leur structure géométrique et en calculant leur énergie relative dans 1’état électronique
fondamental. Les résultats sont visibles de la Figure 12 a la Figure 14 en ce qui concerne la structure
des conformeéres de plus basse énergie. 1l est intéressant de constater que les structures sont similaires
pour T(H,0), et T*(H,0), lorsque n = 1 et 2, mais différentes pour n > 2. En effet, dans le cas des
agrégats neutres, seules des liaisons H constituent les interactions non-covalentes, alors que dans le cas
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des agrégats chargés, la charge positive de la thymine, qui se trouve majoritairement sur le carbone lié
au groupement méthyle, entre en interaction avec le dipdle d’une ou deux molécules d’eau situées
« au-dessus » (voir par exemple le conformére 1 de T*(H,O)s) ou/et «en-dessous » du plan de la
thymine (voir par exemple le conformére 1 de T*(H,0),) et stabilise la structure. Il est intéressant de
constater I’absence d’une couche d’hydratation fermée pour n = 4. A partir de ces énergies, j’ai calculé
les énergies de liaison BE i, et BE,e d’une molécule d’eau, BE;, impliquant les conforméres de plus
basse énergie, et BE,, étant la moyenne de toutes les voies d’évaporation possibles avec un
réarrangement minimal, sans pondération. Dans les deux cas, I’énergic de liaison diminue
progressivement avec le nombre n de molécules d’eau, ce qui est de nouveau en contradiction avec
une couche fermée pour n = 4 (cf. Figure 15). De plus, I’évolution de I’énergie de liaison est non-
linéaire : la chute est la plus grande entre n = 1 et 2. Par contre, les calculs ne prédisent pas un
changement assez significatif d’énergie de liaison entre n = 3 et 4 pour expliquer 1’augmentation
significative d’évaporation observée expérimentalement. Cela suggére que ’énergie de liaison n’est
pas le seul parametre pertinent dans ce processus : le nombre de voies d’évaporation différentes dans
une méme gamme d’énergie de liaison peut aussi jouer un réle, surtout dans un ion métastable dont
I’énergie interne vibrationnelle doit par définition étre proche de la barriére pour que la dissociation
(ici, I’évaporation d’une molécule d’eau) se produise.”

Tableau 1 : taux de perte d’H,O dans le radical cation de thymine hydraté, et énergies de liaison d’une molécule d’eau
BE i et BE,.. calculées au niveau MP2/6-31+g(d,p) (voir le texte et la Figure 15).

Agrégat initial Taux de perte d’H,0 BEmin (V) BEave (V)
T (H,0)6 18.6 +5.4 % Non calculée Non calculée
T (H,0)s 125+3.3% Non calculée Non calculée
T*(H,0), 17.5+2.6 % 0,58 0,52
T°(H,0)3 81+x14% 0,63 0,55
T(H,0), Pas de signal détecté 0,77 0,61

11 serait intéressant de répéter ces mesures en faisant varier la longueur d’onde du laser UV, afin de
voir si I’évaporation d’eau des ions métastables posséde un seuil d’apparition, ce qui serait 1’indication
d’un rdle joué par I’état excité de la molécule neutre atteint par le premier photon absorbé, comme
nous 1’avons vu dans les parties I) et 1) du Chapitre 2. Ceci permettrait d’obtenir 1’effet d’un certain
nombre de molécules d’eau sur I’énergie de 1’état excité S; de la thymine, ce qui n’a jamais été étudié
expérimentalement, & ma connaissance.

Dans ce chapitre, nous avons étudié 1’effet de quelques molécules d’eau sur les processus induits par
I’ionisation de nucléobases de I’ADN aprés I’absorption de plusieurs photons UV ou impact
électronique. L’évaporation de 1’eau se produit jusqu’a plusieurs microsecondes aprés 1’ionisation et
est due a I’apport d’énergie vibrationnelle dans le systéme et son transfert de la nucléobase au solvant.
Un résultat surprenant est la confirmation de la réactivité induite par plusieurs molécules d’eau autour
de l’adénine, pour former I’hypoxanthine, une réaction qui avait été prédite théoriquement.
L’ionisation de I’eau peut aussi induire un transfert de proton vers la nucléobase. Par conséquent, 1’eau
peut jouer un rdle actif et ne pas seulement constituer un réservoir a énergie vibrationnelle qui réduit la
fragmentation de la biomolécule. Nous allons voir d’autres exemples de ce rdle actif de
I’environnement moléculaire dans le chapitre suivant.
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Figure 12 : structure des conformeres de plus basse énergie des agrégats de thymine neutres et ionisés liés a une et
deux molécules d’eau, optimisée au niveau MP2/6-31+g(d,p). L’énergie relative des conforméres par rapport au
conformere 1 est aussi indiquée (correction du point zéro d’énergie vibrationnelle incluse).
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Figure 13 : structure des conformeres de plus basse énergie des agrégats de thymine neutres et ionisés liés a trois
molécules d’eau, optimisée au niveau MP2/6-31+g(d,p). L’énergie relative des conformeres par rapport au conformere
1 est aussi indiquée (correction du point zéro d’énergie vibrationnelle incluse).
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Figure 14 : structure des conformeres de plus basse énergie des agrégats de thymine neutres et ionisés liés a quatre
molécules d’eau, optimisée au niveau MP2/6-31+g(d,p). L’énergie relative des conformeéres par rapport au conformere
1 est aussi indiquée (correction du point zéro d’énergie vibrationnelle incluse).
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Figure 15 : énergies de liaison minimale (BE,) et moyenne (BE,.) d’une molécule d’eau dans les agrégats du radical
cation de thymine avec n molécules d’eau, calculées au niveau MP2/6-31+g(d,p), en fonction de n (voir le texte pour
plus de détails).
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Chapitre 4 : Influence d’'un environnement moléculaire non-covalent
autre que le solvant

Dans le chapitre précédent, j’ai montré que la nanohydratation influence les processus induits par
I’irradiation de nucléobases de I’ADN/ARN. Mais I’eau n’est pas la seule espéce a pouvoir étre liée de
maniere non-covalente aux biomolécules : les fonctions biologiques nécessitent trés souvent ce type de
liaison, par exemple lors du passage d’ions tels que le sodium ou le chlore a travers les protéines
transmembranaires, ou encore dans le contexte de la reconnaissance spécifique d’un médicament par
son récepteur (j’en parlerai brievement dans le Chapitre 5). Par conséquent, il est important d’étudier
les effets d’un environnement moléculaire non-covalent autre que 1’eau sur les processus moléculaires
radio-induits. Je donnerai ici deux exemples : I’irradiation d’agrégats d’acides aminés par des ions, et
I’activation de complexes peptide — éther couronne par plusieurs méthodes de spectrométrie de masse
de routine.

I) Ionisation et fragmentation d’agrégats d’acides aminés et d’acide
lactique par collision avec des faisceaux d’ions

Cette partie a pour but la description d’études concernant des acides aminés, les constituants des
protéines, et I’acide lactique, un produit de la fermentation bactérienne et du métabolisme des
mammiferes. L’objectif était d’irradier les agrégats de ces molécules neutres avec des faisceaux d’ions
et d’analyser les cations produits par spectrométrie de masse a temps de vol. Une nouveauté dans
I’analyse et le traitement des données, par rapport & ce dont j’ai parlé auparavant, réside dans la
détection des fragments ioniques en coincidence. Ce genre de techniques de détection vient de la
physique nucléaire, ou la collision entre un projectile a trés haute énergie cinétique (de 1I’ordre du MeV
ou GeV) et un noyau-cible peut créer plusieurs particules chargées, dont 1’énergie cinétique et la
trajectoire fournissent des renseignements sur les processus nucléaires sous-jacents. Ici, 1’idée est
d’enlever au moins deux électrons a un systéme moléculaire neutre, créer au moins deux fragments
chargés positivement, les extraire dans un spectrométre TOF en utilisant une impulsion de tension
dont le front montant constitue I’instant t,, et détecter les temps d’arrivée t,,t, ... des fragments
ioniques issus d’une méme collision avec une résolution temporelle suffisante pour les distinguer.
Celle des galettes a micro-canaux est de I’ordre de quelques nanosecondes, ce qui est bien plus petit
que la différence de temps de vol (de I’ordre de 0,1-1 ps) entre deux ions moléculaires de la taille des
briques élémentaires des biomolécules. La condition pour que le systéme d’acquisition puisse faire la
différence entre un ion issu d’une collision donnée et un ion issu de la suivante est de rester dans le
régime de collision unique : dans ce cas, une seule collision au maximum se produit par extraction des
ions dans le TOF. Par conséquent, le taux de comptage (nombre d’ions détectés par seconde) doit
rester bien inférieur a la fréquence d’extraction, souvent de I’ordre du kHz pour les TOF, car le temps
de vol est de I’ordre de la dizaine ou centaine de microsecondes. Cette technique de détection d’ions
en coincidence permet d’obtenir des informations supplémentaires sur les processus radio-induits,
notamment concernant 1’ionisation multiple, comme nous allons le voir. Au laboratoire CIMAP, il
existe un montage qui permet de former des agrégats de molécules neutres en phase gazeuse et de les
irradier avec un faisceau d’ions dont 1’énergie cinétique est de 1’ordre de la dizaine de keV, sur une
ligne de I’installation ARIBE (voir la Figure 16).
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Figure 16 : schéma du montage expérimental utilisé au CIMAP pour Pirradiation d’agrégats moléculaires par des
faisceaux d’ions. Les éléments magnétiques sont de couleur verte.

Les ions atomiques sont produits par une source & résonance électronique cyclotronique (ECR), qui
permet de créer des faisceaux d’ions multichargés avec une intensité de I’ordre du microampere et une
énergie cinétique de ’ordre de 10 keV/z (avec z la charge de I’ion). A cette énergie, le processus
majoritaire d’interaction est la capture par 1’ion d’un ou plusieurs électrons au systéme moléculaire
neutre cible, qui devient alors chargé positivement. D’autre part, la source d’ARIBE est capable de
fournir un panel d’ions différents, de He a Xe, et différents états de charge d’un méme ion, allant
jusqu’au Xe**. Ces hauts états de charge sont intéressants pour les collisions avec les systémes en
phase gazeuse, car ils donnent lieu a la capture de plusieurs électrons a la cible, ce qui permet
d’étudier les processus moléculaires induits par la multi-ionisation. De plus, la gamme de paramétre
d’impact sondée par 1’ion peut étre élargie en augmentant la charge, car la capture d’électron est
largement gouvernée par le modéle de la barriére coulombienne.®® Aprés avoir été extrait de la source
par une tension de I’ordre de 10 kV, le faisceau d’ions est pulsé par une tension appliquée sur deux
plaques paralléles a la direction de propagation, il est guidé et mis en forme par des dip6les et des
quadrip6les magnétiques, passe par la zone d’interaction du TOF, et son intensité est mesurée par une
cage de Faraday située en bout de ligne. Dans la zone d’interaction arrive également le faisceau
d’agrégats moléculaires formé par une source d’agrégation gazeuse représentée sur la Figure 17. Ce
faisceau passe par deux écorceurs pour réduire sa divergence, avant d’étre irradié orthogonalement par
le faisceau d’ions pendant quelques microsecondes, entre deux plaques de la zone d’extraction du
spectrométre TOF (voir la Figure 17). Pour que le faisceau d’ions puisse traverser cette zone, on
applique une tension de 0 V sur les plaques, et apres sa sortie de la zone d’extraction, on applique une
tension de quelques kV a I’instant t, de facon a extraire orthogonalement les cations produits par
I’irradiation, en utilisant le spectrometre TOF dans un mode Wiley-McLaren. Les cations sont alors
post-accélérés par une anode dont le potentiel est de -19 kV, ce qui induit I’émission d’électrons qui
sont déviés par des bobines de Helmholtz vers des galettes a micro-canaux (MCP, voir la Figure 17).
Le signal de sortie des galettes est amplifié puis envoyé & une carte informatique qui enregistre en
coincidence les instants t,, correspondant a la détection des n ions produits par chaque extraction. On
peut alors en déduire le temps de vol de chaque ion et construire des spectres de temps de vol, qui
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peuvent étre convertis en spectres de masse via une calibration, mais aussi ne garder dans ces spectres
que le signal issu des collisions ayant produit un ion, deux, trois, etc... Nous appelons ces spectres 1,
2, 3 (...) stops. Lorsque le spectre de masse contient tous les événements, il est appelé « spectre
inclusif ».
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Biomolécules .
Electrodes
\ d’extraction
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Figure 17 : agauche : schéma de la source d’agrégation gazeuse. Un flux d’hélium gazeux (fleche) est injecté dans une

enceinte dans laquelle est placé un four qui chauffe une poudre de molécules. Ce flux entraine les molécules a travers

un canal de condensation refroidi a I’azote liquide (77 K), ce qui provoque la formation d’agrégats, qui sortent par un

trou de quelques mm de diamétre. A droite : schéma en 3D de D’interaction entre les agrégats et le faisceau d’ions, et
du spectrométre de masse a temps de vol.

Nous avons étudié les agrégats des acides aminés glycine, alanine et valine, ainsi que d’acide lactique,
par collision avec un faisceau O%* & 30 keV, et les spectres de masse inclusifs sont visibles dans la
Figure 18. Dans tous les cas, les agrégats simplement chargés dominent le spectre, et il s’avére que ce
sont des especes protonées en grande majorité. Nous avons voulu tester 1’influence de I’affinité
protonique (AP) des molécules sur I’abondance du monomére protoné par rapport au radical cation. Si
I’on compare dans la Figure 19 les spectres de ’alanine (AP = 902 kJ.mol™)* et de 1’acide lactique
(AP = 817,4 + 4.3 kl.mol™)* dans la région du monomére simplement chargé, on constate que le
radical cation de I’acide lactique est beaucoup plus abondant (d’un facteur 10 environ) que celui de
I’alanine, ce qui va dans le sens d’un transfert de proton a I’origine de la formation du monomere
protoné. Ce phénomeéne a déja été observé dans les agrégats d’acides aminés ionisés par absorption de
photons VUV® ou impact électronique, mais c’est la premiére fois pour des collisions avec un
faisceau d’ions. Par conséquent, quelle que soit la nature du rayonnement ionisant, il semble que le
transfert de proton se produise. Ces agrégats étant liés principalement par des liaisons H, on peut
penser que ces liaisons sont impliquées dans le transfert. Nous verrons ce qu’il en est un peu plus loin.
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Figure 18 : tracé semi-logarithmique des spectres de masse inclusifs obtenus aprés irradiation d’agrégats de glycine,
alanine, acide lactique et valine (de haut en bas) par des ions O** & 30 keV.
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Figure 19 : spectres de masse de ’acide lactique et de I’alanine dans la région du monomeére. La molécule protonée est
indiquée par (M+H)" et le radical cation par M*. Les courbes gaussiennes ajustant I’expérience sont visibles en rouge
et bleu.

Ensuite, nous avons étudié la partie du spectre ou figurent les fragments du monomére, c’est-
a-dire celle qui apparait dans la Figure 20. Il est notable que dans tous les cas sauf la valine, on
observe un pic correspondant au monomeére protoné qui perd une molécule de CO (28 uma). Nos
mesures sur ’alanine isotopique montrent que c’est le CO du groupement carboxyle qui est perdu
(voir la Figure 20). Dans la littérature, cette voie de fragmentation est connue comme étant celle de
plus basse énergie dans les expériences de dissociation induite par collision (CID) d’acides aminés
protonés sur du gaz rare. Une exception est la valine, pour laquelle la voie de plus basse énergie est la
perte de 46 uma, ce qui donne un pic a 72 uma, présent dans notre spectre. Nos résultats sont donc
compatibles avec une fragmentation des monoméres protonés formés par 1’ionisation d’agrégats par
des ions multichargés, ce qui voudrait dire que ces derniers ont laissé les monomeéres protonés dans un
état vibrationnel excité. Ceci est cohérent avec le fait qu’on observe des signes de la fragmentation
d’ions métastables, comme nous allons le voir maintenant. En effet, la présence de ce phénomene, que
nous avons déja rencontré dans les chapitres précédents, peut étre déduite de I’analyse des spectres de
temps de vol. Prenons I’exemple des agrégats de valine : lorsqu’on regarde la Figure 21, on remarque
que certains pics ne sont pas totalement symétriques : du signal supplémentaire apparait & des temps
de vol plus longs, donc a droite du pic. Ce signal est attribué a des ions de méme rapport m/z mais se
formant lors de la fragmentation d’ions plus lourds pendant leur accélération dans la zone d’extraction
du spectrométre, ¢’est-a-dire a une échelle de temps de 1’ordre de la microseconde. Nous avons vu
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auparavant gque ce type de fragmentation se produisait lorsque 1’énergie vibrationnelle des ions était
proche de la barriére d’énergie potentielle de la voie de fragmentation en question (voir le Chapitre 2).
Dans le cas de la valine, nous avons calculé le temps de vol du fragment de masse 72 lorsqu’il est issu
de la dissociation du monomere a la fin de la zone d’extraction du spectrométre, et refait la méme
chose pour 1’évaporation d’une molécule de valine issue du trimére et du dimére. Les résultats,
visibles dans la Figure 21, prouvent bien que ces processus sont a 1’origine du signal observé, puisque
celui-ci chute aux temps de vol correspondants. De plus, il est frappant de constater que ce signal est
présent uniquement dans les spectres 2- et 3-stops de la Figure 21 : en fait, il est aussi observé dans le
spectre 1-stop mais pour les gros agrégats, au-dessus de 9 molécules. Ceci veut dire que la
fragmentation métastable est bien plus probable lorsque plusieurs fragments chargés sont produits par
la collision. Pour tenter de comprendre, il faut d’abord se rappeler que nous avons observé trés peu
d’espeéces multichargées dans le spectre de masse, on peut donc faire I’approximation que seuls des
monocations sont présents. Par conséquent, le spectre 1-stop est composé des monocations provenant
d’agrégats ionisés une seule fois, ils ne peuvent donc pas avoir subi une séparation de charge, mais
seulement de ’évaporation et/ou de la fragmentation. Par contre, dans les spectres multi-stops, les
monocations viennent d’agrégats ionisés plusieurs fois, ce qui implique une séparation des charges via
une cassure des liaisons covalentes ou non-covalentes. Ce dernier phénomeéne se produit
systématiquement pour les petits agrégats de taille inférieure a la taille critique, qui est justement de 9
pour les agrégats de valine doublement chargés (cf. Figure 18). Par conséquent, 1’observation
d’évaporation métastable dans le spectre 1-stop pour les agrégats doublement chargés de taille
supérieure a 9 indique que la double ionisation laisse le systeme dans un état vibrationnel plus excité
que I’ionisation simple. De plus, ’augmentation de la fragmentation métastable dans les spectres 2- et
3-stops confirme que I’ionisation multiple augmente 1’énergie vibrationnelle dans le systéme apres
collision. Ceci est cohérent avec le modéle la barriere coulombienne qui décrit la capture d’un ou
plusieurs électrons par ’ion projectile : il stipule que le parameétre d’impact doit diminuer lorsque le
nombre d’électrons capturés augmente.”® Si 1’ion passe plus prés du systéme, la probabilité
d’excitation ¢électronique de ce dernier est plus grande, et donc la quantité d’énergie vibrationnelle
aprés conversion interne augmentera, et la fragmentation métastable aussi.”
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Figure 20 : tracé semi-logarithmique des spectres de masse obtenus aprés irradiation d’agrégats de glycine, alanine,
alanine-1-"3C, acide lactique et valine (de haut en bas) par des ions O** a 30 keV. Seule la région jusqu’au monomére
est visible.
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Figure 21 : tracé semi-logarithmique des spectres de temps de vol 1, 2 et 3-stops obtenus apreés irradiation d’agrégats
de valine par des ions O** & 30 keV. Les monomére et dimére protonés de valine sont notés [V+H]" et [V,+H]",
respectivement. La position d’un fragment de masse 72 uma de la valine est également indiquée. Les pointillés rouges
(bleus) indiquent le temps de vol de ce fragment (du monomere et du dimére) lorsqu’il est issu de la dissociation du
monomere (du dimére et du trimére) a la fin de la zone d’extraction du spectrométre. Les astérisques indiquent des
pics dus a des pollutions.

J’ai également mené des calculs de structure et d’énergie de diméres d’acides aminés et d’acide
lactique neutres et ionisés, dans leur état électronique fondamental & 0 K, pour en savoir plus sur leur
comportement vis-a-vis d’un éventuel transfert de proton induit par 1’ionisation. Les résultats sont
montrés dans la Figure 22. On constate que pour la glycine et I’alanine, un transfert de proton se
produit spontanément aprés ionisation de 1’un des conforméres de basse énergie potentielle, menant a
la création d’un groupement R-NH;" dans I’une des deux molécules du dimére, alors que pour I’acide
lactique, ce n’est pas le cas. De plus, pour une méme molécule, 1’énergie potentielle du conformeére
ayant subi ce transfert est trés basse (0,8 — 1 eV) comparée a celle des autres. Ces résultats sont
qualitativement cohérents avec les observations expérimentales, puisque les monomeres protonés sont
plus abondants pour les acides aminés que pour ’acide lactique, et confirment le role joue par le
transfert de proton intermoléculaire induit par I’ionisation. On pourrait objecter que 1’acide lactique
protoné est tout de méme largement majoritaire par rapport au radical cation, bien que les calculs
présentés dans la Figure 22 ne prédisent pas de transfert de proton, mais il faut garder a 1’esprit que ces
calculs sont faits a température nulle, c’est-a-dire sans énergie vibrationnelle, alors que 1’on a
démontré ici que suite a la collision des agrégats avec 1’ion, cette quantité d’énergie est suffisante pour
que le monomere protoné fragmente, elle est donc loin d’étre nulle, et favorise sans doute le transfert
de proton, méme dans les agrégats d’acide lactique ionisés. Depuis notre publication,” de nombreux
travaux ont confirmé que ce processus se produit dans une vaste gamme de conditions
expérimentales et pour de nombreuses molécules organiques : de 1’ionisation par impact d’électrons
d’agrégats de valine en phase gazeuse™ ou dans des gouttelettes d’hélium,* a 1’ionisation d’agrégats
de nucléobases par absorption d’un photon VUV® ou impact d’ions,”” en passant par ’ionisation
d’agrégats d’acides carboxyliques par impact d’électrons et photoabsorption.® Récemment, nous
avons aussi observé un transfert de proton induit par I’ionisation par photoabsorption VUV et X dans
des complexes non-covalents impliquant un antibiotique, la vancomycine, a ’aide d’un montage que
je détaillerai dans le Chapitre 5. Une question restant largement en suspens concernant les agrégats
d’acides aminés est celle de la durée nécessaire a ce processus : il n’y a pour I’instant aucune mesure
ni calcul. Des expériences pompe-sonde utilisant des lasers femtosecondes pourraient y remédier,

31



comme celles qui ont déja été appliquées aux agrégats de nucléobases de I’ ADN/ARN® et d’autres
molécules organiques,’® % et qui ont montré que cette durée peut étre inférieure a 50 fs mais aussi de
I’ordre de la dizaine de picosecondes dans certains cas. Je prévois de faire des mesures d’ionisation
résolues en temps sur des systéemes plus pertinents biologiquement que les briques élémentaires de
I’ADN/ARN ou des protéines, a I’aide d’un laser X a électrons libres (XFEL), un grand instrument qui
fournit des impulsions de photons X femtosecondes : ce point sera détaillé dans le Chapitre 7.
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Figure 22 : structures de conforméres de basse énergie de dimeres de glycine (en bas), d’acide lactique (en haut a
gauche) et d’alanine (en haut a droite), neutres et ionisés une fois, dans leur état électronique fondamental, calculées
au niveau MP2/D95++(d,p). Leur énergie potentielle relative corrigée par le point zéro est également indiquée. Les
atomes de carbone, oxygeéne, azote et hydrogene sont visibles en gris, rouge, bleu et blanc, respectivement. Les
groupements protonés R-NH;", formés par le transfert de proton aprés ionisation, sont entourés en vert.

II) Dissociation de petits peptides nanosolvatés apres transfert
d’électron du sodium

J’étudie les processus dans les petits peptides protonés apres transfert d’électron depuis mon stage de
Master en 2005 dans le groupe de Steen B. Nielsen a 1’Université d’Arhus (Danemark). Nous avions
alors publié un article sur la réduction de la fragmentation de ces systémes par la nanosolvatation.'®*
Des années plus tard, je suis retourné a Aarhus pour continuer ces recherches dans le cadre du
programme européen COST Nano-IBCT, en me focalisant cette fois sur la différence entre deux
molécules de solvant : ’acétonitrile et 1’éther 18-couronne-6 (CE). Cette derniére n’est pas un solvant
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a proprement parler, mais plutét une molécule utilisée pour sa capacité a se lier fortement de maniéere
non-covalente & des cations ou des groupements chargés positivement tels que Na*, Ca**, NH,", R-
NH;" (voir la Figure 23)... Comme il existe ce type de groupement dans les trois acides aminés a
chaine latérale basique (histidine H, lysine K et arginine R), le CE est beaucoup utilisé dans les
travaux se rapportant a la protéomique, par exemple pour contréler la structure et 1’état de charge des
protéines en phase gazeuse.'®'® Dans notre cas, les systémes étudiés sont des tripeptides (Lysine-
Tryptophane-Lysine ou KWK et Lysine-Tyrosine-Lysine ou KYK) doublement protonés mis en phase
gazeuse par une source électrospray. Nous avons utilisé un accélérateur d’ions suivi d’un aimant pour
sélectionner ces tripeptides isolés ou nanosolvatés selon leur rapport m/z et réaliser des collisions avec
une vapeur de sodium. Cet atome posséde une énergie d’ionisation trés faible (un peu plus de 5 eV*>),
la section efficace de transfert d’un électron au dication est donc assez grande pour que la durée
d’acquisition d’un spectre de masse soit raisonnable (de I’ordre d’une heure) avec le courant d’ions
issu d’une source électrospray (environ 1 pA). Les espéces cationiques créées apres transfert sont alors
analysées selon leur rapport m/z par un dispositif électrostatique. A partir des spectres de masse, on
identifie les principaux processus induits par le transfert d’un électron (perte d’un H, de NHjs, rupture
d’une liaison N-C,) a partir du rapport m/z des fragments, et on calcule 1’aire sous chaque pic pour en
déduire la probabilité de chacun des processus. Les résultats pour KYK sont visibles dans la Figure
24 (ils sont similaires pour KWK) : pour le peptide isolé, on constate que les processus sont différents
de ceux d’une étude précédente du groupe d’E. Williams, ' ot les fragments majoritaires sont issus de
la rupture des liaisons peptidiques aprés capture d’un électron libre. Par contre, lorsque le peptide est
initialement lié¢ a quelques molécules d’eau, les résultats de la méme étude montrent que les voies de
fragmentations et leurs probabilités deviennent similaires aux nétres. Or le groupe d’E. Williams a
montré que la fragmentation aprés capture d’un électron libre (ECD) était statistique et se produisait
dans 1’état fondamental électronique du peptide, les changements dans la fragmentation étant dus a la
baisse de 1’énergie vibrationnelle moyenne par degré de liberté du systeme, suite a I’augmentation de
sa taille et/ou I’évaporation des molécules d’eau. Par conséquent, nous pouvons en déduire que le
peptide a moins d’énergie vibrationnelle apres transfert d’électron du sodium qu’apreés capture d’un
électron libre. Ceci a déja été constaté lors de I’étude d’autres systémes,'® et attribué & plusieurs
facteurs : d’abord, ’énergie cinétique (quelques eV dans le cas des expériences d’E. Williams) de
I’électron libre capturé doit étre convertie en énergie électronique, vibrationnelle ou rotationnelle du
peptide, celle-ci étant appelée « énergie de recombinaison » dans le cas d’un systéme chargé
positivement. Cette énergie a été mesurée dans la gamme 4 — 7 eV, par exemple au minimum 4,3 eV
pour [KYK+2H]*".* La situation est différente en ce qui concerne le transfert d’un électron
initialement lié : la barriére doit étre surpassée et la probabilité de transfert dépend du parametre
d’impact, tout comme I’énergie transférée au peptide. Holm et co.’®® ont d’ailleurs montré que cette
énergie augmente avec la taille du systéme dans le cas d’agrégats de Ca**(H,0),. Un autre facteur
possible est I’effet cinétique, dii au fait que la durée disponible pour la dissociation est de 1’ordre de la
microseconde pour les expériences ou 1’électron est capturé par le sodium, et de la seconde pour
I’ECD. Cependant, je montrerai plus loin que cet effet ne joue a priori aucun réle.
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Figure 23 : structures optimisées de modéles de I’interaction entre la chaine latérale d’une lysine et un CE (en haut) et
du radical neutre formé par transfert de H vers le CE aprés capture d’électron (en bas). Le niveau de calcul est
B3LYP/6-311++g(2d,p). Les atomes C, N, H et O sont représentés en gris, bleu, blanc et rouge, respectivement. Le
point noir représente la position de I’électron célibataire dans le radical.

Dans la Figure 24, on peut aussi voir 1’effet de la nanosolvatation sur les processus induits par le
transfert d’un électron du sodium, dans le cas du peptide KYK (les résultats sont similaires pour
KWK, voir notre article sur ce sujet'™). Ce qui saute aux yeux est I’influence majeure du CE dés la
premiére molécule attachée, alors qu’il faut deux molécules d’acétonitrile pour que la fragmentation
du peptide soit 1égérement réduite (la probabilité pour que le peptide reste intact augmente). Cet effet
pourrait en principe étre da a 1’évaporation du solvant, qui « refroidit » le systéme, mais ce n’est pas le
cas pour CE : en effet, la quantité de peptide intact est la méme, qu’un CE soit encore attaché ou pas.
Une autre explication doit donc étre trouvée, et elle réside sans doute dans I’augmentation de la taille
du systéme nanosolvaté par rapport au systeme isolé : 1’énergie vibrationnelle se redistribue alors dans
un nombre de degrés de liberté supérieur et la probabilité de casser une liaison donnée se trouve
réduite. Cet effet a été observé de nombreuses fois dans la fragmentation de systémes moléculaires en
phase gazeuse, j’en reparlerai dans le Chapitre 5. L’observation la plus intéressante est / ‘augmentation
de la probabilité de perte de H lorsque le peptide a deux CE au lieu d’un seul, ainsi que lorsque les CE
restent attachés au peptide aprés capture d’électron (voir la Figure 24). Cette perte de H a pour origine
les groupements R-NH;" qui deviennent des radicaux hypervalents aprés transfert d’électron, et ces
groupements sont les sites de liaison des CE. Ceci est surprenant car on pouvait s’attendre a un effet
de «cage » de la part du CE, qui est lié aux trois H du groupement R-NH; et donc tendrait a les
maintenir a leur position. Une explication a ce phénomene serait un transfert de H vers le CE, et mes
calculs de chimie quantique prédisent une ouverture du cycle du CE+H radicalaire formé (voir la
Figure 23). J’ai exploré cette hypothése d’une implication du CE dans les processus induits par capture

ou transfert d’électron dans des travaux plus récents que je vais détailler dans la partie suivante.

34



100% I - ] t

100% 1 T { t
N-Ca N-Ca N-Cat N-Ca N-Ca
80% | N-Ca N-Cat N-Ca 80% N-Ca
N-Ca t
NH3_ loss
I T NH3 loss NH3] foss I
60% I NH3T loss 1 60% I e
NH3 loss|  [NH3 loss T N )
| |NH3 loss NH3 loss T H loss
I [ NH31 loss "
1 I i :
40% T sg Hloss 40% Hloss
Hloss Hloss
H loss Hloss I H loss J {
T
)9 (
20% ; : T 1 20% ; ) I T
T B . intact intact intact
intact intact ntact intact intact intact intact
0% 0%
Bare KYK CH3CN 2(CH3CN) CE 2(CE) Bare KYK CE/fragments with CE/fragments  2(CE)/fragments 2(CE)/fragments
CE without CE with CE without CE

Figure 24 : histogrammes représentant la probabilité des différents processus induits dans le peptide [KYK+2H]*
isolé (« Bare KYK ») et nanosolvaté (CH;CN est I’acétonitrile et CE I’éther 18-couronne-6) apres transfert d’électron
du sodium. Ces probabilités ont été calculées a partir des spectres de masse obtenus a I’Université d’Aarhus.

III) Implication de I’éther-couronne dans les processus induits par la
capture ou le transfert d’électron dans des tripeptides protonés

J’ai déja évoqué dans la partie précédente 1’intérét que 1’éther 18-couronne-6 (CE) a récemment
suscité dans les recherches visant a améliorer les techniques de protéomique, ou le CE est lié de
maniere non-covalente et plus ou moins fortement aux groupements chargés des peptides ou protéines
en phase gazeuse. Ces ions moléculaires subissent alors une activation dans un spectrométre de masse
afin d’obtenir des informations sur leurs structures primaire a quaternaire, le plus souvent par collision
de basse énergie (de I’ordre de 10 eV par charge) avec un gaz inerte comme He, Ar ou N,, mais aussi
par capture d’un électron libre ou transfert d’un électron d’un anion moléculaire, ou encore par
irradiation de particules de matiere (ions, électrons...) ou de photons. Dans la grande majorité de ces
études, le CE est considéré comme passif lors de I’activation, c’est-a-dire qu’il peut simplement
s’évaporer. Curieusement, il a été montré que ce processus d’évaporation peut induire une diminution
de la charge totale de protéines multiprotonées lorsque celles-ci ont initialement plusieurs CE attachés,
mais ce phénoméne n’avait pas été expliqué.’® C’est chose faite, depuis les études que nous avons
menées récemment dans le cadre de la thése de M. Abdelmouleh,™* en collaboration avec les équipes
de G. Frison du Laboratoire de Chimie Moléculaire (LCM) & 1’Ecole Polytechnique, et de G. van der
Rest de I’Institut de Chimie Physique (ICP) a I’Université Paris Saclay. En effet, nous nous sommes
intéressé aux situations dans lesquelles le CE est actif lors des processus induits par collision, capture
ou transfert d’¢lectron dans les mémes tripeptides que lors des expériences réalisées a 1’Université
d’Arhus (voir la partie précédente). Dans les deux montages expérimentaux que nous avons utilisés,
les complexes entre un ou plusieurs CE et les tripeptides KWK et KYK protonés sont mis en phase
gazeuse par une source électrospray puis sélectionnés selon leur rapport m/z par un quadripble. Au
LCM, le montage permet d’accumuler les ions dans un hexapdle ou des anions de fluoranthéne ont été
injectés pendant 20 et 60 ms afin de transférer un électron aux cations moléculaires chargés trois et
deux fois, respectivement. Les cations formés sont ensuite analysés en masse dans la cellule d’un
spectrométre de masse & résonance cyclotronique par transformée de Fourier (FT-ICR) ou régne un
champ magnétique constant de 9,4 T, ce qui constitue le spectre de masse « ETD ». Lorsqu’un gaz
d’argon est injecté dans I’hexapodle, les collisions subies par les ions moléculaires provoquent leur
dissociation et un spectre de masse « CID » est obtenu. Nous avons également injecté pendant 100 ms
un faisceau d’électrons libres de quelques eV d’énergie cinétique dans la cellule FT-ICR, ou étaient
piégés les ions moléculaires, pour obtenir les spectres de masse « ECD » par capture d’électron. Il est
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d’abord instructif de comparer dans la Figure 25 les spectres ECD et ETD des peptides isolés
[KYK+2H]* et [KWK+2H]*" avec ceux obtenus a I’Université d’Arhus par transfert d’un électron du
sodium. On peut constater que ces derniers ressemblent beaucoup aux spectres ETD, ce qui est logique
car dans les deux cas un électron initialement dans un état lié est transféré au systeme. Par contre, ils
sont trés différents des spectres ECD, ou un électron libre est capturé. Comme les spectres ECD et
ETD ont été obtenus dans la cellule FT-ICR, ou le temps laissé au systéme pour fragmenter est de
I’ordre de la seconde, contre quelques microsecondes dans le montage de 1’Université d’Arhus, 1’effet
cinétique ne peut expliquer cette différence. C’est donc bien le fait que 1’électron soit lié ou libre qui
fait varier la quantité d’énergie vibrationnelle du peptide réduit : elle est bien plus faible apres transfert
d’¢électron (environ 3 eV pour des petits peptides doublement protonés d’aprés les mesures de Pepin et
Turecek™?) qu’aprés capture (4-7 eV), ce qui est cohérent avec le taux de fragmentation observé.

Si I’on s’intéresse maintenant a I’effet d’un CE sur le comportement de [KYK+2H]*" aprés ECD, on
peut voir sur la Figure 26 que le spectre de masse change par rapport au peptide isolé : les voies de
fragmentation de plus basse énergie remplacent celles de plus haute énergie, ce qui est cohérent avec
une baisse de 1’énergie vibrationnelle du peptide apres 1’évaporation du CE, due a I’augmentation de la
taille du systéme initial et/ou I’énergie de liaison du CE. Cette derniére hypotheése est cependant
invalidée par le fait que le spectre change encore lorsqu’il y a deux CE attachés au peptide (voir la
Figure 26), avec principalement 1’apparition de fragments c/z issus de la rupture d’une liaison N-C, et
auxquels un CE reste lié. En effet, dans le complexe [KYK+2H+2CE]*, les deux CE sont trés
probablement liés aux deux groupements protonés (voir dans la Figure 27 les structures issues de mes
calculs de chimie quantique), et le transfert d’électron a un site R-NH;" a pour conséquence de baisser
considérablement I’énergie de liaison du CE (de 2,3 a 0,4 eV d’aprés mes calculs sur le modéle montré
a la Figure 23, en accord avec des calculs & un niveau plus élevé'*®). Par conséquent, si seule 1’énergie
de liaison du CE évaporé avait un effet, les spectres de [KYK+2H+CE]** et [KYK+2H+2CE]**
devraient étre les mémes, ce qui confirme le role de la taille du systéme évoqué a la partie précédente.
Nous avons obtenu des résultats similaires pour le peptide KWK (voir notre article™).
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Figure 25 : spectres de masse des tripeptides isolés [KYK+2H]** (m/z = 219,640) et [KWK+2H]?*" (m/z = 231,146)
obtenus au LCM aprés capture (ECD) et transfert (ETD) d’électron du fluoranthéne (en haut), et a I’Université
d’Arhus apreés transfert d’électron du sodium (au milieu). La molécule intacte est notée M. Les astérisques indiquent
des artéfacts expérimentaux, et « n » indique un pic di a une pollution. En bas, la nomenclature usuelle pour la
notation des fragments peptidiques est indiquée. Les fragments a, b et c ont la charge du cdté N-terminal, alors que les
fragments x, y et z ont la charge du c6té C-terminal.

Une conséquence inattendue de la liaison non-covalente avec le CE réside dans la formation et le
détachement de groupements chargés non-observés dans le cas de peptides isolés. L’exemple le plus
frappant est 1’observation, dans les spectres de [KYK+3H+CE]*" aprés ECD et CID (cf. Figure 26),
d’un pic a m/z = 265,164 attribué au CE protoné noté [CE+H]". Son fragment complémentaire apres
CID ([KYK+2H]*) est méme I’ion le plus abondant, celui-ci pouvant également perdre NHs. La

présence d’un pic & m/z = 177,112 correspondant a [CgHysO,+H]" et attribué a un fragment de
[CE+H]", et méme de deux autres a m/z = 133,086 et 89,060 ([CsH1,0:+H]" et [C,HsO,+H]") dans le
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spectre ECD, indique que le CE protoné contient assez d’énergie interne pour fragmenter et perdre
successivement deux, trois et quatre groupements (CH,),0. Ceci est corroboré par le spectre de CID
de [CE+H]" visible sur la Figure 26, ol les mémes fragments sont visibles. Ceci implique que
I’énergie vibrationnelle déposée dans le systéme aprés capture d’électron ou collision est
effectivement redistribuée dans tout le systéme {peptide + CE}, réduisant ainsi la quantité d’énergie
dans le peptide par rapport a la situation sans CE. Nous avons obtenu des résultats trés similaires pour
KWK. Afin de savoir si le CE est initialement protoné dans [KYK+3H+CE]*, ou s’il est neutre, nous
avons mené les calculs suivants :

1. Dynamiques moléculaires par échange de répliques (REMD ; programme écrit par Florent
Calvo de I’Université de Grenoble) pour explorer la surface d’énergie potentielle dans 1’état
électronique fondamental a 1’aide du champ de force AMBER99, et ainsi trouver le
conformere de plus basse énergie, pour chacun des sites de liaison du CE des systéemes
suivants : [KYK+3H]**(CE) et [KYK+2H]**[CE+H]*?

2. Optimisation de géométrie avec la méthode DFT au niveau M06/6-31+G(d,p), puis calcul de
I’énergie potentielle au niveau M06/6-311++G(2d,2p).

Nos résultats montrent que les conforméres ou le CE est protoné se situent au moins 100 kJ/mol en
énergie potentielle au-dessus de celui ou le CE est neutre et lié au N terminal ou a la chaine latérale de
la lysine de ce coté. Par conséquent, 1’observation du CE protoné dans le spectre CID veut dire qu’un
transfert de proton se produit du peptide vers le CE avant la séparation de [KYK+2H]** et [CE+H]".
Ce proton provient probablement du site de liaison du CE, puisque nous allons voir plus loin dans
cette partie que le CE peut se déplacer avec un proton d’un site de liaison a I’autre sur les peptides.
Dans le cas de 'ECD de [KYK+3H+CE]*, I’électron libre est probablement capturé sur un site chargé
non lié au CE, a cause de I’énergic de recombinaison plus élevée, puis le méme transfert de proton
peut se produire du peptide vers le CE, formant cette fois [KYK+2H]" et [CE+H]". L’énergie
d’excitation vibrationnelle est suffisante pour que ces deux molécules fragmentent par la suite.

? J’ai dii en fait réaliser la REMD sans les protons sur le peptide, sinon le systéme était instable et les deux
molécules se séparaient avant la fin de la dynamique, sous ’effet de ’agitation thermique et de la répulsion
coulombienne. Une fois les conforméres de plus basse énergie trouvés, j’ai remis les protons sur les chaines
latérales des lysines avant que G. Frison ne fasse les calculs DFT.
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Figure 26 : spectres de masse des ions [KYK+2H+CE]*" (m/z = 351,716), [KYK+2H+2CE]*" (m/z = 483,795),
[KYK+3H+CE]*" (m/z = 234,814), [CE+H]* (m/z = 265,164), [KYK+3H+2CE]*" (m/z = 322,866) et [KYK+3H+3CE]**
(m/z = 410,918) obtenus au LCM apres capture (ECD) ou transfert (ETD) d’électron, ou apres collision avec un gaz

d’argon (CID). L’astérisque indique un artéfact expérimental, et « n » indique un pic dd & une pollution. Les

processus impliquant la formation d’un groupement chargé lié 2 un CE sont écrits en bleu.
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Figure 27 : structure des conforméres de plus basse énergie issus d’une dynamique moléculaire de systémes
moléculaires impliquant le peptide KWK et le ligand CE, optimisée au niveau B3LYP/cc-pVDZ. Leurs énergies
potentielle E et libre G au méme niveau de calcul sont aussi indiquées, ainsi que I’énergie potentielle au niveau

MP2/cc-pVDZ entre parentheses. Les protons sont entourés en noir. Les atomes C, H, N et O sont en gris, blanc, bleu
et rouge, respectivement. Le peptide est représenté par des tubes, et les CE par des lignes.

Aprés avoir montré que le CE peut arracher un proton a un peptide protoné aprés ECD ou CID, je vais
décrire en détails le mécanisme de formation de molécules protonées induite par le CE. Par exemple,
aprés ECD et ETD de [KYK+2H+CE]**, [KYK+3H+2CE]*" et [KYK+3H+3CE]**, on détecte dans le
spectre de masse un pic attribué a NH,"(CE), ainsi que les fragments complémentaires dans le cas des
deux derniers, ce qui est cohérent avec leur charge initiale 3+, qui devient 2+ aprés capture ou transfert
d’électron. Nous avons proposé le mécanisme suivant pour expliquer la formation de NH,"(CE):
I’électron est capturé ou transféré dans 1’orbitale 6* de la liaison C-N d’un groupement R-NH;"(CE),
cette liaison se rompt, formant le complexe NH3(CE), sur laquelle un proton est finalement transféré.
Des calculs DFT ont prédit que 1’état excité le plus bas du radical CH;CH,NH; (formé aprés capture
d’électron par CH3CH,NH3") est situé a seulement 1,35 eV au-dessus de I’état fondamental, posséde
une force d’oscillateur €levée et une barriére d’énergie potentielle trés basse (0.6 €V) pour la rupture
de la liaison C-N.**° De plus, celle du transfert de proton dans le peptide TIK (T est la thréonine et |
Iisoleucine) doublement protoné est de 0.6-0.8 eV,"® ce qui est bien inférieur a I’énergie de
recombinaison apres ECD ou ETD (voir les paragraphes précédents). Pour préciser ce mécanisme,
nous avons voulu connaitre la structure géométrique des ions précurseurs et avons donc fait des
mesures de section efficace de collision a I’'ICP grace a un spectromeétre de mobilité ionique, puis nous
les avons comparées & des simulations réalisées avec le logiciel IMOS.*"**® Dans ce spectrométre, les
ions moléculaires sont accumulés dans un piége a ions ou ils peuvent subir un transfert d’électron
grace a I’injection d’anions de dicyanobenzéne. Ensuite, ils passent dans une cellule ou ils sont
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poussés vers la sortie par un champ électrique di a des ondes progressives créées par des tensions
faibles (typiquement 40 V) appliquées sur les électrodes successives de la cellule. Celle-ci est remplie
d’azote gazeux a une pression de I’ordre de 1 mbar, les ions subissent donc des collisions qui induisent
une force de frottement d’autant plus grande que leur section efficace de collision (CCS) est élevée.
Par conséquent, leur vitesse dans la cellule diminue quand leur CCS augmente, et si I’on mesure la
durée de dérive dans la cellule, on peut remonter a la CCS des ions, via une calibration réalisée pour
chaque état de charge (1+, 2+ et 3+) a partir de mesures sur des polyalanines protonées sur une large
gamme de masse. L’incertitude relative sur la CCS est alors généralement estimée a 2%."° Nous
pouvons voir des exemples de spectres de mobilité ionique dans la Figure 28. Afin d’obtenir des
informations précises sur la géométrie des ions moléculaires, nous avons également réalisé des calculs.
D’abord, j’ai exploré leur surface d’énergie potentielle afin de trouver le conformere de plus basse
énergie, pour chacun des sites de protonation et de liaison des CE, grace au programme REMD.
Ensuite, Gilles Frison a calculé leur énergie potentielle au niveau DFT, et enfin, j’ai calculé leur CCS
dans I’azote avec le logiciel IMOS. Ce dernier permet de simuler les trajectoires d’un grand nombre de
molécules de N, lors de leur collision avec un ion moléculaire d’une structure donnée, et de calculer le
transfert de quantité de mouvement puis d’en déduire la CCS. J’ai estimé la précision de cette méthode
en calculant la CCS d’un ion moléculaire de structure rigide et connue : Cg". Cela donne 214.3 A2
contre 213.1 A? pour la mesure,’ ce qui nous permet d’évaluer ’incertitude sur le calcul a 1% de la
valeur mesurée. Tous les détails des montages expérimentaux et des simulations sont inclus dans notre
article paru récemment.”* Les résultats sont visibles dans la Figure 29 et le Tableau 2. On peut
constater que les conforméres de [KYK+2H+CE]* et [KRWK+2H+CE]* ayant les protons sur les N
des chaines latérales des lysines et le CE sur celle de la lysine du c6té C terminal sont ceux qui ont
1I’énergie la plus basse, et leur CCS calculée est compatible avec ’expérience. Nous n’avons pas pris
en compte les conforméres ayant les deux protons sur le N terminal et la chaine latérale de la lysine de
ce coté, car j’avais calculé que dans le cas de [KWK+2H]*, leur énergie potentielle est plus de 80
kJ/mol plus haute que le conformére de plus basse énergie (voir la Figure 27)."° Par conséquent, pour
que NH,*(CE) soit formé dans [KYK+2H+CE]*" ou [KWK+2H+CE]**, 1’électron est probablement
transféré sur la chaine latérale de la lysine du c6té C terminal, et le proton transféré viendrait alors de
la chaine latérale de 1’autre lysine. En effet, bien qu’il puisse en principe venir du groupement CO,H
du peptide, plus proche du CE d’apres la Figure 29, cela menerait a un zwitterion, généralement
instable en phase gazeuse en 1’absence de pont salin."***?? En ce qui concerne [KYK+3H+2CE]**, nos
calculs montrent que les CE se fixent sur les chaines latérales des lysines, alors que pour
[KWK+3H+2CE]*, ils se trouvent principalement sur le N terminal et la chaine latérale de la lysine
du c6té C terminal. Dans les deux cas, le proton non-lié se trouve proche du CE situé du c6té N
terminal, ce qui impliquerait que pour la formation de NH,"(CE), les transferts d’électron et de proton
se produisent de ce coté. Pour tester la validité de ces mécanismes, une possibilité serait d’utiliser des
peptides modifiés avec un ou deux groupements R-N(CHj3);" en laissant un seul R-NH;" du c6té du C
terminal, rendant alors le transfert de proton improbable.
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Figure 28 : spectres de mobilité ionique figurant I’intensité du signal en fonction de la durée de dérive dans la cellule
de mobilité, pour [KYK+2H+CE]*" (en haut) et son fragments c,"(CE) formé aprés transfert d’électron (en bas). La
barre rouge correspond a la durée de dérive prise en compte pour le calcul de la CCS. Dans chaque cas, sous le
spectre de mobilité apparait aussi la partie du spectre de masse incluant le pic sélectionné (barre rouge) et
correspondant a I’ion en question.

] >
Protons: Nterm NE 1 NK2
CE: Nterm NK2 Proton: Nterm ; CE: Nierm

E =10 kl/mol E =98 kl/mol

Proton: NK1 ; CE: NK1
Protons: Nterm NK1 NK2 E =0 kJ/mol

CE: NK1 NK2

E =0 kJ/mol

Protons: NKINK2 ; CE: NK2 ; E=0 kl/mol

[IKYK+2H+CE]** IKYK+3H+2CE|** ¢,"(CE) fragment

Figure 29 : structure et énergie potentielle (calculée au niveau DFT M06/6-311++G(2d,2p)) des conforméres de plus
basse énergie (issus de dynamiques moléculaires) de complexes impliquant le peptide KYK et le ligand CE. Nterm,
NK1 and NK2 se référent aux sites de protonation et de liaison des CE suivants : N terminal et N des chaines latérales
des lysines situées du coté du N du C terminal, respectivement. Les atomes C, H, N et O sont en gris, blanc, bleu et
rouge, respectivement. Le peptide est représenté par des tubes, et les CE par des lignes.
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Tableau 2 : Sections efficaces de collision (CCS) expérimentales et théoriques pour différents conformeres de
[KYK+2H+CE]*, [KRWK+2H+CE]*" et leurs fragments c,"(CE) respectifs ; énergie potentielle relative des différents
conformeéres de [KYK+2H+CE]*", [KWK+2H+CE]*", [KYK+3H+2CE]**, [KWK+3H+2CE]*" et des fragments c,"(CE)
calculée a 0 K au niveau DFT (fonctionnelle M06, bases indiquées dans le tableau, géométries initiales issues d’une
dynamique moléculaire réalisée avec AMBER99). Les conformeres de plus basse énergie sont en gras.

lon moléculaire Sites de Sites de liaison Energie potentielle ~ CCS . CC%
protonation™  des CE relative (kJ/mol) Elr&gg)rlque” exp.

6-311++  6-31+
G(2d,2p)  G(dp)

[KYK+2H+CE]2+ NK1 NK2 NK1 36 38 291+3
NK2 0 0 310+3 315+6
Nterm NK2 Nterm 1 2 3013
NK2 59 62 314+3
[KWK+2H+CE]2+ NK1 NK2 NK1 23 24 311+3
NK2 0 0 319+3 318+6
Nterm NK2 Nterm 46 50 313+3
NK2 45 47 321+3
[KYK+3H+2CE]**  Nterm NK1 NK1 NK2 0 0
NK2 Nterm NK2 10 6
Nterm NK1
NK2
[KWK+3H+2CE]3+ Nterm NK1 NK1 NK2 13 14
NK2 Nterm NK2 0 0
Nterm NK1
NK2
Fragmentc,"(CE)  NK1 NK1 0 0 240 £ 3 2365
de KYK Nterm Nterm 98 104 246 + 3
Fragmentc,"(CE)  NK1 NK1 0 0 242 +3 241 +5
de KWK Nterm Nterm 19 22 244 +3

[a] Nterm, NK1 and NK2 se référent aux sites de protonation et de liaison des CE suivants : N terminal et N des chaines
latérales des lysines situées du c6té du N du C terminal, respectivement (voir la Figure 29). [b] Calculs faits avec le logiciel
IMOS. [c] Valeurs correspondant au maximum du pic observé dans le spectre de mobilité ionique.

Un autre phénoméne inattendu et impliquant le CE dans les systémes [KYK+2H+CE]** et
[KWK+2H+CE]** aprés transfert d’électron est le changement du site de liaison du CE. En effet, si
1’on observe le spectre de masse de [KYK+2H+CE]*" aprés ETD (voir la Figure 26), on constate la
présence des fragments dus a la rupture de 1’une des liaisons N-C, mais auxquels le CE est toujours
attaché :  z,"(CE), ¢,"(CE), z,'(CE) et c,"(CE). La méme observation est valable pour
[KWK+2H+CE]**. Il peut paraitre incohérent que les liaisons non-covalentes restent intactes alors
qu’une liaison covalente est cassée, mais en réalité il faut comparer 1’énergie de liaison de cette liaison
(inférieur & 1 eV*"'%) & celle du CE dans le peptide, par exemple dans le modéle de la chaine latérale
de la lysine de la Figure 23 (2,3 eV d’aprés mes calculs). Il a notamment été montré que la rupture de
la liaison N-C, est provoquée par un transfert de H sur le C=0 des groupements amides des peptides
protonés."** la formation des ions z est facilement explicable par la rupture d’une liaison N-C, sans
évaporation du CE, puisque celui-ci est initialement lié a la chaine latérale de la lysine du c6té C
terminal (voir le paragraphe précédent). Par contre, la présence des ions c;"(CE) et c,"(CE), avec
méme la prédominance de ce dernier sur z,"(CE), implique un transfert de CE vers le c6té N terminal
avant fragmentation, ou en tout cas avant séparation des fragments. Ce type de mouvement du CE a
été observé auparavant dans des polylysines protonées'® et des dendriméres de polyaminopropyléne
amine,*?® grace a des expériences d’échange H/D en phase gazeuse. Il a notamment été montré que le
CE se déplace avec un proton d’un groupement R-NH;" & un groupement R-NH, adjacent. Nous
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pouvons donc proposer les étapes suivantes pour former les ions c,"(CE) et c,"(CE) dans
[KYK+2H+CE]*" et [KWK+2H+CE]**:

1. L’électron est transféré, directement ou apres réarrangement électronique, sur le site chargé
ayant la plus grande énergie de recombinaison, c’est-a-dire le groupement R-NH;" de la
chaine latérale de la lysine du c6té N terminal, non-lié au CE,

2. Un H du groupement R-NHj; réduit hypervalent est transféré au C=0 d’un des groupements
amides (voir la Figure 29), ce qui forme un groupement R-NH,,

3. Le CE et le proton sont transférés du coté C terminal vers le N terminal.

La rupture de la liaison N-C, intervient avant ou aprés 1’étape 3. On peut noter qu’apres 1’étape 2, il y
a deux groupements R-NH, du cété N terminal du peptide : sur la chaine latérale de la lysine et sur le
N terminal (voir la Figure 28). Nous pouvons savoir sur lequel le CE est transféré grace a nos résultats
de mobilité ionique (voir le Tableau 2) : pour le fragment c,"(CE), la CCS calculée du conformére
NK1 ayant le CE sur la chaine latérale de la lysine est compatible avec la valeur expérimentale,
contrairement au conformere Nterm, dont le CE est sur le N-terminal. De plus, NK1 est le plus bas en
énergie et I’énergie de Nterm est trés supérieure (1 eV pour [KYK+2H+CE]*"). Par conséquent, le CE
est sur la chaine latérale de la lysine du fragment c,"(CE), alors qu’avant transfert d’électron le CE est
lié a la chaine latérale de la lysine du cété C terminal, nous pouvons en conclure que le CE est
transféré d’une chaine latérale de lysine a ’autre, et peut donc « sauter » par-dessus la tyrosine ou le
tryptophane, ce qui constitue un résultat inédit. Il serait intéressant de réitérer 1’expérience avec
d’autres peptides dont le nombre d’acides aminés séparant les deux lysines est incrémenté, pour savoir
sur quelle distance le transfert de CE peut se produire. On pourrait également tester I’influence de la
nature de I’acide aminé sur ce processus. La synthese de ces petits peptides est facile et ne constitue
pas un obstacle a ces études.

Dans ce chapitre, nous venons de voir que I’environnement d’une biomolécule, s’il est constitué¢ de
molécules différentes du solvant, induit des processus inédits, notamment le transfert de proton le long
d’une liaison H, et de nouvelles voies de fragmentation de la molécule protonée ainsi créée, aprés
redistribution de 1I’énergie d’excitation dans les degrés de liberté vibrationnels du systeme entier. De
plus, dans le cas d’un ligand se liant spécifiquement a des groupements NH;", nous avons vu que de
nouvelles voies de fragmentation s’ouvrent, menant a 1’abstraction de molécules protonées apres
capture ou transfert d’électron. Enfin, ce ligand peut également changer de site de liaison dans la
molécule.
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Chapitre 5 : Augmentation de la taille du systeme et de la pertinence
biologique

Dans les chapitres précédents, j’ai exposé des travaux dédiés a la compréhension des phénoménes
intrinseques radio-induits dans des systémes d’intérét biologique relativement petits, et a la prise en
compte de leur environnement moléculaire comme une tentative de se rapprocher de la situation
existant dans les tissus biologiques. Dans ce chapitre, nous allons voir un exemple d’étude concernant
des systéemes plus gros et plus pertinents biologiquement : des modéles peptidiques du collagene, la
protéine la plus abondante dans les mammiféres, dont la structure en triple hélice possede des
propriétés remarquables. Nos travaux sur le collagéne ainsi que d’autres ont été exposés et mis en
perspective dans une revue que j’ai écrite suite a I’invitation d’un éditeur du journal ChemBioChem.*?

I) Etude structurale de modéles peptidiques du collagéne isolés

Dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe de radiobiologie du laboratoire, nous étudions les
phénomeénes provoqués par ’irradiation de la matrice extracellulaire du cartilage lors d’une radio- ou
une hadronthérapie. Cette matrice est constituée d’un réseau dense et hautement organisé de collagéne
spécifique et d’aggrécanes (glycoprotéines, mucopolysaccharides et protéoglycanes) qui représente
plus de 95 % du tissu. Cette structure permet d’assurer 1’élasticité et la robustesse du cartilage. Le
collagéne, principal constituant de cette matrice, est une famille de protéines dont la nature fibreuse
trouve son origine dans leurs structures tertiaire (la triple hélice) et quaternaire (1I’association de triples
hélices ou fibrilles), comme le montre la Figure 30. Ces fibres sont méme visibles dans certains tissus
comme les tendons, ce qui a piqué la curiosité des scientifiques et mené aux premiéres expériences de
diffraction des rayons X dés 1938.?% Dans la Figure 31, on voit le résultat d’une expérience plus
récente, dont la résolution est suffisante pour bien distinguer les triples hélices dans une fibrille, et
ainsi constater que chacune d’elles forme un long brin. On peut méme visualiser comment la triple
hélice est structurée : chacune des trois protéines est enroulée et serrée autour des deux autres, un peu
a la manicre d’une tresse. On comprend alors la résistance des fibres de collagéne a 1’¢longation. De
nombreuses études ont par ailleurs établi les caractéristiques propres au collagene qui rendent possible
cette structure en triple hélice : d’abord, la proportion de I’acide aminé proline est particulierement
élevée (environ 20%), ce qui contraint la structure secondaire de chacune des trois protéines a se
rapprocher de la polyproline Il rigidifiant ainsi la triple hélice. Ensuite, la séquence du collagéne
comporte une glycine tous les trois acides aminés, ce qui permet de diminuer I’encombrement stérique
et d’augmenter la flexibilité de la protéine. Les mutations menant au remplacement de cette glycine
par un autre acide aminé provoquent des maladies telles que osteogenesis imperfecta (maladie des os
de verre).’”® Grace & ces caractéristiques, un réseau de liaisons H fortes appelé « Rich et Crick I1 »**
existe entre les groupements amides des squelettes des trois protéines, ce qui explique 1’énergie de
liaison élevée et donc la grande stabilité de la triple hélice. Ces liaisons ne sont pas visibles sur la
Figure 31, car la résolution (5-10 A) n’est pas suffisante, mais pour I’augmenter, il faudrait faire la
diffraction des rayons X sur un cristal... Or le collagéne est tres difficile a cristalliser, une solution
consiste alors & étudier des systemes plus petits que la protéine entiere, qui contient de 100 & 1000
acides aminés selon le type de collagéne, de tissu, d’organisme... En particulier, de nombreux travaux
ont concerné des peptides modéles du collagéne : ils ont été cristallisés avec succes, adoptent une
structure en triple hélice, et leur séquence peut étre choisie gréce a la synthése en laboratoire. Ceci a
permis de nombreuses avancées dans la compréhension de la structure et de la stabilité du collagéne, et
notamment du réle des mutations.
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Figure 30 : une fibre de collagéne est composée de multiples fibrilles, elles-mémes formées de I’assemblage de triples
hélices (image tirée du site http://www.mun.ca).

Figure 31 : structure du collagéne obtenue par une expérience de diffraction des rayons X sur un tendon de Rattus
Norvegicus, et issue de la base de données « Protein Data Bank » (PDB 3HQV).**! En haut, une fibrille composée de
plusieurs triples hélices, chacune colorée d’un bout a I’autre comme un arc-en-ciel. Au milieu, une seule triple hélice

est montrée, et une partie est agrandie en-dessous, ou I’on voit chaque protéine dans une couleur différente.

Le plus simple des peptides modéles du collagene est sans doute (PPG), (P est la proline et G la
glycine) : sa structure en solution et dans un cristal est une triple hélice, et les expériences de
diffraction par rayons X ont méme révélé que le cristal est composé de dimeéres de triples hélices (voir
la Figure 32). 1l n’existe pas de liaisons H entre les deux triples hélices de ce dimeére, puisque ni la
proline ni la glycine n’ont de groupements donneur ou accepteur sur leur chaine latérale. La
température de fusion de (PPG); et son enthalpie de dénaturation ont été mesurées a T,,, = 24.5°C et
AH® = 150 — 180 kJ. mol ™1, respectivement, par Persikov et co.** Dans la méme étude, les auteurs
ont montré que (POG)yo, un autre peptide communément étudié, est encore plus stable que (PPG)y
puisque T,, = 56.9°C et AH® =370 —390k].mol™%. O est I’hydroxyproline, un acide aminé
résultant d’une modification post-traductionnelle de la proline, une modification abondante dans le
collagene, ce qui est cohérent avec la stabilisation observée. Celle-ci n’est pas due a des liaisons H
supplémentaires entre groupements hydroxyles des chaines latérales des hydroxyprolines, puisqu'elles
sont absentes des structures cristallographiques. Par contre, un réseau de liaisons H impliquant ces
hydroxyles et des molécules d’eau est observé, comme dans les fibrilles de collagéne.®® Les résultats
d’autres études vont dans le sens d’un effet stéréoélectronique intra-peptide indépendant de I’eau (voir
les revues de Bella™ et Raines™), mais ces études portaient sur des systémes en phase condensée,
dans lesquels I’influence de I’environnement ne peut étre totalement exclu. J’ai donc pensé que des
études en phase gazeuse, qui n’avaient jamais été réalisées, permettraient de tirer des conclusions
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définitives vis-a-vis du réle du solvant dans la stabilisation de la triple hélice du collagene par
I’hydroxyproline.

Figure 32 : structure cristallographique du peptide (PPG);o (PDB 1K6F).**® Chacun des squelettes des trois peptides
au sein d’une triple hélice est représenté par un brin d’une couleur différente, et les liaisons H entre peptides sont
représentées par des pointillés.

Le groupe de P. Dugourd, de I'Institut Lumiére Mati¢re de 1’Université Lyon 1, travaille depuis de
nombreuses années sur la structure et la stabilité de systémes biomoléculaires en phase gazeuse par
spectrométries de masse et de mobilité ionique, et j’avais collaboré avec eux pendant ma thése,
principalement sur les complexes non-covalents vancomycine-récepteur modéles de la reconnaissance
moléculaire (dont je reparlerai brievement a la fin de ce chapitre) ainsi que sur la protéine amyloide 8
impliquée dans la maladie d’Alzheimer.”*"**® Dans le cadre de la thése de M. Lalande'* ainsi que du
GDR EMIE du CNRS, nous sommes allés a Lyon faire des expériences avec F. Chirot, M. Bouakil et
C. Comby-Zerbino sur les peptides (PPG);, et (POG);o. Ceux-ci sont disponibles sous forme de poudre
et sont déja structurés en triple hélice. Etant donné que la source est de type électrospray, nous les
avons dissous a une concentration était d’environ 50 pmol/L dans une solution classique d’eau et de
méthanol (50/50% en volume) avec 1% d’acide acétique pour protoner les molécules, et nous avons
utilisé le montage de mobilité ionique en tandem récemment développé par le groupe et visible dans la
Figure 33.° Une originalité du montage concerne le capillaire qui suit la source ESI : il n’est pas dans
I’axe des éléments suivants, ce qui permet a un faisceau laser d’étre injecté selon cet axe afin d’irradier
les ions et induire par exemple leur fragmentation ou un changement de conformation. Les deux
phénomenes peuvent étre détectés grace a un spectrométre de masse commercial (Maxis Impact Q-
TOF, Bruker) a temps de vol de type réflectron, et a un spectromeétre de mobilité ionique en tandem
composé de deux tubes de mobilité. Nous n’avons cependant pas utilisé le laser.
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Figure 33 : schéma du montage expérimental du groupe de P. Dugourd a I’'ILM de Lyon. La source électrospray est

notée ESI, chacun des trois doubles funnels notés A, B et C suit le dessin du cadre du haut, les deux tubes de mobilité

sont notés DT1 et DT2, IG est un guide d’ions et Maxis est un spectrométre de masse commercial (Bruker). Le trajet
du laser (que nous n’avons pas utilisé¢) est indiqué par une ligne rouge.

Le mode que nous avons d’abord choisi, afin de savoir quels ions étaient produits par la source, est
celui ou les tubes de mobilité sont utilisés comme de simples guides d’ions et ou le spectromeétre de
masse TOF enregistre I’intensité des ions en fonction de leur temps de vol, & une fréquence
d’extraction de 20 kHz et une résolution en masse de 1’ordre de % = 40000. Le spectre de masse

obtenu pour (PPG),, est visible dans la Figure 34 (celui de (POG),, est trés similaire) : on observe
majoritairement des pics attribués a différents états de charge des triméres et hexaméres du peptide,
mais pas d’agrégats de taille intermédiaire, ce qui est cohérent avec une préexistence de ces espéces
dans la poudre et en solution,** et non avec un processus d’agrégation en solution ou en phase
gazeuse. La détection de I’hexamére de (PPG)y est surprenante, car elle contredit une étude qui avait
conclu & I’impossibilité de leur existence en solution.'*? En revanche, a partir du spectre de masse seul,
on ne peut pas étre certain de la structure en triple hélice des triméres et en double triple hélice des
hexameéres, nous avons donc ensuite utilisé le tube de mobilité DT2 pour enregistrer un spectre de
mobilité des ions injectés a un instant donné dans le tube aprés avoir été piégés dans le funnel B (voir
la Figure 33), sous la forme d’une distribution de temps d’arrivée sur le détecteur du spectrometre de
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masse. Dans ce tube de mobilité, les ions subissent une force due a un champ électrique faible (de
I’ordre de 100 V/m) qui les pousse vers la sortie du tube, et une force de frottement due aux collisions
avec le gaz résiduel présent dans le tube (P = 10 mbar). Cette derniére augmente avec la section
efficace de collision (CCS, notée Q) de I’ion avec le gaz, celle-ci étant liée a la structure géométrique
et I’état de charge de I’ion. La vitesse de dérive v de I’ion dans le tube est alors :

v =KE

avec K la mobilité de I’ion et E la norme du champ électrique. Si 1’on mesure la durée At nécessaire a
I’ion pour parcourir le tube de longueur L pour différentes valeurs de E, on peut en déduire sa vitesse

At . . ez . . .. .
v =—, puis K = g La relation entre la mobilité et la section efficace de collision est donnée par
I’équation de Mason-Schamp :

_3q/1 1\ em™1
“=tovltm) @) 3
ou q et M sont la charge et la masse de I’ion, m celle du gaz et N sa densité, T la température et k la
constante de Boltzmann. On peut donc obtenir la CCS d’un ion dans un gaz donné en mesurant K, et
nous avons utilisé de I’hélium. Grace au systéme d’acquisition, on peut sélectionner le spectre de
mobilité d’une partie du spectre de masse (par exemple un seul pic correspondant au rapport m/z d’un
ion), mais aussi le spectre de masse d’une partie du spectre de mobilité. La premiere option a permis
de construire les spectres de mobilité de certains agrégats de (PPG),, et (POG)4 qui sont visibles dans
la Figure 35. Pour les triméres [((PPG)1o)s+7H]"* et [((POG)10)s+7H]"™*, on observe un seul pic trés fin
dont la largeur est due uniquement a la diffusion des ions dans le tube de mobilité : c’est la signature
d’une seule conformation rigide présente en phase gazeuse. Lorsque 1’état de charge des triméres
diminue, la largeur du pic augmente, ce qui veut dire que la structure est moins rigide et que plusieurs
conformations voisines appartenant a une méme famille structurale coexistent. C’est également le cas
des pics attribués aux différents états de charge de I’hexamére du peptide (PPG)yo (cf. Figure 35),
méme le plus haut, ce qui est le signe d’une structure moins rigide que celle du trimére. Notons que
seul le spectre du pic & m/z = 2170, attribué sans ambigiiité & I’hexamére [((PPG)10)s+7H]"", posséde
un seul pic, les autres spectres contenant aussi des pics a un temps d’arrivée plus grand, correspondant
a d’autres agrégats dont le rapport m/z est identique : par exemple le dimére [((PPG)10),+3H]*" est
visible dans le spectre de [((PPG)10)s+9H]**. Le méme phénoméne donne naissance & un pic attribué
au monomére [(PPG)y+2H]** dans le spectre du trimére [((PPG)io)s+6H]®". Les valeurs
expérimentales des CCS de triméres et hexameéres des peptides sont rassemblées dans le Tableau 3. On
peut constater que la CCS augmente avec 1’état de charge, pour tous les agrégats considérés, ce qui,
pour les peptides et protéines protonés, s’explique généralement par le dépliement de la structure
native & cause de la répulsion coulombienne entre les protons.*****® Ici, nous allons voir que la
situation est différente. Les valeurs de CCS des trimeres se situent dans la méme gamme que celles de
I’ubiquitine, une petite protéine contenant 76 acides aminés, et celles des trimeres 6+ et 7+ sont
proches des conforméres dépliés de 1’ubiquitine, ce qui permet a priori d’exclure une structure
compacte. Afin d’avoir des informations plus précises sur la structure de ces triméres et hexaméres,
j’ai calculé, a I’aide du logiciel Impact,**’ la CCS théorique correspondant aux structures cristallines
présentes dans la base de données PDB (Protein Data Bank), c¢’est-a-dire des triples hélices pour les
triméres et deux triples hélices disposées comme dans la Figure 32 pour I’hexamére de (PPG)yo (le
signal n’était pas suffisant pour mesurer la CCS des hexameres de (POG)). Il est important de
préciser que les calculs sont réalisés sur la molécule neutre, uniquement a partir des coordonnées des
atomes, aucune charge ne leur étant attribuée. Ici, j’ai fait I’hypothése que les valeurs de CCS sont
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majoritairement déterminées par la structure et non par I’interaction charge-dipdle induit entre la
molécule et I’hélium, ce qui est raisonnable au vu de la faible polarisabilité de cet atome. Cette
hypothése est confortée par les mesures du groupe de M. Bush sur des protéines : par exemple, la
structure native de ’ubiquitine dans les états de charge 4+, 5+ et 6+ posséde une section efficace de
collision avec I’hélium de 972, 983 et 1000 A%.'*® En ce qui concerne les peptides de collagéne, nos
valeurs de CCS calculées (cf. Tableau 3) sont identiques & celles de I’expérience ou trés proches pour
les ions [((PPG)10)s+7H]™, [((POG)10)s+7H]™" et [((PPG)10)s+9H]*, ce qui suggere fortement que ces
ions conservent leur structure aprés la mise en phase gazeuse. 1l s’agit des agrégats les plus chargés, et
le fait que les états de charge plus bas possédent une CCS plus petite peut s’expliquer par une structure
plus compacte causée par la baisse de la répulsion coulombienne entre protons. La situation est donc
différente de celle qui existe généralement pour les peptides et protéines, qui perdent leur structure
native en phase gazeuse lorsque 1’état de charge est trop élevé : ici, c’est I’inverse, au moins sept
protons dans le trimére et neuf protons dans I’hexamére sont nécessaires pour que les triples hélices
survivent en phase gazeuse et ne se replient pas sur elles-mémes. En solution, a pH = 7, ces sept
protons ne sont pas présents, la structure native en triple hélice de ces peptides existe donc gréace a
I’eau
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Figure 34 : spectre de masse des agrégats ioniques produits par une source électrospray a partir d’une solution du
peptide (PPG),, (abrégé en PPG ci-dessus pour plus de clarté). Le nombre de peptides dans I’agrégat est indiqué en
indice, la charge en exposant.
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Figure 35 : spectres de mobilité ionique des agrégats des peptides (PPG),, et (POG),, pour différents états de charge
du trimere (a gauche) de (PPG),, (a ac) et de (POG)y, (d et €), ainsi que de I’hexamére de (PPG)y, (a droite). Les
peptides sont abrégés en PPG et POG ci-dessus pour plus de clarté. Le nombre de peptides dans I’agrégat est indiqué
en indice, la charge en exposant.

Tableau 3 : valeurs expérimentales et théoriques de la section efficace de collision (CCS) entre les trimeres et
hexameéres des peptides (PPG)yq et (POG)yq et I’hélium.

Trimeres Hexaméres
Etat de ccs (AY) Etat de cCs (A%
charge charge
3 892+30 +6 1570450
B 97130 7 186656
(PPG)1o (mesurées) +5 1190+36 N
+8 1965460
+6 127038 9 2300470
+7 1295439 -
(PPG)y (PDB 1K6F;
calculées avec Impactl‘”) 0 1330+13 0 2236+22
. +6 1250438
(POG)1o (mesurées) 47 1303+40
(POG)o (PDB 1CGD; 0 138314
calculées avec Impact™")

Afin de tester la stabilité des trimeres et hexaméres des peptides (PPG)y, et (POG);0, NOUS avons mené
des expériences d’activation au moyen de collisions a basse énergie avec de 1’azote dans une cellule
située apres le quadripdle (cf. Figure 33), ce dernier permettant de sélectionner les ions selon leur
rapport m/z dans la gamme 20 — 3000. Un spectre de masse obtenu pour ’hexamére [((PPG)y)s+9H]*
est visible dans la Figure 36. A cette énergie de collision (15 V/z), on observe trés majoritairement des
pics dus aux triméres 4+ et 5+, que I’on s’attend a trouver dans I’hexamere 9+. En effet, sa structure
est celle d’un dimeére de triples hélices, comme dans la Figure 32, et comme les triples hélices sont
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identiques, a 1’équilibre thermodynamique on s’attend a une distribution de protons symétrique.
Comme il n’y a pas de liaison H entre les deux triples hélices, il est logique que celles-ci se séparent
apres collision, ce résultat confirme donc la structure de la Figure 32. Par conséquent, il semble que
I’agrégation de triples hélices soit possible sans hydroxyproline, contrairement a ce qui avait été
avancé précédemment.’*® Mais alors, comment les deux triples hélices sont-elles liées ? Pour le
comprendre, il faut se rappeler que les hélices formées par des peptides ou des protéines possedent un
fort moment dipolaire permanent : par exemple, celui de I’hélice o est de I’ordre de 3,45 D par liaison
peptidique, ce qui donnerait de 1’ordre de 100 D pour 30 acides aminés (comme dans (PPG)i),
puisque les dipdles sont orientés dans les mémes direction et sens. J’ai calculé avec le logiciel
Gaussian09™ et la méthode semi-empirique AM1 le moment dipolaire de la triple hélice de
((PPG)10)s, et ai trouvé une valeur d’environ 65 D, ce qui est du méme ordre de grandeur que
I’estimation pour I’hélice a. Si I’on extrapole a une triple hélice de 1000 acides aminés de longueur
(typique du collagéne), cela donne 6,5.10° D, ce qui est seulement un facteur deux en-dessous de la
valeur mesurée par biréfringence de fibres de collagéne en solution.” Dans le dimére de triples
hélices [((PPG)10)s+9H]®* ( voir la Figure 32), les dipdles sont quasiment antiparalléles et cote a cote,
ce qui permet d’appliquer la relation suivante pour leur énergie de liaison :

_ 2kcp?

E 3

avec k¢ la constante de Coulomb, u le moment dipolaire en C.m et r la distance entre les deux dipéles.
Pour le dimére de triples hélices [((PPG)10)s+9H]*", cela donne environ 2 eV, ce qui n’est pas du tout
négligeable et permet d’expliquer la survie de ce systéme en phase gazeuse.
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Figure 36 : spectre de masse des ions de m/z = 1686 correspondant a I’hexamére [((PPG)y)s+9H]** et au dimére
[((PPG)10),+3H]*" aprés collisions avec de I’azote & une tension de 15 V/z. Les fragments sont attribués aux triméres
[((PPG)10)3+5H]"" et [(PPG)10)+4H]".
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Pour les triméres [((PPG)1o)s+7H]™ et [((POG)10)s+7H]™, les résultats de I’activation par collision
sont visibles dans la Figure 37 : la fragmentation méne uniguement aux monomeres avec deux et trois
protons. Statistiquement, on s’attend a la présence de deux monomeres 2+ et un 3+ dans le trimére, ce
qui est cohérent. Par contre, 1’absence de dimére est surprenante vis-a-vis des études antérieures sur les
agrégats moléculaires : cela va dans le sens de la structure en triple hélice dans laquelle chacun des
peptides est lié aux deux autres, la perte d’un peptide entrainant mécaniquement celle des autres. On
pourrait objecter que 1’énergie de collision est trop élevée pour que le dimeére survive, mais ce n’est
pas le cas, et nous allons le voir en détails avec 1’exemple du trimére [((PPG)10)5+6H]**, pour lequel on
peut suivre sur la Figure 38 1’évolution du spectre de masse autour du rapport m/z = 1266, ou se situe
aussi le monomeére 2+. Quand la tension d’activation reste en-dessous d’environ 100 V, le massif
isotopique observé est celui du trimere, et il laisse la place & celui du monomeére, qui domine ensuite
jusqu’a une tension supérieure a 180 V, sans que le massif du dimére n’apparaisse. Une autre
observation intéressante dans la Figure 37 est la plus faible abondance des fragments de
[((POG)10)s+7H]™ par rapport & ceux de [((PPG)10)s+7H]™", et ce & la méme énergie de collision : cela
suggére que I’hydroxyproline stabilise la triple hélice.
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Figure 37 : spectres de masse des trimeres [((PPG)y0)s+7H]"" et [((POG)10)s+7H]"" apres collisions avec de I’azote &
une tension de 12,5 V/z. Les fragments sont attribués aux monomeres avec deux et trois protons.
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Figure 38 : évolution du spectre de masse autour du rapport m/z = 1266 ou se situent le trimére [((PPG);0)s+6H]%" et le
monomeére [(PPG),o+2H]**, en fonction de la tension d’activation dans la cellule de collision. L’intensité est croissante
du noir au jaune. Les spectres aux tensions minimum et maximum sont représentés a gauche et a droite,
respectivement.

Pour sonder I’influence de 1’hydroxyproline sur la structure et la stabilité de la triple hélice, nous
avons mené des expériences d’activation des triméres [((PPG)10)s+7H]™ et [(POG)1o)s+7H]"* par
collision sur le gaz résiduel dans le funnel B (voir la Figure 33). Une impulsion de tension sur
I’électrode d’entrée du funnel B pendant typiquement 500 us permet de sélectionner uniquement ces
ions selon leur temps d’arrivée a la fin du premier tube de mobilité. Une tension notée Vgivation
appliquée entre deux électrodes de ce funnel permet d’apporter une certaine quantité d’énergie interne
vibrationnelle aux ions via des collisions. Ensuite, les ions sont injectés dans le second tube de
mobilité DT2 et leur temps d’arrivée a la fin du tube est mesuré, afin de suivre leurs éventuels
changements structuraux. Les résultats sont visibles dans la Figure 39 : On peut voir que le temps
d’arrivée de [(POG)10)s+7H]"" reste inchangé tant que la tension d’activation par charge (Vacivation/Z)
est inférieure a environ 13 V. Au-dela, le signal disparait progressivement a cause de la fragmentation
de la triple hélice en monomeéres, comme on 1’a vu dans la Figure 37. Cette observation est
remarquable au vu du comportement des peptides et protéines protonées déja étudiées : en effet, avant
de fragmenter, ceux-ci changent de structure aprés activation par collision, généralement en se
dépliant.™®*** La signature du dépliement d’une protéine par spectrométrie de mobilité ionique est
méme & présent utilisée & des fins de chimie analytique : j’y reviendrai dans le Chapitre 7."*
L’absence d’effet de I’activation sur le spectre de mobilité de [((POG)10)s+7H]"* est un argument de
plus en faveur d’une structure en triple hélice, dans laquelle les peptides sont déja quasiment dépliés.
Les résultats sont presque les mémes pour [((PPG)y0)s+7H]™, mis & part le signal faible qui apparait a
un temps d’arrivée légeérement plus élevé a partir de Vacivation/z = 7 V, signe que la triple hélice se
déplie un peu avant de fragmenter autour de Vcivation/z = 11 V. Cette derniere valeur est inférieure a
celle du peptide hydroxylé, et I’on voit bien sur la Figure 39(c) que la décroissance de I’intensité du
pic attribué a la triple hélice hydroxylée est décalée d’environ 2 V par charge, ce qui correspond a une
augmentation de la tension d’activation de plus de 10% pour le méme taux de fragmentation. Il faut
donc transférer plus d’énergie vibrationnelle a la triple hélice hydroxylée pour la fragmenter, et
comme les deux systemes ont environ le méme nombre de degrés de liberté, on peut en conclure que
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I’hydroxyproline stabilise la structure en triple hélice de ces systemes en phase gazeuse. Nous avons
donc montré que cette stabilisation, déja observée en solution™ et en phase solide,**! n’est pas due &
I’environnement moléculaire, et notamment au réseau de liaisons H des molécules d’eau, en tout cas
pas entierement. Examinons maintenant la situation des triméres [((PPG)yo)s+6H]* et
[((POG)10)s+6H]®, dont la CCS est inférieure & celle des triméres 7+ (cf. Tableau 2) et donc pour
lesquels la triple hélice est Iégerement repliée : la Figure 40 ne montre plus de différence notable quant
a I’évolution de I’abondance des ions lorsque la tension d’activation augmente, donc la fragmentation
n’est plus influencée par I’hydroxyproline. Cela confirme 1’importance de 1’effet stéréoélectronique
dans la stabilisation par 1’hydroxyproline, qui requiert une structure en triple hélice tres réguliere,
comme dans un cristal (voir la Figure 32).
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Figure 39 : spectres de mobilité ionique des triméres [((POG)10)s+7H]"* (a) et [((PPG)10)s+7H] ™" (b), et intensité
relative de leurs pics (¢) en fonction de la tension d’activation dans le funnel B (voir la Figure 33) normalisée a la
charge de I’ion.
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Figure 40 : intensité relative des pics des triméres [((POG);0);+6H]®" et [(PPG)10)s+6H]®" issus des spectres de
mobilité ionique en fonction de la tension d’activation dans le funnel B (voir la Figure 33) normalisée a la charge de
I’ion.
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Dans cette partie, nous avons montré que la structure en triple hélice typique du collagéne n’a pas
besoin d’eau pour exister dans les trimeres et hexaméres de peptides (PPG)y, et (POG);, a condition
qu’ils contiennent un nombre de protons suffisant pour empécher leur repliement. Deux triples hélices
peuvent méme étre liées par une interaction dip6le-dipdle et survivre sans solvant ni liaison hydrogene
entre elles. De plus, I’hydroxylation des prolines induit une stabilisation de la triple hélice sans la
présence d’un environnement moléculaire, via un effet stéréoélectronique intra-peptidique. Ces
travaux'*® illustrent la puissance de la spectrométrie de mobilité ionique couplée & la spectrométrie de
masse pour obtenir des informations sur la structure et la stabilité de modéles peptidiques du collagéne
isolés, et ouvrent la voie a 1’étude de 1’agrégation des triples hélices en phase gazeuse, une approche
potentiellement fructueuse pour comprendre comment se forment les fibres de collagene, ou encore
pour aider a créer de nouveaux biomatériaux inspirés du collagene. En effet, tout un domaine de
recherche est dedié a ces nouveaux matériaux, grace a 1’étude des relations entre structure et propriétés
de stabilité du collagéne, via notamment des peptides modeles tels que (PPG)y, et (POG)y0."°"**® Parmi
les moyens de modifier ces propriétés, les rayonnements ionisants sont utilisés par exemple pour créer
des liaisons covalentes entre molécules (« cross-linking »)**° ou changer la conformation des
protéines.’®**" Nous allons voir dans la partie suivante que les rayonnements ionisants ont de
multiples conséquences sur les peptides modéles du collagéne, au niveau moléculaire.

II) Irradiation de modeles peptidiques du collagene

Dans la partie précédente, nous avons vu que les agrégats des peptides (PPG)y, et (POG);, modéles du
collagéne conservaient leur structure en triple hélice en phase gazeuse, sous certaines conditions.
Maintenant, je vais détailler nos études concernant I’effet des rayonnements ionisants (ions carbones et
photons) sur ces systémes en phase gazeuse. En effet, jusqu’ici, seul le collagene en phase condensée
avait été étudié, par exemple par Hu et co.,"®® qui ont montré que le rayonnement cosmique induit la
création de nombreuses liaisons covalentes inter-protéines ainsi qu’une baisse de la stabilité thermique
du collagéne, ce qui peut paraitre surprenant. Cependant, cela est parfaitement cohérent avec les
travaux réalisés sur des films de polymeéres sous irradiation, notamment au laboratoire : par exemple, il
a été montré que les photons ou les particules ionisantes (ions et électrons) peuvent induire une chimie
riche, notamment faire du « cross-linking », mener a 1’émission de H,, mais aussi rompre des liaisons
covalentes.™® Nous allons voir que ce dernier phénoméne se produit aussi en phase gazeuse. En
collaboration avec le groupe de T. Schlatholter, de I’Université de Groningue (Pays-Bas), et dans le
cadre des théses de L. Schwob'® et M. Lalande,™® nous avons irradié des modéles de la triple hélice
du collagéne avec des photons VUV et X, ainsi qu’avec des ions carbones a I’énergie du pic de Bragg.
Comme je I’ai indiqué dans I’introduction de ce manuscrit, ce pic représente le maximum de dépot
d’énergie par des ions dans la matiere, a une profondeur qui correspond a la localisation de la tumeur
en hadronthérapie par exemple. Les ions carbones ont alors une énergie cinétique de I’ordre de 1
MeV/u. C’est la gamme qui correspond aux faisceaux fournis par la ligne IRRSUD du GANIL, et
I’intensité de I’ordre du microampére est adaptée aux interactions avec les atomes et molécules dont
les valeurs de section efficace sont de 1’ordre de 10™° cm?. L’énergie des photons VUV et X mous se
situe quant a elle dans la gamme 10 — 100 eV et 100 — 1000 eV, respectivement. Les lignes U125-2
NIM et U49-2 PGM-1 du synchrotron BESSY2 (Berlin, Allemagne) fournissent des photons VUV et
X, respectivement, avec un flux élevé (de I’ordre de 10" s™) nécessaire aux études de molécules en
phase gazeuse dont la densité est trés faible. De plus, la résolution en énergie est suffisante pour

permettre de faire de la spectroscopie (A?E ~ 0,1 % au maximum) étant donné que la largeur des

bandes moléculaires est de I’ordre d’1 eV au minimum, & température ambiante.'® Nous avons donc
couplé le montage expérimental développé a I’Université de Groningue aux lignes de faisceau de ces
grands instruments lors de nombreuses campagnes expérimentales. Un schéma de ce montage est
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présenté dans la Figure 41. La source électrospray est suivie d’un funnel qui focalise les ions
biomoléculaires avant qu’ils soient guidés par un octopole RF, dans lequel ils sont accumulés grace a
une tension sur 1’électrode de sortie, dont la valeur absolue est baissée lorsqu’on veut injecter 1es ions
dans le piege. Apres 1’octopdle, les ions sont sélectionnés selon leur rapport m/z par un quadripdle RF,
avant d’étre injectés dans un piége de Paul RF pendant 50 a 100 ms, en méme temps que de I’hélium,
qui sert a thermaliser a 300 K les énergies cinétique et vibrationnelle initiales des ions. Aprés un délai
de 100 ms qui permet de pomper 1’hélium, le faisceau de rayonnement ionisant passe a travers deux
trous percés dans 1’électrode annulaire du piége, et son intensité est mesurée par une photodiode ou
une cage de Faraday. Les ions moléculaires sont ainsi irradiés pendant typiquement 0,1 a 1 s, de fagon
a se placer dans les conditions d’interaction unique, et les produits cationiques ou anioniques de
I’irradiation sont extraits par un champ électrique créé dans le piége par une tension appliquée entre
ses électrodes hyperboliques, puis détectés. L’intensité des ions en fonction de leur temps d’arrivée sur
le détecteur constitue le spectre de temps de vol, qui sera par la suite converti en spectre de masse par
une calibration. Nous enregistrons les spectres alternativement avec et sans rayonnement ionisant, et
nous calculons la différence : le pic de I’ion précurseur est alors négatif et son aire est proportionnelle
au nombre de molécules ayant interagi avec le rayonnement et changé de rapport m/z suite a une
ionisation et/ou une fragmentation. Le détecteur est composé soit de deux galettes a microcanaux
montées en chevron (la tension de post-accélération est alors de 5 kV), soit d’une galette a
microcanaux, d’un scintillateur et d’un photomultiplicateur, ce qui a I’avantage de pouvoir monter la
tension de post-accélération & 10 kV au maximum, et donc d’augmenter I’efficacité de détection pour
les ions de grand rapport m/z. Pour tracer I’évolution des abondances relatives des différents ions
observés en fonction de 1’énergie du photon, nous les avons corrigées par cette efficacité de détection
ainsi que par D’aire sous le pic de I’ion précurseur.®® Un avantage du piége de Paul est de pouvoir
piéger les ions négatifs et positifs en méme temps, ce qui permet de détecter les ions positifs créés par
irradiation d’ions négatifs, comme nous 1’avons fait récemment pour I’irradiation d’oligonucléotides
d’ADN." Pour I’étude des peptides modéles du collagéne, nous avons utilisé le mode positif de la
source électrospray et la détection d’ions positifs.

Piege 2 Faisceau de
ions 3D photons/ions

rh——. détecteur

Spectrométre de
masse a temps de vol

Source ESI|

e e———

Photodiode/
Cage de
Faraday

Figure 41 : schéma du montage expérimental du groupe de T. Schlathélter utilisé pour I’irradiation d’ions
moléculaires piégés par un faisceau de photons ou d’ions atomiques. La photodiode et la cage de Faraday sont
utilisées pour mesurer ’intensité des faisceaux de photons et d’ions, respectivement.
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1. Processus induits par I'absorption d’'un photon VUV ou X
a) Peptides isolés

D’abord, nous allons détailler ’effet de ’absorption d’un photon d’énergie de 14 a 531,5 eV sur les
peptides protonés isolés. Dans la Figure 42, on peut voir les spectres de masse du peptide (POG)qq
dans deux états de charge : 2+ et 3+ (les résultats sont tres similaires pour le peptide (PPG)y): les
spectres sont dominés par les pics attribués a ’ionisation non-dissociative et aux fragments notés b;
issus de la rupture d’une ou plusieurs liaisons covalentes du squelette peptidique (voir la nomenclature
des fragments dans la Figure 42). On s’attendait a observer de I’ionisation au vu de 1’énergie
d’ionisation mesurée autour de 12 — 13 eV pour des peptides dans ces états de charge.'®® De méme, la
fragmentation n’est pas surprenante car des études précédentes ont déja démontré 1’existence de ce
phénomene.”**® Cependant, une observation intéressante est la prédominance des fragments notés b3,
et y3, (avec n un entier positif), formés par la rupture d’une des liaisons peptidiques glycine-proline
(voir le schéma de la séquence peptidique dans la Figure 42). En effet, ces sites de rupture
préférentielle ont également été observés en solution aprés irradiation UV,'" ce qui fait penser & une
propriété intrinseque des peptides modeéles du collagene sous irradiation. Nous en reparlerons par la
suite. L état de charge a un effet sur le spectre de masse : en effet, un photon d’énergic 14 ¢V induit
beaucoup plus de fragmentation pour le peptide [(POG),+3H]** que pour le peptide [(POG)o+2H]*.
Ceci peut paraitre surprenant de voir un tel effet provoqué par un seul proton, mais il faut garder en
téte I’importance des protons mobiles dans la fragmentation des peptides protonés dans leur état
électronique fondamental, comme c’est le cas lors de collisions & basse énergie sur du gaz rare (CID)
ou aprés absorption IR multi-photonique (IRMPD).'* Dans (POG),, un seul proton peut étre
séquestré car seul le N terminal est trés basique, donc les protons supplémentaires sont susceptibles
d’étre mobiles, ce qui donne un proton mobile pour [(POG);o+2H]** et deux pour [(POG),o+3H]*".
Cette mobilité est induite par I’augmentation de 1’énergie vibrationnelle du systéme, ce qui implique,
dans le cas présent, la conversion d’une partie de I’énergie du photon en énergie vibrationnelle du
peptide. L’énergie du photon a aussi un effet important sur les spectres de masse (cf. Figure 43) :
lorsqu’elle augmente de 14 a 22 eV, la probabilit¢ d’ionisation non-dissociative augmente
progressivement, pendant que la fragmentation diminue. Ceci est contre-intuitif car lorsque la quantité
d’énergie apportée au systéme est plus grande, on s’attend a plus de fragmentation... Pour comprendre
ce comportement, il faut se rappeler que lorsque 1’énergie du photon est Iégerement inférieure a
I’énergie d’ionisation, son absorption provoque I’excitation du systéme dans un état électronique de
haute énergie. Pour un systeme possédant un grand nombre de degrés de liberté, dans la majorité des
cas il se produit alors une conversion interne, suivie d’une redistribution de 1’énergie du photon dans
les degrés de liberté vibrationnels, et éventuellement d’une fragmentation. La présente gamme
d’énergie du photon (14 — 22 eV) se situe juste au-dessus de 1’énergie d’ionisation, il existe donc une
compétition entre excitation et ionisation. Lors de cette derniére, un électron est éjecté du peptide avec
une certaine énergie cinétique, la quantité d’énergie vibrationnelle résiduelle est alors bien plus petite
gue dans le cas de I’excitation, donc le peptide ne fragmente pas, d’ou la présence du pic di a
I’ionisation non-dissociative. On pourrait objecter qu’il peut également se produire un phénomeéne
d’auto-ionisation lorsque 1’énergie du photon est supérieure au seuil d’ionisation, mais il faut se
rappeler que 1’auto-ionisation requiert un changement de géométrie minime entre les états de charge
initial et final du systéme.®* Or les peptides sont des systémes trés flexibles, dont la géométrie est en
général sensible a I’état de charge : par exemple, nous avons montré qu’un peptide de 26 acides
aminés (et donc de longueur similaire a celle de (PPG)y, et (POG)y0) se déplie sous I’influence d’un
proton de plus.”? Par conséquent, nous pouvons nous attendre a ce que la contribution de I’auto-
ionisation soit négligeable, sans pour autant pouvoir 1’exclure.
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Figure 42 : spectres de masse du peptide [(POG)1+3H]*" (a et b) et [(POG);o+2H]*" (c) aprés absorption d’un photon
d’énergie 14 4 288 eV (Hyp est utilisé a la place de O pour I’hydroxyproline). Le rapport m/z de I’ion précurseur est
indiqué par des pointillés car le pic est négatif (voir le texte), et le pic attribué a I’ionisation non-dissociative par NDI.
Un agrandissement du spectre de masse & 288 eV [(POG),,+3H]*" est visible en a), et les fragments internes sont
attribués. Au milieu, les fragments formés par rupture d’une seule liaison sont indiqués sur la séquence peptidique.
En bas, la nomenclature usuelle pour la notation des fragments peptidiques est indiquée. Les fragments a, b et c ont la
charge du coté N-terminal, alors que les fragments x, y et z ont la charge du c6té C-terminal.

59



Lorsque 1’énergie du photon augmente de 14 a 22 eV, la probabilité d’ionisation augmente, alors que
celle de I’excitation diminue, nous avons donc attribué la présence des fragments a 1’excitation, et non
a I’ionisation. Cette interprétation va dans le sens d’une fragmentation dans 1’état électronique
fondamental du peptide aprés conversion interne, et donc du mécanisme du proton mobile évoqué plus
haut. Lorsque I’énergie du photon augmente de 22 a 531,5 eV, I’ionisation non-dissociative diminue
alors que la fragmentation augmente, ce qui s’explique par une augmentation de I’énergie
vibrationnelle déposée par le photon dans le peptide aprés ionisation. Ce phénoméne a été détaillé dans
les travaux de thése de D. Egorov du groupe de T. Schlathélter.”® Notons que cette augmentation de la
fragmentation est surtout due a la présence d’autres fragments que b3, et y3,, notamment des
fragments internes formés par la rupture de plusieurs liaisons covalentes, et qui dominent les spectres a
haute énergie (domaine des rayons X mous, voir la Figure 42 et la Figure 43), ce qui peut s’expliquer
par une grande quantité d’énergie vibrationnelle déposée dans le peptide. Ces nouveaux fragments
viennent sans doute également du fait que 1’ionisation donne naissance a un radical cation, une espece
chimiquement plus réactive a cause de barriéres énergétiques plus basses, et dont certaines voies de
dissociation sont différentes des espéces protonées.'™ A partir de 288 eV (le seuil d’énergie
correspondant a 1’absorption du photon par les électrons 1s des atomes de carbone du peptide), les
abondances relatives ne changent presque plus. Nous reparlerons de ce curieux phénoméne un peu
plus loin.
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Figure 43 : évolution des principales voies de relaxation des peptides [(POG);o+3H]** (a) et [(PPG)1o+3H]*" (b) en
fonction de I’énergie du photon. Les résultats sont similaires pour (PPG), et (POG),, donc ces graphes contiennent
ceux pour lesquels la statistique était la meilleure.

b) Triples hélices

Apreés avoir étudié les peptides (PPG);o et (POG)y, isolés, nous allons sonder le comportement de leurs
agrégats dont la structure est en triple hélice. Les spectres de masse aprés 1’absorption d’un photon
d’énergie 14 — 288 eV par le trimére [((PPG)10)s+7H]"* sont visibles sur la Figure 44. On observe les
mémes processus que pour les peptides isolés, a savoir I’ionisation non-dissociative et les mémes
fragments peptidiques, mais de nouveaux pics apparaissent aux rapports m/z du monomere dans les
états de charge 2+, 3+ et 4+. Ils sont le signe d’une dissociation du trimere en monomeres, ce qui a
déja été observé dans nos expériences de CID (voir la partie 1) de ce chapitre) et confirme donc le

transfert d’énergie vibrationnelle dans le systéme. Notons que I’état de charge 4+ n’avait pas été
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observé en CID, mais c’est logique car 1’ionisation ne se produisait pas, contrairement au cas présent :
en effet, 1’énergie d’ionisation de [((PPG)10)s+7H]"" est sans doute plus basse que 14 eV, au vu de celle
des protéines cytochrome C et ubiquitine chargées 7+).'" Lorsque 1’énergie du photon augmente de 14
a 22 eV, la fragmentation diminue progressivement jusqu’a quasiment disparaitre, pendant que
I’ionisation non-dissociative augmente, comme pour le peptide isolé, ce qui confirme la transition
entre excitation et ionisation aprés photoabsorption. Quand 1’énergie du photon augmente encore, la
dissociation de la triple hélice en monoméres se produit avant la fragmentation des peptides, ce qui
s’explique par le fait que I’énergie interne déposée dans le systéme augmente progressivement : a
basse énergie, la triple hélice se dissocie en trois monomeéres aprés rupture des liaisons non-covalentes,
et a haute énergie, ces monomeres ont suffisamment d’énergie vibrationnelle résiduelle pour casser
leurs liaisons covalentes. La rupture des liaisons non-covalentes n’est pas détectable par spectrométrie
de masse pour des peptides isolés, ce qui montre que les complexes non-covalents constituent une
sonde plus fine du dépot d’énergie vibrationnel dans des systémes moléculaires. Cette augmentation
de la fragmentation montre également que 1’exces d’énergie par rapport au seuil d’ionisation n’est pas
emporté par 1’énergie cinétique de 1’électron émis, ce qui indique que des orbitales de valence plus
profondes sont sondées par le photon lorsque son énergie augmente.

Maintenant, nous allons voir dans la Figure 45 que contrairement aux peptides isolés, I’hydroxyproline
a une forte influence sur les processus photo-induits: en effet, pour [((POG)i)s+7H]"", nous
observons le dimere 5+ aprés photoabsorption a basse énergie, et la fragmentation des peptides est
totalement absente entre 14 et 28 eV. A 14 eV, le dimére 5+ est presqu’aussi abondant que le
monomere 2+, ce qui est cohérent avec une dissociation du trimere 7+ apreés photo-excitation sans
ionisation. Lorsque 1’énergie de photon augmente, 1’abondance du dimére 5+ baisse pendant que celle
des monomeéres 3+ et 4+ et de I’ionisation non-dissociative monte, nous avons donc la encore une
transition entre excitation et ionisation, cette derniére se traduisant par une trées faible dissociation en
monomeéres intacts. Par conséquent, 1’hydroxylation des prolines stabilise la triple hélice en phase
gazeuse apres photo-excitation ou photo-ionisation, comme aprés collision avec un gaz rare a basse
énergie. Nous allons voir par la suite que cette stabilisation s’étend aussi aux diméres de triples
hélices. Avant cela, intéressons-nous a I’évolution des voies de relaxation de la triple hélice
[((PPG)10)s+7H]"* aprés absorption d’un photon d’énergie 100 — 531,5 eV : dans la Figure 44, on voit
que la probabilité d’ionisation non-dissociative chute brutalement entre 250 et 300 eV, au profit de la
fragmentation intramoléculaire, tandis que la fragmentation intermoléculaire stagne. Par conséquent,
lorsqu’un électron 1s du carbone est excité ou éjecté, la quantité d’énergie vibrationnelle transférée est
grande. De plus, on constate que la fragmentation n’augmente plus pour les énergies de photon
supérieures a 300 eV : tout ceci est parfaitement cohérent avec le cas des peptides isolés. Cette
derniere observation peut paraitre curieuse, mais il faut garder en téte que I’énergie cinétique de
I’¢électron Auger émis aprés absorption du photon par un électron 1s augmente avec 1’énergie de
liaison de cet électron : cette énergie cinétique est de 266,8 eV pour le carbone dans le graphite, 376,6
eV pour I’azote dans NHs, et 507,7 eV pour ’oxygéne dans H,0."® Ces énergies varient faiblement
(quelques eV) en fonction de la composition de la molécule, nous pouvons donc faire I’hypothése
qu’elles sont valables pour les peptides. Cela donnerait donc des énergies internes residuelles de 21,2,
24,9 et 23,8 eV aprés photoabsorption a 288, 401,5 et 531,5 eV, respectivement, ce qui est tres
similaire quel que soit I’¢électron 1s qui absorbe le photon.
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Figure 44 : en haut : spectres de masse du trimére [((PPG)y0)s+7H]"" aprés absorption d’un photon (M correspond au
monomere, NDI a I’ionisation non-dissociative) ; en bas : évolution des principales voies de relaxation en fonction de
I’énergie du photon (« peptide ionisé intact » veut dire NDI).
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Figure 45 : & gauche : spectre de masse du trimére [((POG);0)s+7H]"" aprés absorption d’un photon (M correspond au
monomere, D au dimere et NDI a I’ionisation non-dissociative) ; a droite : évolution des différentes espéces formées en
fonction de I’énergie du photon.

Dans la partie 1) de ce chapitre, nous avons vu qu’un dimere de triples hélices pouvait survivre en
phase gazeuse, a condition qu’il contienne au moins neuf protons. Rappelons que I’hexameére 9+ est
composé¢ d’un trimére 5+ et d’un trimére 4+. Voyons maintenant comment réagit ce systeme a
I’absorption d’un photon ionisant: dans la Figure 46, les spectres de masse de I’hexameére
[((PPG)10)s+9H]** montrent que le pic majoritaire & m/z = 1266 correspond au trimére 6+ mais aussi au
monomere 2+, le monomére 3+ étant également détecté. Un autre pic ambigu est celui situé a m/z =
1520 : il peut étre attribué au trimére 5+ mais aussi a I’hexamére 10+ issu de I’ionisation non-
dissociative. Dans cette gamme d’énergie de photon (100 — 288 eV), I’ionisation se produit toujours,
elle méne donc a ’hexamére 10+, et sa dissociation peut produire soit deux triméres 5+, soit un
trimere 4+ et un 6+ (si le trimére 5+ est ionisé et que les charges ne s’équilibrent pas avant
dissociation). Dans ce dernier cas, on devrait observer un pic & m/z = 1900 (trimére 4+), ce qui n’est
pas le cas. Par conséquent, les triméres sont sans doute minoritaires. Les mémes fragments du
squelette peptidique qu’apres I’ionisation des trimeres et monomeéres sont aussi observes, mais avec
une intensité inférieure au cas du trimere a une énergie donnée : le systéme étant deux fois plus gros, il
y a deux fois plus de degrés de liberté vibrationnels dans lesquels répartir 1’énergie déposée ; de plus,
il faut tenir compte de I’énergie de liaison de I’hexameére : ces phénoménes diminuent la fragmentation
des monomeres. Celle-ci augmente avec 1’énergie du photon, ce qui s’explique par une augmentation
progressive de I’énergie vibrationnelle déposée dans le systéme, comme pour les trimeres et les
monomeéres (voir ce qui précede). L’effet de I’hydroxylation des prolines peut étre observé dans la
Figure 47 pour I’hexamére [((POG)io)s+9H]®" : cette fois, I’ionisation non-dissociative est
incontestablement présente, car le pic associé est bien plus intense et il y a méme un autre pic au
rapport m/z = 1468 non-ambigu et attribué a 1’hexameére 11+, formé par la double ionisation non-
dissociative. Des confirmations de cette attribution sont, d’une part, la disparition de ce pic a m/z =
1468 a I’énergie 288 eV, ou un électron 1s du carbone est excité dans une orbitale moléculaire, puis un
électron Auger est émis, ce qui méne a I’ionisation simple. D’autre part, on observe la réapparition de
ce pic a 300 eV, au-dessus de 1’énergie d’ionisation des électrons 1s du carbone (autour de 294 eV
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dans les protéines™"). Ce phénomeéne a été observé pour des protéines mais jamais pour un
complexe non-covalent. De plus, les fragments du peptide sont encore plus faibles que pour
[((PPG)10)s+9H]**, & une énergie donnée. Toutes ces observations montrent que 1’hydroxyproline
stabilise aussi le dimére de triples hélices. L’effet stéréoélectronique explique la moindre
fragmentation des triples hélices apreés dissociation de 1’hexameére, mais comment expliquer la
présence de I’ionisation non-dissociative ? Pour tenter de comprendre, on peut regarder la structure de
’hexamére ((GPO)o)s dans un cristal’’”” (voir la Figure 48) : c’est celle qui se rapproche le plus de
(POG)yo et dont I’hexamére est visualisable sur le site de la PDB. On peut alors voir que les
groupements OH des chaines latérales des hydroxyprolines pointent vers I’extérieur des triples hélices
sans faire de liaison H directement entre elles. Cependant, si I’on regarde plus précisément, dans une
région ou deux de ces groupements OH sont proches, on s’aper¢oit qu’une molécule d’eau établit un
pont hydrogéne entre les deux groupements. Dans I’hexamére ((GPO)g)s, il existe trois ponts comme
celui-l3, et si ¢’est également le cas pour [((POG)40)s+9H]>* et que les trois H,O restent attachées aprés
mise en phase gazeuse, I’augmentation du rapport m/z est de 6 par rapport a I’hexamére sans aucune
molécule d’eau, dont le rapport est de m/z = 1795. Or la résolution en masse du spectrometre TOF ne
permet pas de les séparer, donc il se peut que ces molécules d’cau et ces liaisons H soient présentes en
phase gazeuse, expliquant la stabilisation des hexaméres par 1’hydroxyproline. Un moyen de s’en
assurer serait de refaire ces expériences avec le spectrométre actuel, dont la résolution a été augmentée
grace a I’ajout d’un miroir électrostatique permettant d’utiliser le spectrométre en mode réflectron. En
effet, nous avons récemment acquis des spectres de masse avec une résolution de 1’ordre de % =

2000, ce qui est méme suffisant pour distinguer [((POG)10)s+9H]** de [((POG)10)s+9H]** (H,0).
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Figure 46 : spectre de masse de ’hexamére [((PPG)0)s+9H]** aprés absorption d’un photon (M correspond au
monomere, T au trimeére et H a I’hexameére). Le pic du précurseur est négatif a cause de ’analyse des données réalisée
(voir le texte).
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Figure 47 : spectre de masse de ’hexamére [(POG)y)s+9H]°" aprés absorption d’un photon (M correspond au
monomere, T au trimere et H a I’hexamére).

Figure 48 : structure cristallographique du peptide (GPO)q (PDB 3BO0S). Les liaisons H sont représentées par des
tirets. Chaque peptide posséde une couleur différente. Les atomes d’hydrogéne ont été omis pour plus de clarté. En
haut, la structure est visible en entier mais sans les molécules d’eau. En bas, les molécules d’eau sont incluses, et on

voit un détail de la structure ou les deux hydroxyprolines en vert sont reliées par des liaisons H via une molécule

d’eau.
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2. Processus induits par la collision avec un ion carbone a I'énergie du pic de
Bragg

Dans la partie précédente, nous avons vu en détail comment se comportent des agrégats de peptides
modeles de la triple hélice du collagéne aprés irradiation par des photons ionisants, grace aux résultats
d’expériences menées a un synchrotron. Maintenant, nous allons sonder les processus induits par la
collision avec des ions carbones. Nous avons utilisé une autre grande installation, le GANIL a Caen,
sur la ligne de faisceau IRRSUD. Traditionnellement, celle-ci sert plut6t a 1’étude de matériaux, un
autre axe de recherche du laboratoire, mais les faisceaux d’ions proposés sont pertinents du point de
vue de I’hadronthérapie, puisque leur énergie cinétique correspond a celle des ions lorsqu’ils
traversent la tumeur (environ 1 MeV/u). De plus, I’intensité de I’ordre de 10 pA (avant collimation)
est similaire a celle des faisceaux ayant déja donné un signal d’ionisation lors d’expériences
précédentes.”> Nous avons donc mené sur cette ligne les premiéres expériences d’irradiation de
systémes moléculaires d’intérét biologique formés par une source électrospray, grace a une
collaboration avec le groupe de T. Schlathélter, et a ’aide du méme montage expérimental que celui
utilisé pour les irradiations par photons (voir la Figure 41)."® Pour contréler la durée d’irradiation,
nous avons envoyé le signal temporel d’un générateur d’impulsions de basse tension a un boitier
électronique qui controle la haute tension entre deux plaques permettant de dévier le faisceau d’ions.
Nous nous sommes donc placés, comme pour les photons, dans les conditions d’une majorité
d’interactions uniques, et d’une minorité d’interactions multiples (entre plusieurs ions et une molécule
donnée). Un diaphragme de 2 mm de diamétre a été placé devant le trou de 1’électrode annulaire du
piége de Paul afin d’éviter que le faisceau d’ions ne la touche. Une cage de Faraday placée en bout de
ligne mesurait le courant d’ions passant a travers le piége : typiquement quelques dizaines de
nanoampéres, du méme ordre de grandeur que les expériences précédentes avec des faisceaux a une
énergie cinétique de 10 & 100 keV.'®*'® Dans la Figure 49, le spectre de masse du peptide isolé
[(POG).o+3H]*" aprés collision avec un ion 'C* & 0,98 MeV/u est visible (celui du peptide
[(PPG)y+3H]*" est quasiment identique). Il est trés similaire a celui qu’on avait obtenu aprés
absorption d’un photon de 150 eV, ce qui veut dire que les mémes processus se produisent : ionisation,
dépot d’énergie interne redistribuée selon les degrés de libertés vibrationnels du systéme, et
fragmentation. Ce n’est pas trés étonnant, étant donné qu’a cette énergie cinétique, le processus majeur
est I’ionisation apres collision ion-€électron, le phénomene de capture d’électron par le projectile étant
négligeable. Cependant, un pic est observé uniquement avec les ions: il est attribué au peptide
doublement chargé, et correspond donc a la perte d’une charge positive de 1’ion précurseur. Ce
phénomene a été observé pour la premiére fois aprés des collisions entre des ions Xe® & 96 keV et la
protéine cytochrome C protonée, et a été attribué & un détachement de proton.® Des études plus
récentes de collision entre un faisceau d’ions He" et le peptide protoné substance P ont conclu, grace a
une résolution en masse suffisante, que la masse du peptide restait en fait inchangée.'® Les auteurs ont
alors expliqué la charge réduite par un transfert d’électron depuis des anions moléculaires piégés en
méme temps que les ions positifs précurseurs : ceci se produit donc sans doute aussi dans notre cas.
L’origine de ces anions reste cependant a vérifier : il s’agit peut-étre d’espéces désorbées par le
faisceau d’ions sur une surface, mais nous ne savons pas laquelle, et il est curieux que ce phénoméne
soit observé dans plusieurs montages expérimentaux différents...

Si I’on s’intéresse maintenant & la triple hélice [((PPG)i0)s*+7H]™, on peut voir que la encore, le
spectre de masse aprés collision avec un ion *C** & 0,98 MeV/u est similaire & ceux obtenus avec un
photon X (cf. Figure 49), ce qui confirme I’existence des mémes processus. Cependant, le spectre le
plus proche est maintenant celui qui correspond a un photon de 288 eV, contre 150 eV pour le peptide
isolé. Or nous avons montré que 1’énergie vibrationnelle déposée par photoabsorption dans un méme
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systeme augmente entre 150 et 288 eV, cette énergie étant d’environ 20 €V en moyenne pour 288
eV.'® Cette augmentation montre que le peptide isolé posséde moins d’énergie vibrationnelle que la
triple hélice apres collision avec un ion carbone, ce qui est inattendu et différent du cas des photons.
Un phénomeéne qui distingue la photoionisation de 1’ionisation par collision avec un ion est I’état de
spin de la molécule ionisée : comme le spin total est conservé, et que la molécule est un singulet, ¢’est
forcément un doublet aprés photoabsorption, mais pas forcément pour 1’ion, car celui-ci peut changer
de spin aprés la collision (le **C* posséde deux électrons). Cela implique qu’une variété plus
importante d’états électroniques excités peut exister dans le cas de 1’ion, mais cela ne devrait pas
dépendre du nombre de peptides dans le systeme... Pour expliquer 1’augmentation de 1’énergie
vibrationnelle avec la taille du systeme, nous avons fait I’hypothése qu’un ion carbone peut interagir
avec deux électrons du méme ion moléculaire précurseur : la probabilité de ce phénoméne devrait
augmenter avec le nombre d’électrons dans 1’ion précurseur, et donc étre plus grande pour la triple
hélice que pour le peptide isolé. Trés récemment, en juin 2021, nous avons obtenu le spectre de
I’hexamére [((PPG)10)s+9H]®" aprés collision avec des ions carbones (**C** & 0,8 MeV/u), et on peut
constater qu’il ressemble au spectre de photoabsorption a 288 ¢V dans la Figure 50. Il est important de
noter que le détecteur d’ions et donc la tension de post-accélération étaient différents : 5 kV pour les
carbones et 9 kV pour les photons, ce qui peut expliquer la petite baisse d’intensité relative du pic
attribué au monomeére 2+ dans le spectre des carbones. Cependant, on remarque 1’absence du pic
attribué a I’ionisation non-dissociative et/ou au trimére 5+, et la plus grande abondance de certains
fragments de faible masse, ce qui laisse penser que 1’énergie vibrationnelle déposée par 1’ion carbone
est encore plus élevée que dans le cas de la triple hélice. En effet, il est peu probable que les
différences de charge et d’énergie cinétique de 1’ion carbone jouent un rdle ici, au vu des résultats
précédents obtenus par le groupe de L. Tribedi sur I’irradiation de nucléobases de I’ADN par des ions
carbones dans les états de charge 4+, 5+ et 6+ dans la méme gamme d’énergie cinétique.’® Cela va
dans le sens de notre hypothese, mais pour aller plus loin, il serait intéressant de mesurer le hombre
d’électrons émis par collision en fonction du systéme moléculaire. En effet, a cette énergie cinétique,
un électron est émis chaque fois que ’ion interagit avec un électron du systéme, donc ce nombre
devrait augmenter avec la taille du systeme. Cependant, ce sont des expériences délicates a mettre en
place, car pour I’instant, détecter les électrons émis de molécules irradiées n’a été possible qu’avec des
faisceaux croisés, jamais pour des ions moléculaires dans des piéges RF. La raison principale est la
trajectoire erratique des électrons due au champ électrique du piége, compliquant énormément leur
détection.
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Figure 49 : spectres de masse apres absorption d’un photon X et irradiation par un faisceau d’ions carbone du peptide
isolé [(POG);o+3H]** (4 gauche) et de la triple hélice [((PPG)q0)s+7H]™" (a droite).
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Figure 50 : spectres de masse de I’hexamére [((PPG);0)s+9H]°" aprés collision avec un ion carbone ou absorption d’un
photon X. M et T désignent le monomeére et trimére du peptide (PPG) g, respectivement, et NDI I’ionisation non-
dissociative.

Nous avons donc vu que [lirradiation des agrégats des peptides (PPG)y, et (POG)y,, mene
systématiquement aux fragments b3, et y3,, issus de la rupture des liaisons peptidiques Glycine-
Proline, quelle que soit la taille de I’agrégat ou la nature du rayonnement ionisant (photon ou ion
carbone), pourvu que la fragmentation soit présente. Ce site préférentiel de rupture se retrouve aussi en
solution, il est donc possible que ce soit une propriété intrinséque du collagéne sous irradiation, et que
les peptides PPG soient formés lors d’une radiothérapie ou hadronthérapie. Dans un projet en cours,
nos collegues radiobiologistes du laboratoire vont mesurer la toxicité cellulaire de ces peptides : en
effet, il se peut qu’ils constituent pour les cellules des facteurs de stress indirect radio-induits, ce qui
serait une explication de certains effets secondaires de la radiothérapie, comme 1’arthrose.

III) Perspectives

Ces derniéres années, notamment dans le cadre de la thése de M. Abdelmouleh,**! nous avons continué

nos études sur les complexes non-covalents sous irradiation, notamment ceux impliquant la
vancomycine, un antibiotique de dernier recours contre des infections dues aux bactéries Gram-
positives. En plus d’étre d’intérét pharmaceutique, le complexe de la vancomycine avec son récepteur
est un modéle de la reconnaissance moléculaire spécifique, un phénomene crucial en biologie. Nous
avons ainsi montré que la fragmentation du complexe déprotoné aprés détachement d’électron était
radicalement différente de celle du complexe protoné aprés ionisation.'® En particulier, le complexe
déprotoné, qui conserve sa structure native en phase gazeuse, peut garder ses liaisons non-covalentes
aprés détachement d’¢électron. Ces travaux ont aussi abouti & une découverte inattendue : le spectre de
masse de la vancomycine apreés photoabsorption X comporte une série de pics attribués a des
fragments provenant de groupements issus des modifications post-traductionnelles (MPT) subies par
la vancomycine lors de sa synthese. Ces modifications sont essentielles au fonctionnement des
protéines ; elles consistent & ajouter ou enlever des groupements chimiques ou des liaisons covalentes.
Un exemple dont j’ai déja parlé dans ce chapitre est I’hydroxylation de la proline dans le collagéne.
Les MPT de la vancomycine sont particulierement complexes, et ce type de MPT est délicat a détecter
et quantifier dans les protéines. Cette série de pics dans le spectre de la vancomycine constitue une
signature spectrale des MPT complexes, car elle est présente et quasiment inchangée quels que soient
I’énergie du photon X dans la gamme 100 — 531.5 eV ou I’environnement moléculaire de la
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vancomycine. Par conséquent, la photoabsorption X pourrait devenir un outil de caractérisation des
MPT complexes des protéines.**® Nous nous intéressons aussi & un autre antibiotique, la rifamycine, et
avons récemment mis en évidence un phénomene inédit de transfert de sodium intramoléculaire photo-
induit.'™ Ce processus pourrait constituer un nouveau type d’endommagement radio-induit,
notamment en ce qui concerne les enzymes Na'/K® - ATPase, qui servent de canal ionique
transmembranaires, et dont le fonctionnement serait sans doute perturbé par un transfert de sodium.**’

Plus récemment, nous avons commencé a nous intéresser a l’irradiation de I’ADN par des
rayonnements ionisants, car c¢’est un point crucial en radiothérapie. En effet, pour expliquer I’efficacité
de cette technique, on invoque généralement un mécanisme qui implique la fragmentation d’un ou
deux brins d’ADN composant les chromosomes des cellules cancéreuses, ces cassures simple ou
double brins provoquant la mort cellulaire. La probabilité de cette derniére augmente lorsque des ions
comme des protons ou des carbones sont utilisés a la méme dose que les rayons X, la raison avancée
étant ’augmentation de la densité d’ionisation et donc des cassures double brins, ce qui rend plus
difficile le travail de réparation de I’ADN par la cellule.’®®**® Un grand nombre d’études ont été
menées en phase condensée, notamment par le groupe d’E. Sage,™ mais les effets directs et indirects
ne peuvent étre totalement découplés, ¢’est pourquoi nous nous concentrons sur 1’irradiation d’ADN
en phase gazeuse. Dans une publication récente,'® en collaboration avec le groupe de T. Schlathélter,
nous avons étudié la photoionisation d’oligonucléotides et de quadruplexes de guanine (une structure
géométrique particuliere typique des téloméres) apres absorption d’un photon VUV, et montré que la
charge positive créée migre vers les sites riches en guanine avant que 1’ion ne fragmente, donc
probablement a I’échelle de la picoseconde. Pour le confirmer, nous travaillons a la réalisation de
mesures pompe-sonde au moyen de lasers a électrons libres (voir le chapitre suivant). Nous sommes
¢galement en train d’explorer, dans le cadre de la thése de Min Liu, les effets des rayonnements
ionisants sur la double hélice de I’ADN : nous avons trés récemment mené une série d’expériences sur
la ligne IRRSUD du GANIL, ou nous avons obtenu des données sur I’irradiation par des ions
carbones.

Une autre perspective de ces recherches est le développement d’un montage expérimental au
laboratoire, dans lequel des ions biomoléculaires sont produits par une source électrospray, accumulés
dans un piege de Paul, extraits et guidés jusqu’a une zone d’interaction, ou ils croisent a 90° un
faisceau d’ions monochargés a quelques keV d’énergie cinétique issu d’une source ECR.* Ce type de
configuration est trés intéressant car il permet de mesurer la position des fragments moléculaires issus
de I’interaction grace a des détecteurs a lignes a retard, et donc en principe d’avoir des informations
sur leur vecteur vitesse et leur état électronique avant séparation (voir le Chapitre 1). Par contre, le
taux de comptage est trés bas (de I’ordre de 4 Hz), et le signal est pollué par les ions fragments positifs
formés aprés CID des ions moléculaires ou ionisation du gaz résiduel. Une approche que nous
explorons actuellement consiste a étudier des ions moléculaires négatifs : la section efficace de capture
d’électron est plus grande et les pollutions devraient étre bien moins intenses. Par contre, le courant
d’ions fourni par la source électrospray est bien plus faible, mais cela devrait pouvoir étre compensé
par une durée d’injection dans le piége plus grande.
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Chapitre 6 : Conclusion

Tout au long de ce manuscrit, nous avons vu que 1’on peut obtenir des informations sur les processus
intrinseques radio-induits dans des systémes moléculaires d’intérét biologique, grace a 1’analyse du
rapport m/z des espéces moléculaires ioniques formées par I’interaction avec des rayonnements
ionisants tels que des photons, des électrons ou des ions. De plus, les techniques de spectrométrie de
masse permettent de sélectionner un seul ion précurseur avant de I’irradier, et ainsi controler 1’état de
charge de I’ion moléculaire cible, mais aussi, le cas échéant, le nombre de molécules neutres
environnant celui-ci. Si ces techniques ont permis un développement considérable du domaine, elles
ont des limitations : par exemple, les especes neutres issues de la collision sont trés rarement détectées,
car cela nécessite de les accélérer suffisamment pour qu’elles produisent un signal sur des galettes a
micro-canaux par exemple, et de les séparer des ions, comme dans le montage Arc-en-ciel développé
au laboratoire des collisions atomiques et moléculaires d’Orsay (aujourd’hui faisant partie de I’ ISMO),
qui a été utilisé notamment pour I’analyse de la photofragmentation UV d’acides aminés et de peptides
protonés.®*** Toutefois, lorsque I’ion précurseur est multichargé, I’irradiation créé souvent des
fragments complémentaires chargés qui peuvent étre détectés.

Une autre limite de la seule détection du rapport m/z des ions formés par la collision est I’impossibilité
de savoir si une liaison covalente a été brisée dans le cas ol les fragments restent liés de maniére non-
covalente... Ce phénoméne a notamment été observé pour des protéines aprés capture d’électron, et a
été attribué aux barriéres d’énergie trés basses pour la fragmentation de radicaux.'® Comme 1’éjection
d’électrons peut aussi créer des radicaux, il serait intéressant d’explorer cette possibilité, par exemple
en sélectionnant un produit ionique donné apres irradiation d’un ion moléculaire (par exemple en
I’isolant dans un pi¢ge a ions RF), puis en le soumettant a des collisions de basse énergie avec un gaz
inerte, comme je 1’ai fait pour les tripeptides protonés (voir le Chapitre 4). L’augmentation de
I’énergie vibrationnelle devrait alors rompre les liaisons non-covalentes et séparer les fragments
préalablement créés par le rayonnement ionisant. Cette méthode pourrait également servir dans le cas
de systémes hautement nanosolvatés, pour lesquels la fragmentation n’est pas toujours visible étant
donné le grand nombre de degrés de liberté du systeme dans lesquels 1’énergie vibrationnelle en excés
peut étre redistribuée. De méme, avec le rapport m/z seul, il est impossible de savoir si des liaisons
covalentes ont été créées dans le systeme (« cross-linking »), notamment apres ionisation non-
dissociative. Une solution pourrait étre de partir d’un complexe non-covalent tel que la triple hélice du
collagéne (voir le Chapitre 5), de sélectionner le complexe ionisé intact, et de le soumettre a des
collisions de basse énergie avec un gaz inerte. Si des liaisons covalentes intermoléculaires sont
présentes, le spectre de masse devrait étre radicalement différent du cas ou seules des liaisons non-
covalentes relient les molécules (voir la Figure 37). Aucune étude n’a pour I’instant mis en évidence
ce phénomene de cross-linking en phase gazeuse, ce qui serait un moyen d’évaluer I’influence du
solvant sur ce phénomeéne.

Une autre limite de la spectrométrie de masse comme méthode unique d’analyse des processus radio-
induits est ’absence d’information sur la structure géométrique du systeme. Or cette structure est
intimement liée a la fonction biologique de la plupart des biomolécules. Nous avons vu au Chapitre 5
que la spectrométrie de mobilité ionique permet de sonder cette structure, ¢’est pourquoi un de mes
projets actuels est de I’utiliser pour analyser les changements de conformation radio-induits: j’en
parlerai plus en détail dans le chapitre suivant. J’exposerai également une autre direction de
recherche : la mesure de durées typiques des processus radio-induits dans des biomolécules
sélectionnées en m/z dans un piége a ions.
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Chapitre 7 : De nouvelles observables grace a de nouveaux outils
expérimentaux

Dans les chapitres précédents, j’ai présenté certains de mes travaux visant plus de pertinence
biologique dans I’étude des processus radio-induits dans des systémes moléculaires en phase gazeuse.
J’ai notamment parlé des efforts faits pour ¢tudier des systémes comme les protéines et I’ADN, grace
aux sources électrospray, aux piéges a ions et aux techniques de spectrométrie de masse et de mobilité
ionique. A présent, je vais présenter deux projets qui ont pour but d’aller vers 1’observation de
nouvelles grandeurs physiques sur ces mémes systémes, grace a ces techniques.

I) Mesure résolue en temps de processus radio-induits : expériences
pompe-sonde couplant XFEL et piége a ions

Dans ce manuscrit, je n’ai présenté que trés peu de mesures qui comportent des informations sur les
durées typiques des processus radio-induits dans les systémes moléculaires d’intérét biologique isolés.
Comme les rayonnements ionisants induisent généralement une émission d’électron et donc la création
d’une charge positive dans le systéme, il est naturel de s’intéresser a la vitesse a laquelle cette charge
bouge aprés I’ionisation. De plus, la spectrométrie de masse permet d’associer une durée de transfert
de charge avec une voie de fragmentation, ce qui est impossible en phase condensée. De telles
expériences ont été réalisées relativement récemment grace au couplage entre lasers femtosecondes et
spectrométrie de masse, et via la méthode pompe/sonde. Le principe général de cette méthode est le
suivant : une premiére impulsion laser excite le systéme a un instant t,, et une seconde impulsion
envoyée a I’instant t, + At sonde sa désexcitation. En faisant varier At et en mesurant une grandeur
sensible a I’excitation (par exemple l’intensité d’un fragment donné), on peut mesurer le temps
caractéristique du processus de désexcitation. Le groupe de J. Greenwood, avec qui j’ai collaboré sur
I’irradiation de nucléosides par un faisceau de protons (voir la partie 11) du Chapitre 2), ont utilisé cette
méthode pour faire des mesures résolues en temps sur des briques élémentaires des molécules d’intérét
biologique, notamment sur des nucléobases de I’ADN/ARN et des nucléosides neutres, mises en phase
gazeuse par une source a désorption laser.*’® Dans ce cas, I’impulsion pompe a une durée de 2 fs et
s’étale en énergie sur la gamme 17 — 40 eV, et provient d’un laser Ti-Sa focalisé dans un jet d’argon.
Cette impulsion provoque I’ionisation de la molécule, qui peut ensuite fragmenter, et les ions créés
sont analysés par un spectromeétre de masse a temps de vol. Aprés un certain délai, une impulsion
sonde est envoyée : elle provient du laser Ti-Sa (longueur d’onde moyenne : 750 nm, durée : 4 fs). La
Figure 51 montre que le spectre de masse dépend alors du délai entre les impulsions pompe et sonde,
ce qui a été interprété comme I’existence de processus de désexcitation ultra-rapide (de 1’ordre de 100
fs au maximum) des états excités de 1I’ion moléculaire créés par I’impulsion pompe. Des processus
encore plus brefs (délocalisation électronique) ont été mis en évidence dans des acides aminés grace a
des impulsions laser attosecondes.’®***® Celles-ci ont d’ailleurs, ces derniéres années, donné naissance
a un nouveau domaine de recherche appelé « Science attoseconde », au vu des avancées considérables
dans la compréhension des processus physiques et chimiques élémentaires se produisant
immédiatement aprés excitation de la matiére." Ces résultats montrent que cette méthode permet
d’accéder a des informations temporelles relatives a 1’ionisation d’un systéme moléculaire. Cependant,
les méthodes thermiques de mise en phase gazeuse ne permettent pas d’étudier des systémes tels que
les peptides, protéines ou brins d’ADN (voir le Chapitre 1), il faut donc utiliser une source « douce »
telle que 1’électrospray, dont j’ai largement parlé dans les chapitres précédents. Par contre, la densité
de molécules est bien plus basse, une solution est alors par exemple d’utiliser un piége a ions pour
obtenir un signal li¢ & ’interaction avec le rayonnement ionisant, comme je 1’ai montré¢ dans le
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Chapitre 5. Grace a ces techniques, le groupe de T. Schalthélter a publié en 2014 I’étude d’un peptide
protoné par la méthode pompe-sonde avec un laser femtoseconde.”® Ils ont détecté une variation de
I’abondance de tous les ions en fonction du délai pompe-sonde, ce qui constitue une preuve de la
faisabilité de I’expérience. La prochaine étape est alors d’utiliser la haute énergie de photon, la
structure temporelle particuliére et la puissance des lasers a électrons libres pour sonder
temporellement les processus radio-induits dans les systémes moléculaires d’intérét biologique :
plusieurs difficultés techniques doivent étre surmontées, notamment 1’alignement des deux faisceaux
laser de 50 um de diamétre au centre du piége, et la détermination de I’instant t = 0 ou les deux
impulsions sont superposées temporellement. Pour cette derniére, une méthode est de détecter le
maximum du signal de photoionisation de I’hélium injecté dans le piege : d’abord, une impulsion
pompe VUV a 24 eV excite I’atome He dans un état de Rydberg, puis il est ionisé par une impulsion
sonde IR a 1,5 eV. En collaboration avec le groupe de T. Schalthélter, et dans le cadre du GDR XFEL
du CNRS, nous avons mené une premiere expérience au XFEL FLASH (centre DESY, Hambourg) en
2020 sur un complexe non-covalent composé d’oligonucléotides d’ADN et détecté une variation d’un
fragment du spectre de masse en fonction du délai entre la pompe (une impulsion VUV de 24 eV et
100 fs) et la sonde (une impulsion IR de 800 nm et 100 fs). Le temps caractéristique est de 1’ordre de
0,5 ns, ce qui peut correspondre & une fragmentation rapide, mais probablement dans 1’état
fondamental électronique du systéme. Ce résultat préliminaire est encourageant, et nous allons
poursuivre nos efforts dans ce sens.
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Figure 51 : abondance relative de fragments ioniques créés par I’irradiation de la thymidine par deux impulsions
laser femtosecondes, en fonction du délai entre ces deux impulsions. La masse et la composition des ions sont
indiquées. Figure extraite de la référence®.

II) Dénaturation radio-induite de brins d’ADN et protéines :
expériences couplant la spectrométrie de mobilité ionique et les
rayonnements ionisants

La structure géométrique des systémes moléculaires biologiques est intimement liée & leur fonction
dans I’organisme. Par exemple, la triple hélice du collagéne (dont j’ai largement parlé au Chapitre 5)
est a la base des propriétés mécaniques essentielles de tissus tels que la peau, les os, les ongles ou
encore le cartilage. De plus, les structures complémentaires d’un antibiotique et son récepteur sont
responsables de leur reconnaissance moléculaire spécifique et donc de I’efficacité et du ciblage de ces
médicaments. Enfin, I’information génétique est conservée et transmise grice a la structure en double
hélice de I’ADN, mais ses mutations peuvent engendrer des maladies graves. Par conséquent, il est
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crucial d’étudier la stabilité de ces structures sous 1’influence de facteurs de perturbation extérieurs tels
que les changements de température ou d’environnement chimique, ou encore les rayonnements
ionisants. La dénaturation de certaines protéines ou de la double hélice de I’ADN aprés chauffage,
c’est-a-dire la perte de leur activité due a un changement structural, en est un exemple connu. Par
contre, les effets moléculaires structuraux de I’irradiation par des rayonnements ionisants ont été
beaucoup moins étudiés, malgré leur importance fondamentale et leur implication potentielle dans les
mécanismes sous-jacents en radio- et hadronthérapie. La plupart des travaux visant a obtenir les
propriétés intrinséques de ces systémes biologiques se sont en effet concentrés sur I’étude de
I’ionisation et la fragmentation, notamment grace a I’utilisation de techniques expérimentales de
spectrométrie de masse (voir le Chapitre 5). Cependant, la spectrométrie de masse seule ne permet pas
de détecter les changements de structure géométrique pour des systemes moléculaires en phase
gazeuse. Un moyen de remédier a cela serait d’utiliser la spectrométrie de mobilité ionique, une
technique dont j’ai parlé au O et au Chapitre 5. Il serait alors possible de poursuivre ces travaux en
étudiant la structure des protéines, en commengant par le collagene, que nous connaissons bien, puis
en s’intéressant a d’autres protéines dont la structure est connue en phase gazeuse comme le
cytochrome C ou I’ubiquitine mais dont les effets structuraux des radiations ionisantes sont encore a
explorer.***?*" |_e montage expérimental dédié a ces études pourrait s’inspirer de celui développé par
le groupe de P. Dugourd, schématisé dans la Figure 33, et que nous avons utilisé pour sonder la
structure et la stabilité de peptides modeles du collagéne (voir la partie 1) du Chapitre 5). Par contre, il
faudrait insérer un piége de Paul entre les tubes de mobilité pour permettre ’irradiation des ions
moléculaires, et prévoir des multi-pbles pour guider les ions dans les deux chambres a vide nécessaires
au pompage différentiel entre tubes de mobilité et piége de Paul. Il est important que ce montage soit
suffisamment compact pour étre transporté dans différentes grandes installations telles que les
accélérateurs d’ions (GANIL a Caen), les synchrotrons (BESSY2 a Berlin, SOLEIL a St Aubin,
PETRA3 a Hambourg...) ou les lasers a ¢électrons libres (FLASH ou EuUXFEL a Hambourg), et ainsi
comparer les effets de la nature et de 1’énergie du rayonnement ionisant. Un autre intérét des nouvelles
expériences réside dans la potentielle existence d’une signature de dépliement des biomolécules, telle
que celle produite par I’activation aprés collision avec du gaz inerte.’®® En chimie analytique, cette
signature permet d’identifier des structures particuliéres de protéines ou d’ADN. Les rayonnements
ionisants pourraient étendre les possibilités de cette technique, puisque I’on a vu par exemple pour la
triple hélice du collagéne que ceux-ci permettent de déposer plus d’énergie interne dans le systéme par
rapport aux collisions de basse énergie, et d’ouvrir de nouvelles voies de fragmentation. Aprés
I’identification et la quantification des modifications post-traductionnelles des protéines par
photoabsorption X (voir le Chapitre 5), cela confirme le potentiel de nos recherches en chimie
analytique pour la biologie.
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