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Liste des principales abreéviations

AcNHa4 : Acétate d'ammonium

ADC : Analog-to-digital convertor

ADN : Acide désoxyribonucléique

Apo : Protéine non liée (sans ligand)

ARN : Acide ribonucléique

ATP : Adénosine triphosphate

CCS : Collision Cross Section

CID : Collision-Induced Dissociation

Csl : lodure de Césium

DMSO : DiMethylSulfOxide

DTT: DiThioThréitol

EDTA : Ethylene diamine tetra-acétique

EHSS : Exact Hard Sphere Scattering

ESI : lonisation électrospray

FWHM ou Hy,, : largeur des pics a mi-hauteur (Full
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H,0, . Peroxide d’hydrogéne

HEPES : Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane
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IAA : lodoAcétAmide

IMS : Spectrométrie de mobilité ionique

IM-MS : Couplage mobilité ionique-spectrométrie de
masse

MAP : Methionine AminoPeptidase

MCP : Multichannel plate

MS : Spectrométrie de masse

MS/MS : Spectrométrie de masse en tandem

NEM : N-EthylMaleimide

NME : N-terminale Methionine Excision

PA : Projection approximation

PDF1B : PeptideDeformylase 1B
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PTM : PostTranslationalModification

Q : Quadripdle
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L’ensemble des processus cellulaires de notre organisme fait intervenir de nombreux complexes
multiprotéiques. Ces derniers agissent de concert grace a 1’existence d’interactions non-covalentes,
dont la force et la durée varient au cours du temps >. Par conséquent, la compréhension de ces
interactions et de leurs dynamiques d’assemblage permettrait de mieux comprendre ces processus et
ainsi d’apporter des informations essentielles pour la santé humaine.

Parmi les différentes techniques analytiques permettant d’étudier des systemes
macromoléculaires complexes et dynamiques, la spectrométrie de masse (MS) occupe une place
prépondérante grace aux développements de techniques d’ionisation douce telles que 1’électrospray 2
L’approche protéomique permet d’identifier les protéines et de les caractériser finement grace a
I’étude de leur structure primaire. Depuis 1’apparition des approches d’échange
hydrogéne/deutérium, la MS permet également d’aborder I’étude des zones en interaction au sein des
biomolécules. En parallele, I’approche MS supramoléculaire permet d’étudier les interactions non-
covalentes entre les protéines. L’évolution de cette approche, développée au début des années
1990 > est étroitement liée aux développements instrumentaux réalisés ces derniéres années. Elle a
été largement développée au sein de notre laboratoire et est actuellement en plein essor, tant dans
I’industrie pharmaceutique ®> que dans le milieu académique ®. Cette technique robuste offre de
nombreuses applications telles que 1’étude d’états d’oligomérisation de protéines, 1’é¢tude de
steechiométries, d’affinités et de spécificités d’interactions, ou encore I’étude de réseaux

8 En 2006, le développement du

d’interactions par reconstitution progressive de complexes
couplage mobilité ionique-spectrométrie de masse (IM-MS) a permis d’obtenir des informations sur
la conformation des biomolécules et de leurs complexes associés. Des travaux préliminaires réalisés
au laboratoire ont permis de suivre des changements conformationnels induits par la fixation de
petites molécules sur des complexes multiprotéiques de hauts poids moléculaires (100-300 kDa) °.
Toutefois, de nombreux développements méthodologiques sont encore nécessaires pour amener cette
technologie vers une utilisation plus adaptée en biologie. En effet, le succes actuel de cette technique
dépend en grande partie des optimisations, mais aussi des développements instrumentaux, réalisés
ces derniéres annees.

Dans ce contexte, 1’objectif de ce travail de thése est de contribuer au développement des
approches MS et IM-MS supramoléculaires pour la caractérisation de complexes non-covalents sur

des instruments de différentes génerations (Synapt G1 et G2 HDMS, Waters). Plus particulierement,
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il s’agit de développer des stratégies d’analyse et d’optimisation instrumentales et de les mettre en
application dans différentes problématiques biologiques, allant de la caractérisation de complexes
protéine/ligands jusqu’a la caractérisation de complexes de hauts et de trés hauts poids moléculaires,
composés de partenaires de natures différentes. Ces développements methodologiques ont ensuite été
appliqués a la caractérisation de changements conformationnels subtils ou a I’étude de complexes de

tres hauts poids moléculaires par IM-MS.

= La premiere partie a pour but de replacer ce travail de these dans le contexte actuel des
connaissances et des compétences acquises en MS et IM-MS supramoléculaires grace a une étude
bibliographique.

= La deuxiéme partie est consacrée aux optimisations expérimentales et instrumentales pour
I’analyse par MS et IM-MS supramoléculaires de complexes en biologie. Nous détaillerons au cours
de cette partie I’'une des étapes clés des analyses MS qu’est la préparation des échantillons. Puis nous
aborderons les différentes optimisations instrumentales en MS et IM-MS, sur un instrument de
nouvelle génération : le Synapt HDMS G2. Enfin, nous présenterons les informations déduites des
analyses MS et IM-MS et plus particuliérement 1’apport du couplage IM-MS pour la séparation de
mélanges complexes.

= La troisitme partie se rapporte a ’analyse par MS et IM-MS en conditions natives de
complexes protéine/ligands. Divers exemples portant sur I’étude de complexes protéine/métaux,
protéine/acides nucléiques et protéine/petites molécules seront abordés dans cette partie. Ils
permettront de montrer I’apport des techniques MS et IM-MS pour le suivi de la dynamique de
formation de complexes et pour la caractérisation fine de changements conformationnels trés faibles
notamment dans le contexte d’études de criblage de ligands.

= La quatrieme partie de ce travail est finalement consacrée aux développements
méthodologiques en MS et IM-MS supramoléculaires pour I’analyse de complexes de hauts et trés
hauts poids moléculaires. Les différents développements méthodologiques et instrumentaux
nécessaires a ces analyses seront développés au travers de différents exemples d’application tels que

la protéine chaperone GroEl (800 kDa) ou les ribosomes (2.3 Millions de Daltons).
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Chapitre 1 : L’analyse de complexes supramoléculaires en biologie

Chapitre 2 : La MS, une technique centrale pour I'étude des complexes de

biomolécules
Chapitre 3 : Théorie et instrumentation en MS supramoléculaire

Chapitre 4 : Théorie et instrumentation en IM-MS
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Chapitre 1 : L’analyse de complexes
supramoléculaires en biologie

Ce premier chapitre a pour but de rappeler I’importance des différentes interactions et liaisons
qui existent en biologie ainsi que les principales méthodes biochimiques et biophysiques
actuellement disponibles pour les mettre évidence.

1 L’'importance des liaisons et interactions en biologie

Au cours de la vie, la plupart de nos cellules vont se diviser, se différencier, puis entrer en
sénescence. D’autres adhéreront ou encore migreront au sein de notre organisme. Toutes ces
fonctions essentielles sont coordonnées grace a la présence de facteurs extra- et intracellulaires
auxquels la cellule est capable de répondre °. Les interactions permettant la reconnaissance et
I’assemblage de différents partenaires (protéines, oligonucléotides, ligands naturels, métaux ou
peptides) sont des interactions non-covalentes de faibles énergies. Elles jouent notamment un role
essentiel dans le maintien de la structure tridimensionnelle des biomolécules, souvent a 1’origine de
leur activité cellulaire . Les interactions non-covalentes sont dites faibles par opposition aux
liaisons covalentes dites fortes. En effet, contrairement aux liaisons covalentes ou les atomes
partagent un ou plusieurs électrons, les liaisons faibles non-covalentes résultent de forces d’attraction

et de répulsion, n’impliquant pas de partage d’électrons entre les atomes impliqués dans 1’interaction.

1.1 Liaisons covalentes

Ces liaisons de I’ordre de quelques centaines de kJ.mol™ permettent le maintien de la structure
primaire des proteines. En effet, les différents acides aminés constituants les protéines sont liées par
des liaisons amides entre les groupements a—COOH et o—NH2 de deux acides aminés.

D’autres liaisons covalentes peuvent se former au niveau des acides aminés. C’est notamment le
cas des liaisons disulfures qui se forment entre deux groupements thiols de cystéines oxydées. Ces
liaisons peuvent se former entre des cystéines d’une méme protéine et jouent un rdle structural en
guidant le repliement de la chaine polypeptidique (structure secondaire des protéines) ou entre
protéines, conduisant & la formation d’un complexe covalent 12 En fonction de I’environnement de
certaines protéines, les cystéines peuvent se trouver sous forme oxydées ou réduites. Cette alternance

peut alors avoir un role dans I’activité de ces protéines * 1,



Partie 1 : Introduction Bibliographique

1.2 Liaisons non-covalentes

Les liaisons non-covalentes sont des liaisons dont 1’énergie est comprise entre 0 et 40 kJ.mol™
qui jouent un réle important dans la formation des structures secondaires, tertiaires et quaternaires

des protéines. Elles sont de natures tres diverses (Figure 1) et différent notamment en terme de forces

d’interactions.
Liaisons Liaisons Liaisons Liaisons Interactions
covalentes électrostatiques hydrogénes Van der Waals hydrophobes
H 4] 6 4]
| ® © M-S =
—N—C — |—NH3 o00C— N—H--0=C =
O/

Figure 1: Présentation des différentes interactions covalentes et non-covalentes rencontrées en biologie.
a. Interactions de type électrostatiques (ou ioniques)

Ces liaisons résultent de I’attraction forte qui existe entre deux charges ponctuelles de signes
opposés. Ces interactions sont fonction de la distance interatomique et de la permittivité du milieu.
Ainsi, plus la distance entre les atomes est importante, plus les interactions seront faibles. La distance
optimale pour des interactions électrostatiques est de I’ordre de 3 A. Ces interactions faibles en

milieu aqueux deviennent aussi fortes que des liaisons covalentes dans le vide .

b. Les liaisons hydrogenes

Les liaisons hydrogénes résultent de 1’interaction entre un atome fortement électronégatif (O, N,
S et F), portant au moins un doublet non liant, et un atome d’hydrogéne li¢ a un atome fortement
¢lectronégatif. Ces liaisons orientées sont d’autant plus fortes que le donneur et 1’accepteur
d’hydrogene sont alignés. Elles permettent de stabiliser la structure secondaire des protéines telle que

les hélices a ou encore de stabiliser les doubles brins d’ADN.

c. Interaction de type Van der Waals

Les interactions de type Van der Waals sont le résultat d’interactions entre des dip0les
permanents ou induits. Elles sont classées en 3 catégories en fonction de la nature des dipdles .

- Les interactions de Keesom (interaction entre dip6les permanents) interviennent entre des
molécules polaires et sont d’autant plus fortes que le moment dipolaire des molécules est
élevé.

- Les interactions de Debye (interaction entre un dip6le et un dipdle induit) apparaissent

lorsqu’une molécule polaire provoque la polarisation du nuage électronique d’une

6
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moléculaire apolaire. Ces interactions sont d’autant plus fortes que le moment dipolaire de
I’espece polaire est grand et que la polarisabilité de I’espece apolaire est grande.

- Les interactions de London (interaction entre dip6les induits) interviennent entre des
molécules apolaires. La dissymétrie du nuage ¢€lectronique de 1’une des molécules provoque
la déformation du nuage électronique de 1’autre molécule. Ces interactions entre deux
espéces apolaires sont d’autant plus fortes que les espéces considérées sont polarisables.

Les interactions de type Van der Waals sont des forces attractives, non spécifiques qui existent
méme en absence de charges. Ces interactions sont faibles, prises individuellement, mais de par leur
nombre, leur contribution est non négligeable en phase gazeuse. Ainsi, ce type de liaisons peut jouer

un role important dans la stabilité et le repliement des protéines.

d. Interactions de type hydrophobe

Les interactions hydrophobes correspondent a 1’agrégation des molécules non polaires en milieu
aqueux. Ces liaisons non spécifiques permettent le repliement des protéines sous forme d’oligoméres
et participent a la formation des bicouches lipidiques au niveau des membranes. La force de ces

interactions diminue considérablement lors du passage dans le vide du fait de I’absence de solvant.

e. Interactions totales d’attraction et de répulsion (liaisons de coordinations)

Ces interactions s’établissent entre une base de Lewis, donnant un électron, et un acide de Lewis
accepteur d’¢lectrons. Ces interactions sont souvent rencontrées lors des interactions entre une
protéine et un cation métallique accepteur d’électrons. Ces interactions sont relativement fortes et

varient de quelques kJ.mol™ & quelques centaines de kJ.mol™.

2 Les principales méthodes biochimiques et biophysiques utilisées lors de I'étude de

complexes biologiques

Les liaisons non-covalentes jouent un réle trés important d’un point de vue structural, mais aussi
fonctionnel au sein des complexes protéiques. Bien que ces complexes puissent étre détectés au sein
d’une cellule, les relations qui existent entre les différents partenaires d’un complexe sont peu
connues. En effet, il est difficile d’obtenir des informations sur ces complexes qui évoluent de
maniére dynamique dans le temps et dans 1’espace, tant au niveau de leur organisation que de leur
composition *°. De plus, ces complexes peuvent avoir des fonctions diverses et étre régulés par des
liaisons avec différents partenaires telles que des petites molécules '/, des ions métalliques ® ou
encore par des modifications post-traductionnelles (PTM) °.

Dans un premier temps, un certain nombre de techniques biochimiques peuvent étre utilisees

pour identifier les partenaires d’un complexe puis les séparer. Les différents partenaires peuvent

7
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notamment étre identifiés par co-immunoprécipitation puis étre separés en fonction de leur taille, par
filtration sur gel ou centrifugation ; en fonction de leur charge, grace a des colonnes échangeuses
d’ions ; ou en fonction de leur affinité pour des ligands notamment par chromatographie d’affinité.
Afin d’obtenir des informations plus précises, plusieurs techniques biophysiques, qui différent
en fonction de leur résolution, de la taille des protéines étudiées et des temps d’analyse, peuvent
ensuite étre mises en ceuvre pour étudier les interactions qui existent au sein de ces complexes

biologiques.

2.1 Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire repose sur la capacité d’un échantillon a absorber différemment la
lumiere polarisée circulaire droite et gauche. Le spectre dichroique obtenu correspond a la différence
d’absorbance entre ces deux types de lumiére, pour chaque longueur d’onde.

Dans le cas des protéines, les signaux dichroiques dans I’'UV lointain (gamme 180-260 nm, zone
d’absorption de la liaison peptidique) permettent d’obtenir des informations sur leurs structures
secondaires (hélices a et feuillets B); ceux obtenus dans I’UV proche (250-330 nm, zone
d’absorption des acides aminés aromatiques) fournissent des informations sur I’environnement de ses
acides aminés aromatiques. Cette technique permet d’estimer la quantité de différentes
conformations présentes en solution, d’étudier I’effet de 1I’environnement (pH, température, effet de

ligands, etc..) sur la structure d’une molécule.

2.2 Résonance plasmonique de surface (SPR)

La résonance plasmonique de surface (Surface Plasmon Resonance- SPR) est une technique
permettant de suivre l’association et la dissociation de deux molécules en temps réel afin de
déterminer des steechiométries d’interaction et des constantes d’affinités entre deux molécules. Un
récepteur est greffé sur un biocapteur en verre, recouvert d’une fine couche de métal riche en
électrons libres, mis en contact avec un analyte ligand, circulant en flux continu a la surface du
biocapteur. L’interface métal/liquide est ensuite illuminée par une lumiére polarisee pour laquelle il
existe un angle d’incidence capable d’entrainer 1’entrée en résonance des €lectrons libres du métal.
Cet angle de résonance, qui dépend de I’indice de réfraction de I’environnement proche de I’interface
métal/liquide, conduit a une chute de lintensit¢é de 1’onde réfléchie. Par conséquent, lors
d’interactions entre le récepteur immobilisé et le ligand en solution, une variation de l'angle de
résonance, proportionnelle a la quantité d'analyte fixé sur le récepteur immobilisé, sera mise en

évidence % ? (Figure 2).
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Figure 2 : Présentation du principe de la SPR (a) et des résultats déduits de cette technique (b).

Le suivi en temps réel de 1’étape d’association (flux de ligand dilué dans le tampon d’analyse),
puis de I’étape de dissociation (flux de tampon seul) du complexe permet de déterminer a la fois des
steechiométries d’interaction, ainsi que des constantes cinétiques d’association et de dissociation.
L’ensemble de ces informations permet ensuite d’accéder a la constante d’affinité de complexes non-
covalents (Figure 2). L’une des limitations de cette technique provient du greffage de 1’un des
partenaires sur le biocapteur, ce qui peut induire des biais lors d’études d’interactions, en réduisant la

flexibilité de la molécule immobilisée ou en altérant les interactions entre le récepteur et son ligand.

2.3 Spectroscopie de fluorescence

Les méthodes spectroscopiques sont souvent utilisées pour mettre en évidence des interactions
moléculaires. Cette technique est basée sur I’excitation, par un faisceau lumineux UV ou visible, des
¢électrons d’un analyte qui passent alors d’un état fondamental a un état excité de plus haute énergie.
La spectroscopie de fluorescence mesure la quantité de lumiere émise lors du retour des électrons
excités a 1’état fondamental.

Parmi ces techniques, la technique de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) permet
de mettre en évidence I’existence d’un transfert d’énergie entre des fluorophores a proximité 1’un de
I’autre (< 10 nm). Il est alors possible de mettre en évidence des transferts de fluorescences entre
deux partenaires proches ou lors de changements conformationnels au sein d’une molécule % 2.
Enfin, cette technique permet d’étudier des interactions protéine/proteine directement au sein des
cellules vivantes %

Les techniques basées sur la fluorescence sont trés sensibles et peu consommatrices en matériel
biologique. Cependant, lorsque 1’'une des molécules étudiées ne possede pas de propriétés de
fluorescences intrinseques, une sonde fluorescente doit étre greffée, pouvant induire des biais lors

des études d’interactions.
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2.4 Microcalorimétrie

La microcalorimétrie isotherme (Isothermal Titration Calorimetry, ITC) est une technique
biophysique permettant de mesurer la formation et la dissociation de complexes moléculaires. Elle
est basée sur la mesure des échanges thermiques se produisant au cours d’une réaction de
complexation entre un ligand et un récepteur. Les quantités de chaleur mesurées au cours de la
complexation permettent d’obtenir une isotherme de liaison et de déterminer les parametres
thermodynamiques de la réaction (variations d’énergie libre (AG), d’enthalpie (AH) et d’entropie
(AS)), permettant alors le calcul de constantes d’affinité et de steechiométries d’interaction. L’ITC
permet notamment de préciser la nature des forces contribuant a la formation des complexes
(électrostatiques ou hydrophobes).

Cette technique fiable, rapide et ne nécessitant pas de marquage s’est particuliérement
développée ces dernieres années notamment avec la commercialisation de nanolTC permettant

d’utiliser de faibles quantités d’échantillons 29,26,

2.5 Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)

La diffusion des rayons X aux petits angles (Small angle X-ray scattering- SAXS) consiste a

mesurer I’intensité des rayons X diffusés par un échantillon en solution (Figure 3) 27,

(3.27 ke\/) Faisceaude
rayons X

i
Cellules contenant }

I'échantillon a analyser

Accélérateur
de particules

Détecteur
photographique CCD

f ML [ P | Traitement des
0 0.2 0.4 données
q{1iA) Profil de diffusion

Profil de diffusion des
rayons X aux petits angles

Figure 3 : Schéma du principe de la diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS). Les données de SAXS présentent I’intensité
du signal enregistrée en fonction du vecteur d’onde q (ou q = 4 sin(0)/A ou 2 6 correspond a une diffusion totale et ou A correspond a
la longueur des rayons X). D’aprés 2,

Cette technique permet de déterminer le rayon de gyration de biomolécules et d’accéder, aprés
modélisation, & des informations de basse résolution sur la structure tridimensionnelle de

biomolécules en solution 2% °.
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2.6 Microscopie cryo-électronique

Cette technique consiste a observer un échantillon conservé a basse température. Elle permet
I’examen d’un échantillon biologique non marqué, hydraté et non fixé, directement sous microscopie
¢lectronique a transmission. En pratique, une suspension aqueuse d’un échantillon est appliquée en
un film extrémement fin sur une grille puis refroidit a 1’azote liquide. La combinaison d’une centaine
d’images permet ensuite de reconstituer un modele tridimensionnel de I’échantillon étudi¢ avec une
résolution quasi atomique. Cette technique particulierement développée ces derniéres années a

notamment été utilisée lors de ’étude de ribosomes 32,

2.7 Résonance magnétique nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique basée sur l’interaction entre un
champ magnétique et des noyaux atomiques a spin non nul. Cette technique permet de déterminer la
structure tridimensionnelle de biomolécules en solution. Elle permet ainsi de déterminer les surfaces
d’un complexe qui interagissent entre elles. Longtemps limitée aux protéines ayant une masse
inférieure & 30 kDa, elle peut désormais étre utilisée pour des protéines de masses plus élevées ** %,
De plus, la RMN a récemment été mise en ceuvre pour mettre en évidence des changements

conformationnels de 1’ordre de la milliseconde *°

. Cependant, cette technique consomme des
quantités importantes de matériel biologique, de 1’ordre du milligramme par analyse et ne permet
d’analyser que des interactions avec une affinité de 1’ordre du millimolaire ou de quelques

micromolaires.

2.8 Cristallographie aux Rayons X (RX)

La cristallographie aux rayons X est la technique la plus résolutive pour étudier la structure
tridimensionnelle des biomolécules en phase gazeuse. Cette technique, basée sur la diffraction des
rayons X par un échantillon cristallisé, permet d’obtenir des informations structurales a 1’échelle
atomique. L’étude précise de la structure de ces biomolécules permet ainsi d’identifier les zones
d’interactions entre différentes molécules, mais aussi d’identifier d’éventuels sites de fixation de
ligands de synthése. La cristallographie est la technique la plus utilisée dans les étapes de « drug
design » pour sélectionner les meilleures molécules actives. Cependant, 1’obtention de cristaux et la
nécessité de disposer de quantités importantes d’échantillons restent les principales limitations de
cette technique *. Afin de faciliter le criblage de ligands d’une protéine cible, les systémes et étapes

de cristallisation ont été miniaturisés et automatisés ces derniéres années.

11
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2.9 Comparaison des techniques biophysiques utilisées pour I'étude des biomolécules

Bien que I’ensemble des techniques présentées précédemment permette d’obtenir des
informations concernant les stoechiométries et affinités d’interaction en solution, mais aussi
concernant la structure tridimensionnelle de complexes, la mise en ceuvre de ces techniques présente

quelques inconvénients tels que :

- les importantes quantités de matériel nécessaires. Les analyses par cristallographie et
RMN nécessitent notamment des quantités de protéines purifiées de I’ordre du milligramme.

- Les difficultés liées a la préparation d’échantillons. L’obtention de cristaux de haute
qualité pour les études de cristallographie reste 1’un des obstacles majeurs de cette technique.
La fixation de molécules fluorescentes sur les analytes étudiés ou I’immobilisation des
analytes sur des supports fonctionnalisés sont des obstacles a I’analyse par FRET ou SPR.

- La diversité des résolutions obtenues. Seules la cristallographie et la RMN permettent
d’obtenir des informations a 1’échelle atomique. Parmi 1’ensemble des autres techniques,
seules les techniques de dichroisme circulaire, de microscopie cryo-électronique et de
fluorescence permettent d’obtenir des informations détaillées sur la topologie des complexes
étudiés (mise en évidence de structures secondaires).

- La variation des temps d’analyse. Ils varient d’une technique a 1’autre et doivent étre pris

en compte lors de I’analyse de composés par des techniques analytiques classiques.

- La complexité des interprétations. Certaines de ces techniques nécessitent 1’utilisation de
modeles mathématiques complexes pour 1’obtention d’informations de stoechiométrie et de

constantes d’affinité.

3 Conclusion

Le fonctionnement des systémes biologiques est basé sur 1’existence de complexes protéiques
capables d’interagir entre eux. Les mécanismes d’assemblage et de reconnaissance de ces complexes
impliquent de nombreuses interactions non-covalentes. L’identification et la compréhension des liens
qui existent entre ces complexes sont actuellement un défi scientifique notamment en raison de
I’évolution constante de ces interactions au niveau cellulaire. Afin d’obtenir des informations
concernant ces interactions, plusieurs techniques analytiques ont été développées ces dernieres
années. Toutefois, ces approches directes ne permettent pas d’étudier facilement un systéme
dynamique (problémes d’hétérogénéit¢ des échantillons, de flexibilité, de polydispersité) et
nécessitent de grandes quantités d’échantillons ainsi que des complexes hautement purifiés 3" %
Les recherches ont donc évolué vers le développement de technologies hauts débits capables

d’évaluer la topologie et la structure des complexes *" telle que la spectrométrie de masse (MS).

12



Partie 1 : Introduction Bibliographique

Chapitre 2 : La MS, une technique centrale pour
I’étude des complexes de biomolécules

Les approches classiques de biologie structurale ne permettent pas de répondre a I’ensemble des
questionnements en biologie notamment en ce qui concerne la compréhension des réseaux
d’interactions qui existent au niveau cellulaire. En effet, la caractérisation structurale de complexes
multiprotéiques nécessite 1’association d’analyses permettant d’étudier des mélanges complexes,
hétérogénes et évolutifs. Dans ce contexte, les avancées récentes en terme de sensibilité, de rapidité
et de précision de mesure ont permis de placer la MS comme une technique clé dans le domaine de la
biologie structurale en apportant des informations essentielles concernant les complexes
multiprotéiques (dynamique, structure) présents au niveau physiologique. En paralléle des
développements instrumentaux, 1’intégration de nouvelles techniques analytiques et chimiques a
permis de renforcer les capacités de la MS pour la caractérisation d’échantillons hétérogenes et

I’obtention d’informations structurales.

1 L’analyse protéomique au service de la caractérisation de complexes

Différentes approches utilisant la MS ont donc été développées au cours de ces dernieres années
pour permettre 1’étude structurale des complexes protéiques supramoléculaires. Parmi ces différentes

approches, nous citerons : la technique d’échange hydrogéne-deutérium (HDX) 3¥*, les expériences

de crosslinking (CXL) **“*®, le marquage oxydatif (OFP)*"* 49,50 |

51, 52

, la protéolyse limitée a

purification par affinité °* > et la mobilité ionique (IMS) .

1.1 Identification des protéines constitutives de complexes par des approches

protéomiques

L’une des premieres étapes dans 1’étude de complexes multiprotéiques est 1’identification des
différents partenaires du complexe. Pour cela, les complexes, isolés par des techniques
chromatographiques ou électrophorétiques en conditions non-dénaturantes, sont soumis a une
séparation sur gel d’électrophorése en conditions dénaturantes afin de séparer les différentes
protéines de ces derniers. Les approches MS vont ensuite jouer un rble prépondérant dans
I’identification et la caractérisation de la structure primaire de ces protéines >, par combinaisons de
digestions enzymatiques et d’analyses MS des peptides produits (= Bottom-Up)>* ou par des

techniques de Top Down (traitement de protéines intactes) >°.
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Une nouvelle technique est actuellement en cours de développement en MS, il s’agit de la LC-
IMS-MS °°°8_ Cette technique a pour but d’augmenter le nombre de peptides identifiés au cours de
I’analyse d’un mélange complexe grace a une étape de séparation supplémentaire par mobilité
ionique. Nous verrons dans la suite de ce travail de thése que I’utilisation de I’'IMS permet de

simplifier I’interprétation des spectres MS/MS grace a la présence d’une cellule de mobilité.

1.2 L’échange hydrogeéne/deutérium (HDX)

Le couplage HDX-MS permet de déterminer quantitativement le nombre d’hydrogénes échangés
en présence d’un solvant deutéré ***® dans le but de réaliser I’analyse topologique d’une protéine au
sein d’un complexe supramoléculaire (Figure 4). En effet, les protons situés en surface ou ne
participant pas a des liaisons intermoléculaires seront rapidement échangés alors que ceux impliqués
dans une liaison s’échangeront plus lentement. Le taux d’incorporation du deutérium varie donc
selon les régions de la protéine. Cet échange realisé en conditions non-dénaturantes, doit étre arrété
par abaissement brutal du pH et de la température pour éviter les phénomeénes de ré-échange. Les
échantillons deutérés et non deutérés sont ensuite analysés par des techniques de LC-MS classiques

puis comparés afin de mettre en évidence les zones d’interactions existantes au sein d’un complexe

protéique.
Arrét brutal de la réaction ) . '
Echange H> D acidificafion 4 Protéolyse i;{ % LC-MS
s Pttt — —_—
Incubation avec D-0O Refroidissement rapide h'
Localisation des H deutérés
Protéine par mesure des rapports m/iz

Figure 4 : Principe du couplage HDX-MS. 1) les atomes d’hydrogene non engagés dans des interactions moléculaires sont échangés
avec le solvant deutéré dans lequel les protéines sont incubées. L’échange des atomes d’H par des atomes D conduit & une
augmentation de la masse des protéines au cours du temps. La probabilité qu’un atome d’H soit échangé est fonction de la structure de
la protéine et de son accessibilité au solvant.2) arrét brutal de la réaction 3) digestion enzymatique des protéines 4) séparation et
identification des peptides par LC-MS.

Cette technique présente un certain nombre de difficultés telles que la dilution des échantillons
lors de 1’échange HDX, des problémes de reproductibilité du marquage, des problemes liés a la
digestion en milieu acide ainsi que des difficultés liées & I'interprétation des données HDX . Des

développements, permettant d’ameéliorer cette technique, ont donc été réalisés ces derniéres années

59, 60,

telles que 1’optimisation des conditions d’échange et de digestion , ainsi que I’utilisation de

techniques de fragmentation telles que ’ETD (Electron Transfer Dissociation) ou I’ECD (Electron

Capture Dissociation) ®-%. Ces récents développements ont permis d’étudier des changements

conformationnels induits par la fixation de ligands ® ®

65, 66

et de suivre la dénaturation puis la
renaturation de protéines . De plus, cette technique semble prometteuse pour 1’é¢tude des
protéines membranaires comme le montrent les résultats obtenus sur des récepteurs couplés aux

protéines G .
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1.3 Le marquage par oxydation (OFP)

Le couplage OFP-MS (Oxidative FootPrinting-MS) permet 1’étude de 1’état conformationnel
d’un complexe protéique grace une oxydation chimique modifiant de maniere covalente des acides
aminés exposés au solvant ®. Cette oxydation dépend donc de la surface exposée et de la réactivité
des acides aminés. L‘analyse des fragments peptidiques obtenus aprés digestion permet ensuite

d’obtenir une information structurale et dynamique concernant les protéines en solution.

1.4 Utilisation du Cross-Linking (CXL)

La technique de CXL-MS ® permet de déterminer les interactions présentes au niveau de régions
flexibles des protéines en solution, par réticulation ou marquage chimique (Cross-Linking). Elle
permet ainsi d’identifier les zones d’interaction au sein d’une protéine et entre protéines. Le
développement de nouveaux agents pontants a permis d’étendre les applications de cette technique a
I’étude de la structure quaternaire des protéines in vivo " ™%,

Cette technique est prometteuse pour 1’étude structurale des protéines, mais nécessite encore de
développements notamment en ce qui concerne le contrdle des réactions de marquage, la détection
des peptides pontés ainsi que les difficultés liées au manque d’outils bio-informatiques pour

I’interprétation automatique des données *°.

1.5 Conclusion

Les différentes approches présentées dans cette partie présentent un fort potentiel pour la
caractérisation de complexes supramoléculaires et pour 1’obtention d’informations structurales a des
niveaux de résolutions variables.

De plus, ces techniques présentent 1’avantage de pouvoir étre appliquées a des échantillons
hétérogénes présents a des concentrations physiologiques et dont la composition est transitoire.
Cependant, 1’ensemble de ces techniques présente encore un certain nombre d’inconvénients. Les
conditions expérimentales sont délicates a mettre en ceuvre (choix des agents pontants (CXL) et des
especes réactives (OPF), maitrise des conditions d’échanges (HDX)) et la compréhension précise des
interconnexions existant au sein des complexes est trés longue a obtenir. Des développements bio-
informatiques sont donc encore nécessaires pour faciliter I’interprétation des données obtenues apres
CXL ou échange HDX notamment en cas de réaction incomplete. De plus, il est souvent nécessaire
de disposer d’informations structurales pour la réalisation de modéle tridimensionnel par homologie.
Enfin, I’ensemble de ces techniques est soumis a tous les inconvénients liés aux approches
protéomiques classiques (difficultés liées a la préparation d’échantillons, existence des protéines

dans les banques de données, discrimination des faux positifs...).
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En parallele de ces différentes techniques basées sur 1’analyse des complexes protéiques en
conditions dénaturantes, notre laboratoire ainsi que d’autres ont développé depuis plusieurs années

des approches de MS supramoléculaire pour 1’étude de complexes non-covalents.

2 Les approches MS supramoléculaires pour I'étude de complexes non-covalents

2.1 Les développements instrumentaux en MS supramoléculaire

Depuis les expériences de Thomson réalisées a la fin du XIX*™ siécle marquant les débuts de la
MS avec la découverte de 1’¢électron puis la construction en 1912 du premier spectrométre de masse,
de nombreux développements instrumentaux et expérimentaux ont été réalisés en MS, notamment
dans les domaines électroniques et informatiques "> .

Les principaux développements instrumentaux en MS supramoléculaire sont rappelés ci-

dessous :

=1984 : Développement de 1’ionisation ESI pour I’étude de biomolécules (Fenn J : Prix Nobel
2002) ™. Le concept de cette source ayant été proposé par Dole en 1968 ™.

=1987 : Elaboration d’un analyseur TOF & accélération orthogonale des ions (0aTOF) ™.
=1991 : Débuts de la MS supramoléculaire grace a Chait et Henion **.
=1994 : Présentation de la source nanospray (nanoESI) par Mann *’.

=1997 : Description des premiéres puces microfluidiques pour I’ionisation nanospray en

spectrométrie de masse par Karger et de Ramsey *°.

=2000 : Elaboration d’un systéme nanoESI sur puce microfluidique par Zhang et Henion qui
sera intégré en 2002 a un injecteur automatique d’échantillons (Nanomate 100, Advion

Biosciences) %8,

2.2 Vers une information conformationnelle en MS supramoléculaire (IM-MS)

Les développements réalisés en MS supramoléculaire ont permis, en paralléle, le développement
du couplage mobilité ionique-spectrométrie de masse (IM-MS) qui consiste a séparer des ions en
fonction de leur capacité a se déplacer a travers un gaz inerte, sous I’effet d’un champ électrique
faible *°.

L’intérét grandissant pour I’étude des polluants atmosphériques et des armes chimiques a
fortement contribué au développement de la mobilité ionique. Ainsi, dans les années 1950-1960, le

premier tube de mobilité & champ électrique faible a été développé par Mc Daniel ® et Kebarle .
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=1962 :

=1970 :

=1988 :

Premier couplage IM-MS permettant d’étudier les propriétés de petites molécules

telles que des isotopes ou des ions métalliques.

Développement d’un systéme de couplage IM-MS a pression réduite : le RPIMS.
Emergence de I’IlMS comme outils analytique grace aux études de Karasek sur

différents composés organiques .

Mason ¢ et Mc Daniel 8 décrivent le processus de diffusion des ions dans un gaz
sous ’effet d’un champ électrique, permettant ainsi le développement instrumental de
I’IMS. Lorsque 1’énergie due aux collisions gaz-molécule est supérieure a celle du
champ électrique, il existe une relation de proportionnalité entre la vitesse des ions et le
champ électrique (v = KE, v= vitesse des ions m.s*, K = mobilité (m2V?'s?), E=

champ électrique (V.m™)).

Les groupes de Bowers % et de Jarrold ® ont ensuite modifié le couplage IM-MS développé par

Bohringer et Arnold * pour permettre de sélectionner un ion de m/z donné avant I’injection dans un

tube de mobilité & pression réduite (1-10 Torr).

=1988 :

=1997 :

Développement d’un nouveau couplage IM-MS permettant 1’analyse des ions en flux

continu: le FAIMS (High-Field Asymmetric Waveform lon Mobility Spectrometry).

Clemmer et Jarrold décrivent pour la premiére fois I’analyse par IM-MS de petites
protéines * %, C’est a partir de cette période que les développements instrumentaux et
les applications en IM-MS se sont rapidement développés pour 1’analyse de molécules

biologiques.

Les cellules de mobilité ionique ont ensuite été couplées a différents analyseurs MS tels que des

quadriplles

93,94

F 95, 96

et des analyseurs TO et plus récemment a des trappes ioniques ou des

instruments de types FTICR ¥. Les différents développements instrumentaux ont ainsi permis

d’étendre les possibilités offertes par le couplage IM-MS a 1’étude de la conformation des ions en

phase gazeuse, sur des échantillons de natures diverses telles que des protéines, des peptides ou

encore des acides nucléiques.

=2004 :

=2006 :

=2009 :

Développement de la technique TWIMS (Travelling Wave lon Mobility Spectrometry)
rapporté par Giles et Bateman

Commercialisation par la société Waters du Synapt HDMS G1 intégrant la
technologie Travelling Wave *,

Commercialisation du Synapt HDMS G2, plus résolutif en masse et en mobilité

ionique.
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La mise sur le marché d’un instrument commercial a permis le développement de I’IM-MS pour
I’étude de complexes protéiques intacts. Ruotolo et al, ont ainsi pu mettre en évidence le réle de
I’IM-MS pour I’étude de la conformation et de la stabilité des protéines en phase gazeuse *. De plus,
le couplage IM-MS est une technique qui nécessite peu d’échantillons et qui permet d’obtenir

rapidement des informations sur des changements conformationnels.

2.3 Evolution de la diversité des échantillons biologiques analysés par MS et IM-MS

supramoléculaires

A son invention au debut du XXe siécle, la MS était considérée essentiellement comme un outil
analytique pour les chimistes et les physiciens, pour I’étude de petites molécules et de composés
volatils. A la fin des années 1980, les applications de la MS ont été élargies a ’analyse d’échantillons
d’origine biologique. Les premiéres analyses MS sur des complexes non-covalents ont alors été
rapportées dans la littérature avec [I’étude des interactions protéine/ligands ** puis
protéine/protéine '°. Depuis ces premiéres études, les développements instrumentaux et
méthodologiques ont permis d’élargir la gamme des échantillons analysables par MS *°*. En effet,
I’augmentation de la pression au niveau de l’interface de I’instrument a permis une meilleure
thermalisation et focalisation des ions de hauts m/z avant 1’entrée dans 1’analyseur TOF. De méme,
I’utilisation de faibles fréquences au niveau des quadripdles et de I’analyseur TOF a permis
d’améliorer la sélection, la transmission et la détection des ions de hauts rapports m/z 192 1%_ || est
désormais possible d’étudier par MS des échantillons plus hétérogénes et de plus hauts poids
moléculaires qu’auparavant. Toutefois, il est encore nécessaire de développer de nouvelles méthodes
d’étude afin d’obtenir des informations concernant les complexes et leurs sous-complexes par
MS/MS. Gréace aux développements instrumentaux réalisés ces dernieres années dans les domaines
de la MS et de 'IM-MS, les domaines d’applications accessibles a ces techniques ont pu étre
étendus. En effet, depuis les années 2000, des études de MS supramoléculaires ont rapporté 1’étude
de structures de hauts poids moléculaires plus ou moins complexes telles que les ribosomes *** ou les

capsides virales %1% I’étude  d’échantillons hydrophobes tels que des complexes

membranaires 1" 1%, I’6tude d’échantillons trés hétérogénes et dynamiques %2

Il existe cependant un certain nombre de difficultés liées a I’analyse des protéines de hauts poids
moléculaires qui seront abordées au cours de ce travail de thése. Parmi les défis de la MS, I’analyse
de protéines membranaires reste encore difficile bien qu’essentielle a la compréhension de nombreux
processus fondamentaux tels que les cascades de signalisation cellulaire.

En ce qui concerne I’'IM-MS, cette technique emergente présente un fort potentiel pour I’é¢tude

structurale des protéines cependant de nombreux problémes restent posés d’un point de vue
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instrumental notamment le manque de résolution des cellules IMS et la transmission des ions de
hauts poids moléculaires. En paralléle, cette technique récente nécessite le développement de
méthodes d’étalonnage plus adaptées a I’étude d’une large gamme de protéines ainsi que le

développement de méthodes de modélisation moléculaire adaptées aux données IM-MS.

2.4 Conclusion

Les différents développements instrumentaux et méthodologiques réalisés ces dernieres années
offrent la possibilité d’obtenir des informations structurales grace a la combinaison de différentes

approches de MS (Figure 5).

ique | Interfaces
e | protéines/protéines

o

BiStanqe__en’t\rﬁeaspus_;f Composition et connexion || Stabilité des sous Structure
unités protéiques protéine/protéine unités protéiques || atomique

IM-MS/CXL-MS MS/AP-MS/CXL-MS HDX-MS/OPF-MS || Modélisation

Figure 5 : Présentation des différentes informations structurales déduites d’approches basées sur la MS. La partie centrale de la
figure représente le méme complexe a des niveaux de résolutions variables.et montre les informations structurales accessibles par MS
grace aux couleurs utilisées. Ces couleurs correspondent a celles utilisées dans les parties hautes et basses de cette figure. IM (mobilité
gp;g:ées),l lI--IDX (échange hydrogéne/deutérium), OPF (marquage oxydatif), CXL (CrossLinking), AP (purification par affinité).

Au cours de leur existence, les protéines sont soumises a différentes modifications telles que des
modifications post-traductionnelles ou des différences d’association au sein de complexes. Ces
processus s’effectuent sur des échelles de temps variables et peuvent affecter I’ensemble de
I’organisation des protéines, de la structure primaire a la structure quaternaire. L’ensemble des
techniques basées sur des approches MS permet donc d’obtenir un certain nombre d’informations
essentielles pour comprendre la dynamique des changements structuraux. La Figure 6 permet de
rendre compte de I'importance de ces différentes approches qu’il s’agisse de méthodes « Bottom-
Up » ou les peptides produits par protéolyses sont analysés ou qu’il s’agisse de méthodes « Top
Down » ou les protéines et assemblages intacts sont analysés en phase gazeuse. Enfin, il est
important de prendre conscience de la capacité de ces différentes techniques a analyser des protéines

de plus ou moins hauts poids moléculaires.
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Figure 6 : Informations structurales et dynamiques déduites des approches basées sur la MS. Les protéines subissent des
changements dynamiques au cours du temps. Ces processus s’effectuent sur des échelles de temps différentes (cercles au centre de la
roue) et a des niveaux structuraux différents (contour de la roue). L’ensemble des approches basées sur la MS (indiquées dans les
zones triangulaires) permet d’obtenir des informations de natures différentes (précisées a ’extrémité de chaque zone). Ces approches
sont regroupées en fonction de leur dépendance vis-a-vis de la masse des composés analysés. D’aprés .
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Chapitre 3 Théorie et instrumentation en MS

supramoléculaire

1 Instrumentation en spectrométrie de masse supramoléculaire

1.1 Présentation générale

Un spectrométre de masse est composé de 4 grandes parties (Figure 7) ayant pour but de

permettre 1’ionisation et la transmission des ions au sein de I’instrument jusqu’a 1’analyseur puis le

détecteur. Ceci est possible grace aux gradients de pression et aux champs électriques qui régnent

dans les différentes parties de 1’instrument.

Pression

;. Sous vide
atmosphérique

Echantillon —> source ——) Interface | — | Analyseur | —> | Détecteur i——) Traitement
. . i | .
en solution d’ionisation | v i du signal
' ;

Production et Focalisation et Séparation des ions
transfert des ions transmission en fonction de leur
en phase gazeuse desions rapport m/z

Figure 7 : Présentation schématique d’un spectrométre de masse

Détection des ions et
transformation en
signaux electriques

I1 existe différents spectromeétres de masse qui difféerent notamment par leur source d’ionisation

(MALDI, ESI, etc.) et le type d’analyseur (Quadripdle, Temps de vol).

Pour réaliser des analyses par MS supramoléculaire, il est important de préserver les interactions

non-covalentes c’est pourquoi, une source d’ionisation douce telle que, le MALDI ou I’ESI sont

nécessaires. La source ESI, qui permet d’analyser des échantillons en solution et qui produit des ions

multichargés, permettant 1’étude de complexes protéiques de plus en plus hauts poids moléculaires,

reste actuellement la plus utilisée en MS supramoléculaire. Parmi les analyseurs, le temps de vol est

celui qui correspond le mieux aux attentes de la MS supramoléculaire puisqu’il permet d’analyser

des composeés allant de quelques daltons a plusieurs millions de daltons avec une bonne précision de

mesure. Par conséquent, I’ensemble de ce travail de thése a été réalisé sur des instruments de type

ESI-Q-TOF.
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1.2 Source d’ionisation électrospray (ESI)

1.2.1 Principe de l'electrospray

Le processus ESI est le processus qui permet le passage de molécules de la phase soluble a la

phase gazeuse. Ce processus se décompose en trois étapes principales :

- la production de gouttelettes chargées a partir d’un analyte en solution ****°,

- la production de gouttelettes de plus petite taille (ou gouttelettes « filles ») par

explosions coulombiennes 117120 121

- Le transfert des ions en phase gazeuse " 122123,

1.2.2 Sources nanoESI « classique »

La source ESI nécessite 1’utilisation de grandes quantités d’échantillons compte tenu du débit de
liquide utilisé (1 et 100 ulL/min). Etant donné que la sensibilité des sources ESI ne dépend pas du
débit de liquide, mais de la concentration en analyte, des sources nanoESI a plus faibles débits

124

(quelques dizaines de nL/min) ont été développées ~". L’une des conséquences de la diminution du

débit de liquide est une diminution du rayon des gouttelettes obtenues par nanoESI (100 nm) qui sont
10 fois plus petites que celles produites par des sources ESI conventionnelles (1-2 um) "*?°. En
effet, il a ét¢ montré qu’il existait une relation de proportionnalité entre de faibles débits de liquide et
’obtention de gouttelettes chargées de faibles rayons **>'#’. La réduction du débit de liquide dans les
sources nanoESI a donc pour conséquence non seulement de diminuer la consommation
d’échantillon, mais aussi d’augmenter la sensibilit¢ de la technique. En effet, les gouttelettes
obtenues par nanoESI, ayant un grand rapport surface/volume, engendrent un gain de sensibilité
significatif lors de 1’analyse de molécules polaires qui ne présentent qu’une faible activité de
surface 125130,

La source nanoESI contrairement a la source ESI présente donc de nombreux avantages.
Cependant, I’optimisation des sources nanoESI classiques reste difficile notamment a cause des
difficultés liées a I’optimisation du positionnement des aiguilles nanoESI. De plus, la qualit¢ du

spray dépend de la composition de 1’échantillon a ioniser.

1.2.3 Source nanospray sur puce microfluidique

Malgré les avantages incontestables des sources nanoESI, 1’¢laboration manuelle de
capillaires nanoESI en verre nécessite une certaine technicité et est a 1’origine de problémes de
reproductibilité inter-échantillons. C’est pourquoi, afin de bénéficier des avantages du nanospray
sans ses inconvénients, des développements technologiques ont ét¢ menés afin d’intégrer des

émetteurs nanosprays dans des puces microfluidiques. L’automatisation de la fabrication de ces
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puces permet ainsi de garantir une certaine reproductibilité tout en préservant les avantages des
émetteurs nanoESI. Parmi les quelques systémes commercialisés ****%, le robot Triversa Nanomate
(Advion Biosciences) présente de nombreux avantages tels que l’automatisation des mélanges,
I’absence de contaminations inter-échantillons et 1’incubation d’échantillons ainsi que leurs analyses

par nanoES| sur puce microfluidique 8% 13+1%

(Figure 8). Briévement, ce systeme est composé de
plusieurs parties : une plaque 96 puits contenant les échantillons, un mandrin mobile muni d’une
seringue et capable de se fixer sur des cones conducteurs en graphite recouvert d’une surface
chimiquement inerte et une puce microfluidique. Cette puce microfluidique, recouverte d’une couche
de silicium dopé la rendant conductrice, est composée de 400 émetteurs nanospray. L’ionisation au
niveau des émetteurs nanospray se fait grace a la formation d’une différence de potentiel entre le
liquide présent dans le cdne conducteur et la puce qui est connectée a la terre. L’infusion nanospray
est ensuite initiée en appliquant sur le liquide une tension (1,5-2,5 kV), ainsi qu’une légére contre-
pression (0,5- 2 psi). Cet injecteur automatique d’échantillon peut étre couplé a un spectrometre de

masse afin de faciliter la réalisation d’études par MS supramoléculaire.

Cone d’échantillonnage
Céne d’échantillonnage
Mandrin

Boite de cones Puce nanokSl

conducteurs

Cone conducteur en

Plaque 96 puits Mk cours d’infusion

Figure 8 : Photographies du Triversa Nanomate couplé & un spectrométre de masse. A gauche : une vue d’ensemble de I’injecteur
automatique en cours de couplage avec un spectrometre de masse. A droite : un agrandissement de la zone de la zone de contact entre
le cdne conducteur et la puce microfluidique en cours d’infusion.

Ce systeme a particulierement été utilisé au cours de ce travail de these, permettant de mieux
comprendre les paramétres a optimiser lors d’une analyse par MS supramoléculaire. Parmi les
parameétres a optimiser, la tension appliquée sur le liquide (Ves)) et la contre-pression (Pgs)) sont tres
importantes. En effet, ces deux parametres forment un couple qui doit étre optimisé finement pour
permettre la formation d’un spray stable en évitant de rompre les interactions non-covalentes lors de
I’ionisation. Ce couple Vs et Peg doit notamment étre optimisé en fonction de la viscosité du
liquide a ioniser. Pour des solutions acétonitrile/eau/acide 50/50/1, les valeurs couramment utilisées
pour la formation du spray sont Ves = 1,55 kV et Pgs; = 0,55 psi alors que pour des solutions
aqueuses, ces valeurs sont respectivement de 1,75 kV et 0,75 psi. De plus, contrairement aux sources
nanoESI classiques, le robot Triversa Nanomate mesure en continu I’intensité du courant d’ionS émis
a partir de 1’émetteur nanoESI. Ainsi, il est possible de suivre la stabilité du spray pendant 1’infusion

et de réajuster les valeurs de Vs et Pgg) en cas de besoin.
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Lors de chaque analyse réalisée avec ce systéme d’injection automatique, il est indispensable
de suivre les valeurs de Vg et de Pgg utilisées, afin de pouvoir comparer des résultats obtenus en

MS a différents moments.

1.3 Interface

L’interface d’un spectrométre de masse a pour réle de transmettre les ions sous ’effet de champs
électriques, de la source d’ionisation & pression atmosphérique vers I’analyseur sous vide (10°mbar).
Les interfaces sont développées de maniére a permettre une transmission optimale des ions. Parmi les
différents systéemes disponibles au laboratoire, nous différencierons les multipbles constitués de
barreaux disposés paralléelement a 1’axe de déplacement des ions et les guides d’ions SRIG (Stacked
ring ion guide) composés de lentilles annulaires alignées perpendiculairement a 1’axe de déplacement

des ions.

Afin de pouvoir focaliser les ions et les transmettre au sein de l’instrument, des tensions
continues et alternatives sont appliquées sur les barreaux ou les lentilles de ces guides d’ions. Lors du
transfert des ions au sein de ’interface, une fraction de 1’énergie translationnelle des ions est

convertie en énergie interne par collisions avec les molécules de gaz **'.

Lorsque ces collisions sont de basses énergies, elles favorisent la thermalisation des ions grace a

I’effet des pseudo-potentiels crées par les guides d’ions B 138 e processus permet d’augmenter

139, 140
, d’

I’efficacité de transmission des ions dans 1’interface améliorer la résolution des analyseurs a

138, 141

temps de vol sur une large gamme de rapports m/z et favorise le maintien des complexes non-

covalents en phase gazeuse ****** (Figure 9).

Solution ! Phase gazeuse ~
! W Préservation du complexe 3, \1oq, e de masse imprécise
' OQ’\"’ Mauvaise désolvatation
' X J
== "c ,w Pré tiond | )
ﬁ | Einterne optimale, reservation du cOmplexe 3, pesure de masse précise
£ Bonne désolvatation
: o \ m/z J
e’/e'/é 4 N
Complexe i ‘& issociati
. P . i ] D'SSOC'at,'on du C‘?mp'exe => Perte de I'information
protéine/ligand | | Bonne désolvatation
i \ m/z J

Figure 9: Conséquences des collisions ions-molécules de gaz lors du passage des complexes non-covalents en phase gazeuse

Au contraire, lorsque ces collisions sont de plus hautes énergies, 1’énergie interne accumulée par
les ions permettra la dissociation des adduits non specifiques de solvant, améliorant la désolvatation
des ions **. Dans certains cas, ces collisions peuvent aussi conduire a la dissociation des interactions
non-covalentes spécifiques (Figure 9) ainsi qu’a la rupture des liaisons covalentes. Ce processus
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S 103

appelé dissociation en source (CID) est mis a profit dans des expériences de MS/M , Mmais aussi

pour caractériser les interactions non-covalentes.

1.3.1 Les guides d’ions multipolaires

Les guides d’ions multipolaires peuvent étre constitués de deux (quadripdles) ou de quatre paires
de barreaux paralleles (octopéles) ayant une section circulaire ou hyperbolique. Les barreaux
opposés sont connectés electriquement au méme potentiel (®y ou -dp) de sorte que deux barreaux
adjacents soient de potentiels opposés. Le potentiel @, appliqué sur les barreaux comprend une
composante continue U superposée a une composante sinusoidale d’amplitude V et de fréquence ®
(Figure 10). Le champ électrique créé conféere aux ions un mouvement oscillatoire entre les barreaux
du multipdle 1> **®. La trajectoire des ions dans un quadrip6le, décrite par les équations de Mathieu,
se traduit graphiquement par un diagramme de stabilité représentant les valeurs de U et V pour
lesquelles un ion de rapport m/z donné aura une trajectoire stable et pourra étre transmis dans le
quadrip6le (Figure 10). Les quadripdles peuvent fonctionner selon deux modes en fonction de la

tension continue U.

a)

Détecteur

)

-(U-V x cos(wt))
~

(U-V x cos(wt)

v

Figure 10 : a) Schéma d’un analyseur quadripolaire avec la représentation de la trajectoire des ions selon I’axe z, d’apreés
Campana et al. **®. b) Diagramme de stabilité des ions (de masses m1, mzet ms) en fonction de U et V dans un quadripdle.

Lorsque la tension U est nulle, le quadripdle fonctionne en tant que guide d’ions (mode RF-
only). Dans ce cas, si on augmente la valeur de V de maniere a dépasser la zone de stabilité my, tous
les ions de masses inférieures ou égales a m; auront une trajectoire instable et tous ceux d’une masse
supérieure & m; auront une trajectoire stable **’. Dans ce cas, le quadripole transmet les ions sans

pouvoir les filtrer.

Lorsque la tension U est non nulle, le quadripdle fonctionne comme un analyseur. Un
balayage suivant une droite maintenant le rapport U/V constant permet de détecter successivement
les différentes masses. La résolution sera d’autant meilleure que la pente k sera élevée. Dans ces

conditions, il est possible de ne laisser passer que les ions ayant un rapport m/z donné .
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1.3.2 Les guides d’ions de types Stacked Ring Ion Guide

Les guides d’ions de type SRIG sont constituées d’une juxtaposition de lentilles annulaires
identiques formant un tunnel coaxial & la trajectoire des ions ' '*°. Le principe de fonctionnement
des guides d’ions SRIG est basé sur 1’application de potentiels radiofréquences en opposition de
phase sur les différentes lentilles, de sorte a obtenir une alternance de lentilles positivement et
négativement chargees. Les radiofréquences sont choisies de maniere a obtenir un champ permettant
de repousser les ions au centre du guide d’ions, indépendamment de la polarité de I’ion 1% %% 11,
Toutefois, des puits de potentiel transversaux, observables a proximité des lentilles sont capables de
piéger les ions empéchant ainsi leur progression au sein du guide d’ions 2% Afin de limiter ce
piégeage, une tension continue se déplacant de paires de lentilles en paires de lentilles peut étre
superposées a la radiofréquence, permettant d’entrainer les ions vers la sortie du guide d’ions. Cette
technologie, particulierement utilisée dans les instruments de type Synapt, sera décrite de maniére
plus détaillée dans le chapitre 4 de cette partie .

Contrairement au quadripdle, les octopdles et les guides d’ions de types SRIG, ou la
thermalisation des ions est favorisée, permettent d’atteindre des rendements de transmission
supérieures 11921515 par conséquent, I'utilisation de guides d’ions multipolaires et de SRIG est
particuliérement importante en MS supramoléculaire ou I’intégrité des complexes non-covalents doit
étre préservée en phase gazeuse. Toutefois, afin de pouvoir étudier des ions de m/z donné tout en
conservant des niveaux de sensibilité importants, les instruments actuels sont équipés de ces

différents guides d’ions.

1.4 L’analyseur de type temps de vol (TOF-Time Of Life)

1.4.1 Principe de l'analyseur de type temps de vol

L’analyseur a temps de vol est constitué de deux zones, une zone d’accélération des ions ou
s’applique des potentiels élevés et une zone de libre de champ, dans lesquelles regne un vide pousse
de I’ordre de 10 mbar (Figure 11).

+ -
b myfz; myfz; my/zg 1
U H Ec=_mv” = zel
® > ® > @ t=Lx |-
; = L 2zell
- ‘I-? = .
Zone Zone de libre champ t
d’accélération de longueur L

Figure 11 : Principe de fonctionnement de I’analyseur de type temps de vol. (Ec : énergie cinétique, U : différence de potentiel, t=
temps de vol mesuré, L : longueur du trajet parcouru, m, v et z : masse, vitesse, charge de 1’ion, e : charge d’un électron)

Cet analyseur a pour but de séparer les ions en fonction de leur vitesse de déplacement au sein de

la zone de libre champ appelée temps de vol. Dans le cas idéal ou tous les ions ont la méme énergie
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cinétique initiale, le temps de vol des ions est proportionnel a la racine carrée de leur rapport m/z
(Figure 11). Par conséquent, la mesure du temps mis par les ions pour traverser le tube de vol permet
de déterminer le rapport m/z des ions analysés. Afin d’assurer une mesure de masse précise des

temps de vol, il faut que les ions soient focalisés sur la « méme ligne de départ » dans la zone

d’accélération du TOF et que la vitesse initiale des ions soit nulle **’

Pusher

@ V. I*
® — - > = @ |Zone d'accélération
Interface | * orthogonale

_ T %‘EC‘&EW
o 20

Zone : ' i

de libre | . /

h I‘ ‘I ‘.' ’r .

champ ¢ 4/ Réflecteur
- |/ édlectrostatique

Figure 12 : Principaux développements instrumentaux de 1’analyseur a temps de vol. L’accélération orthogonale des ions dans un
tube de vol permet aux ions d’acquérir une vitesse dans le tube de vol égale a 1’énergie initiale de 1’ion a laquelle s’ajoute celle acquise

lors de I’accélération 2. Le réflecteur électrostatique permet de corriger la dispersion en énergie cinétique de deux ions de méme
rapport m/z.

Pour cela deux développements instrumentaux ont été apportés aux spectrometres de masse
(Figure 12) :

76.158 . 1es jons arrivant en flux continus parallélement a I’axe de

- L’injection orthogonale
I’interface seront soumis a une accélération perpendiculaire aux flux d’ions (Pusher) permettant
d’échantillonner les ions pour chaque cycle TOF. En effet, c’est cette accélération qui permet de
définir précisement le début de la mesure du temps de vol.

- Le réflecteur électrostatique ™ : il est composé d’une série d’anneaux ou de grilles sur
lesquels sont appliqués des potentiels croissants qui définissent un champ électrique homogeéne.
Ce champ s’oppose a la progression des ions et agit comme un miroir d’ions en les réfléchissant.

Ce réflecteur permet donc la focalisation temporelle des ions de méme m/z au niveau du

détecteur. Ce dispositif permet d’allonger la distance de vol et d’augmenter la résolution en

masse des instruments.

1.5 Les différents types de détecteurs

Le faisceau d’ions ayant traversé 1’analyseur TOF doit étre détecté et transformé en un signal
mesurable. Pour cela, il existe différents types de détecteurs capables de transformer un courant
ionique en un signal utilisable tels que les multiplicateurs d’électrons et les détecteurs a microcanaux.
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Deux types de détecteurs ont été utilises au cours de ce travail de thése : les détecteurs MCP
(MultiChannel Plate) dont sont équipés le LCT et le Synapt HDMS G1 et les détecteurs MagnéTOF
dont sont équipés le MicroTOF et le Synapt HDMS G2. Ces détecteurs convertissent les courants

d’ions provenant de la source en ¢électrons secondaires qui seront amplifiés puis collectés.

1.5.1 Les déetecteurs MCP

Le détecteur MCP est constitué d’une plaque percée de canaux cylindriques paralléles dont la
surface interne est enduite d’un matériel semi-conducteur capable d’émettre des électrons

secondaires *°* 1°! (Figure 13).

Arrivée des ions

lon
®
—

Emission
d’électrons
secondaires

Ty
Collecte des
électrons

Figure 13 : Schéma de fonctionnement d’un MCP (MultipleChannel Plate)

Lorsqu’un ion pénétre dans le canal, son impact avec la surface va provoquer I’arrachement
d’¢lectrons secondaires. La tension appliquée sur le détecteur entraine ensuite, 1’accélération des
électrons émis qui par collisions successives dans le canal vont permettre d’amplifier le signal qui
sera finalement collecté¢ par une anode métallique puis digitalisé. Apres I’impact d’un ion dans un
des canaux, il existe une certaine période pendant laquelle ce canal n’est plus capable de détecter de
nouveaux ions, on parle alors de « temps mort ».

Cet inconvénient des détecteurs de type MCP doit étre pris en compte lors des optimisations et
interprétations, car il peut conduire a un décalage des massifs de masse, une diminution de 1’intensité
du signal et artificiellement & une meilleure largeur des pics & mi-hauteur (Figure 14).

/

Forme du pic en absence de saturation

Pic observé pendant le temps mort
- Intensité plus faible
- Pic centré surles bas m/z

Intensité

- Faible précision de masse
‘ - Résolution artificiellement bonne
) .II

III-- m/z

Figure 14 : Effet de la saturation du détecteur MCP sur la forme des pics de masse
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I1 est donc important de vérifier I’absence de saturation du détecteur lors d’analyses MS et plus
particulicrement lors d’analyses quantitatives. D’autre part, il est important de mentionner que la
probabilité qu’un ion incident donne lieu a I’émission d’ions secondaires est fonction de sa vitesse et
non de son énergie cinétique. Par conséquent, 1’intensité de réponse diminue lorsque la masse d’un

ion augmente et que sa charge diminue *°,

1.5.2 Le détecteur MagnéTOF

Le détecteur MagnéTOF est un multiplicateur d’électrons constitué d’une surface plane émettant
des électrons secondaires suite a 1’impact des ions provenant de la source. Grace a la présence de
potentiels électrostatiques, déformés par un champ magnétique, ces électrons sont ensuite entrainés
vers une surface capable d’émettre de nouveaux électrons secondaires. La succession de ces
réactions permet 1I’amplification du signal électronique qui est ensuite collecté puis digitalisé (Figure
15). Contrairement au détecteur MCP, le détecteur MagnéTOF ne présente pas d’effet de « temps
mort ».

Arrivée d’ions

#/
— —

Grille d’entrée, 92% de transmission

Application d’un voltage compensateur pour minimiser
les effets de bord dus au passage des grilles

—
Champ
magnétique

Champ uniforme H
> entrée desions
v | —__Trajectoires des
A4/ électrons secondaires
—
Emission d’électrons secondaires [ Equipotentiels
aprés impact sur une surface dynode / électrostatiques

——

Collecteur d’électrons

Figure 15 : Schéma du principe de fonctionnement du MagnéTOF. Adapté de .

1.6 La digitalisation du signal

La digitalisation du signal consiste a convertir les signaux continus analogiques en signaux
numériques (données discretes). Cette transformation est réalisée a 1’aide de digitaliseurs tels que les
digitaliseurs ADC (Analog to digital converter) et TDC (Time to digital converter) qui sont
généralement utilisés en MS. Cette opération s’effectue en deux temps :

- I’échantillonnage, qui transforme le signal continu en un signal discret

- la quantification, qui remplace des valeurs continues par des valeurs discretes
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1.6.1 Ledigitaliseur TDC

Chaque ion qui heurte le détecteur produit une impulsion d’électrons qui est amplifiée puis
expédiée vers un discriminateur. Lorsque I’impulsion est supérieure & un certain seuil, une impulsion
est envoyée au convertisseur temps-numérique ou TDC. Le digitaliseur TDC mesure alors le temps
passé entre I’impulsion de départ au niveau de 1’analyseur (pusher) et chacune des impulsions d’arrét
provenant du discriminateur. Une liste des temps associés a la détection des signaux est alors
enregistrée. La combinaison de plusieurs cycles TOF pendant un scan permet alors de remonter a un
nombre de signaux digitalisés en fonction du temps (Figure 16). Le seuil de discrimination doit étre
judicieusement choisi pour permettre d’éliminer le bruit de fond sans pour autant induire des biais

dans la détection de pics spécifiques ***.

Intensité Cycle Push/Détection1 001 1 000010001 —>
détecteur _ Période de digitalisation Cycle Push/Détection2 —0-111 100100000 >Temps de vol

N cycles Push/Detection

i i
i i i
i i i
v W W

Signal d'un

ion détectd |[-———F{X---—--- seuil de détection |:>

=Temps de vol

Nombre de
coups mesurés | 34

¢ Temps de vol

W
Temps de vol
mesuré de I'ion Spectre digitalisé : nombre de coups =f{t)

Figure 16 : Principe de digitalisation du signal et de reconstruction d’un spectre de masse avec un digitaliseur TDC. Les 1
correspondent a la détection d’un signal supérieur au seuil de détection et les 0, a ’absence de signal supérieur au seuil de détection.
La somme des ions détections au cours de chaque cycle Push/Détection permet de reconstruire un spectre de masse.

1.6.2 Ledigitaliseur ADC

Dans le cas des digitaliseurs ADC, chaque impulsion est enregistrée sans passer par le
discriminateur. 1l est alors possible de déterminer la correspondance entre une fenétre de temps de
vol et la liste des intensités observées lors de chaque cycle push/détection. La sommation des cycles
au cours d’un scan permet ensuite de déterminer I’ensemble des intensités intégrées pour chaque
fenétre de temps et d’obtenir une intensité totale en fonction du temps de vol (Figure 17) **.

Il est important de noter que lorsque I’intensité issue du détecteur est supérieure a la fenétre des
intensités pouvant étre digitalisées, le digitaliseur est a saturation et associera par défaut sa valeur

d’intensité limite.
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mesurées [
=Temps de vol
= Temps de vol

Spectre digitalisé : intensité mesurée = f(t)

Signal intégré o W W

pour I'ion détectéd|

Figure 17 : Principe de digitalisation du signal et de reconstitution d’un spectre de masse avec le digitaliseur ADC. L’intensité
du signal correspondant aux ions détectés lors de chaque cycle Push/Détection est enregistrée. La somme des intensités mesurées
permet ensuite de reconstruire un spectre de masse.
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Dans le cas des analyseurs de type ADC, la fréquence d’échantillonnage nécessaire a
I’acquisition des données dépend de sa vitesse de balayage (gamme de masse par unité de temps) et
de la résolution attendue. Ce type de systéme de digitalisation permet donc 1’analyse sur une grande

gamme dynamique, mais est limité par la présence de bruit électrique.

1.7 Présentation des instruments utilisés en MS supramoléculaire

Parmi les instruments utilisés pour la MS supramoléculaire au laboratoire (LCT, Synapt HDMS
G1 et G2), le Synapt HDMS (High Definition Mass Spectrometry) G2 a particuliérement été utilisé
au cours de ce travail de thése. En effet, cet instrument ESI-Q-TOF de derniere génération offre une
meilleure résolution en masse (FWHM de 20 000) que le LCT (FWHM de 5 000) ou le Synapt G1
(FWHM de 10 000).

Les instruments de type Synapt, sont pourvus d’une source ESI de type Z-Spray™ permettant
d’éliminer les agrégats et les molécules neutres avant I’entrée des ions dans le spectrométre de
masse, conférant ainsi a cette source une plus grande tolérance aux sels non volatils. Les ions formés
au niveau de la source sont ensuite guidés au travers de I’instrument grace a des guides d’ions de
type SRIG. Le premier guide d’ions permet de confiner les ions au sein du spectrometre de masse
évitant ainsi la diffusion radiale des ions. Un quadrip6le fonctionnant ou non en mode RF only va
ensuite permettre, selon les applications, de favoriser ou non la transmission de certains ions de

rapports m/z donnés (Figure 18).

Source NanoESI Triwave™
' TrapCE Trap Bias Transfer CE
e / Guide d'ions ' Trap Cellule de Transfer
& \ T-Wave Quadripdle + T-Wave mobilité ionique), T-wave
— ,\_ T ‘ Pusher Détecteur
SIS ) D O s E =
Ar Ar Ar ‘He N, .
Vanne
Pf:m|:_re Pompes turbomoléculaires —
Primaire — —
INTERFACE Réflecteur
électrostatique

ANALYSEUR TOF

Figure 18 : Représentation schématque du Synapt HDMS G2
Cet instrument posséde, comme tous les Synapt, une cellule de mobilité appelée Triwave™
permettant de réaliser des études par IM-MS. Cette cellule est composée de trois guides d’ions T-
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Wave appelés Trap, IMS et Transfer. Les parties Trap et Transfer sont alimentées en argon et ont
pour role de transmettre efficacement les ions au sein du guide d’ions. Elles peuvent aussi étre
utilisées comme des cellules de collisions. Lorsque I’instrument est utilis¢é en mode IMS, elles
permettent respectivement le stockage des ions avant la cellule IMS et leur transfert apres séparation
dans la cellule IMS. La cellule IMS quant a elle, peut soit étre alimentée en argon, dans ce cas elle
agit comme les guides d’ions Trap et Transfer, soit en hélium et en azote servant alors de cellule de
mobilité ionique. Afin de réguler le vide au sein de I’instrument, il est équipé d’une pompe primaire
séche a spirale et de 6 pompes turbomoléculaires.

Il existe différents modes de fonctionnement sur cet instrument de derniére géneération : les
modes résolution et sensibilité ou le trajet des ions au sein du spectrometre de masse est en mode
«V » et le mode haute résolution ou le trajet des ions forme un « W ».

Le passage du mode résolution au mode haute résolution permet de doubler la résolution
observée sur cet instrument (FWHM : 20 000 - 40 000) au détriment cependant de la sensibilité. Au
contraire, le mode sensibilité permet d’augmenter I’intensité du signal, mais conduit a une perte de la
résolution sur les spectres de masse (FWHM 10 000).

En MS supramoléculaire, les analyses sont réalisées en mode « V ». Le mode résolution est
utilisé lors des analyses en conditions dénaturantes et lors d’analyses en conditions natives pour des
protéines dont la masse est inférieure a 30 kDa. Dans le cas de protéines ayant une masse supérieure
a 30 kDa, le mode sensibilité est préféré.
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Chapitre 4 : Théorie et instrumentation en IM-MS

1 Les différents types de cellules de mobilité ionique

L’IMS regroupe I’ensemble des techniques qui sont basées sur la séparation d’ions en phase
gazeuse en fonction de leur mobilité. C’est grace au développement du couplage entre des méthodes
d’ionisation douces telles que I’ESI et des cellules IMS que les applications de 1a mobilité ionique
ont pu étre étendues & des échantillons biologiques en solution ®. Les développements instrumentaux
réalisés ces derniéres années ont ainsi conduit a 1’élaboration de différents types de cellules de

mobilité ionique dont les principales sont présentées ci-dessous.

1.1 Présentation des différentes cellules de mobilité ionique

a. Les cellules de type DTIMS (Drift Tube Ion Mobility Spectrometry)

Ces cellules sont les plus anciennes et sont basées sur les développements réalisés par Bradbury
et Mc Daniel en 1950 2. Ces cellules permettent la séparation des ions en fonction de leur taille et de
leur forme dans un champ électrique faible, généré par des guides d’ions de types SRIG. Les ions
sont injectés par paquets dans la cellule IMS gréace a des portes a ions. Les ions traversent ensuite la
cellule de mobilité qui est remplie d’un gaz inerte (He, N, ou Ar) et ou il régne une pression
constante (1-15 mbar) (Figure 19).

N
(€mmmmmnan @ ------------- >
! s :
Guide d‘lonsi Flux de gaz '
ORI ERE R e e
Source . 0, 9o .
d'ionisation = O:o °o°u s = Détecteur

1 I||II|I|III||||II|I||I|IIH—

Gradient de potentiel =—
# londe mobilité élevée @ lon de faible mobilité

Figure 19 : Présentation de la cellule DTIMS. D’aprés >

La taille de ces cellules est comprise entre quelques centimetres et plus d’un metre de long.
L’ensemble des ions traversant le tube de mobilité est détecté a sa sortie. Le temps mis par les ions
pour traverser le tube de mobilité est fonction de sa mobilité. Plus la mobilité d’ion sera grande, plus
le temps de passage des ions dans la cellule de mobilité sera court. Il s’agit des cellules les plus
couramment utilisées °"*®. Dans le cas des cellules DTIMS, le champ électrique est axial et le

mouvement des ions est inverse a celui du gaz.
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b. Les cellules de type FAIMS (High-Field Asymmetric Waveform lon Mobility
Spectrometry) ou DMS (Differential Mobility Spectrometry)

Dans ces cellules, la mobilité des ions est dépendante de la force de champs électriques appliqués
perpendiculairement aux ions, au niveau de deux électrodes entre lesquelles circule un flux de gaz

transportant les ions (Figure 20).

Flux de gaz =—
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Champ électrique Uﬂ

o Avecvoltage de compensation

Figure 20 : Principe de fonctionnement de la cellule FAIMS. D’aprés >

En effet, une onde asymétrique est appliquée entre ces 2 électrodes soumettant les ions a deux
champs de forces distinctes : 1’'un de courte durée et intense (champ fort), I’autre plus longue et faible
(champ faible). En fonction de leur différence de mobilité entre champ fort et champ faible, les ions
vont subir une déflection vers 1’'une ou 1’autre des électrodes. Afin de compenser cette déflection et
permettre la transmission des ions dans la cellule de mobilité, un voltage de compensation spécifique
a un ion de mobilité donnée est appliqué. En balayant différentes valeurs de voltages de
compensation, il est possible de séparer les ions en fonction de leur mobilité °” **1%_ Dans le cas de
ces cellules, le flux d’ions analysé est continu. Les ions sont focalisés pendant leur séparation ce qui
permet d’augmenter la sensibilité de ces cellules. Toutefois, celles-ci ne permettent de détecter

qu’une seule espéce a la fois

c. Les cellules de type AIMS (Aspiration lon Mobility Spectrometry)

Dans ces cellules, les ions sont transportés par un flux laminaire de gaz, soumis a un champ
électrique perpendiculaire provoquant leurs déflections sur un détecteur (Figure 21). Un balayage des
champs électriques va permettre de déterminer la mobilité d’un ion dans la cellule IMS. Pour un
champ ¢lectrique donné, plus la mobilité d’un ion sera grande, plus le trajet de I’ion dans la cellule
de mobilité sera court. La distance parcourue par les ions au sein de ces cellules de mobilité est
mesurée grace a l’utilisation d’un détecteur segmenté. Une autre alternative consiste a balayer
différentes valeurs de champs électriques afin de dévier, tour a tour, les ions de différentes mobilités

sur un détecteur unique %" ¢,
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Figure 21 : Présentation du principe de fonctionnement de la cellule AIMS. D’aprés >

d. Les cellules de type TWIMS (Travelling Wave lon Mobility Spectrometry)

Les cellules de type TWIMS sont les premiéres cellules de mobilité ionique couplées a un
spectromeétre de masse a avoir été commercialisées. Elle équipe notamment les instruments de type
Synapt HDMS. Elle sera décrite en detail dans la deuxiéme partie de ce chapitre. Brievement, dans le
cas des cellules de type TWIMS, les ions sont séparés en fonction de leur vitesse de déplacement au
sein d’un gaz sous ’effet du champ électrique crée par des impulsions de potentiels appliquées
successivement sur les différentes lentilles d’un guide d’ions de type SRIG. Plus la mobilité d’un ion

sera élevée, plus le temps de passage des ions dans la cellule de mobilité sera court ****"* (Figure 22).

Radiofréquences
T e e

Source
d’ionisation

— Détecteur

Champ électrique ——

o lon de mobilité élevée @ lon de faible mobilité
Figure 22 : Principe de fonctionnement de la cellule de mobilité de type TWIMS. D’aprés *.

1.2 Caractéristiques des différentes cellules de mobilité

Les différentes cellules de mobilité different par : leur résolution, leur sensibilité, la présence
d’échantillonnage en amont de la cellule de mobilité, la pression de travail, la force des champs
¢lectriques appliqués, les informations déduites et leurs domaines d’applications.

Parmi les différentes cellules de mobilité, la cellule DTIMS, basée sur la mesure des temps de
passage des ions dans la cellule IMS, est la plus resolutive et la seule permettant de calculer
directement la section efficace d’un ion en phase gazeuse. Toutefois, cette cellule présente une
mauvaise sensibilité notamment a cause de 1’échantillonnage des ions en amont de la cellule de
mobilité. Elle est cependant peu sensible en raison du fonctionnement par cycles et de la diffusion

radiale des ions dans la cellule. Pour répondre a ces deux problématiques, des zones de stockage des
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ions ont été ajoutées avant les cellules de mobilite, ainsi que des guides d’ions permettant de
focaliser les ions avant et apres la cellule de mobilité afin d’augmenter le rendement de transmission
des ions en mobilité ionique "™, La résolution de ces cellules réside en partie sur la taille des
cellules DTIMS, ces cellules sont donc difficilement miniaturisable.

Les cellules AIMS et FAIMS sont des cellules peu résolutives, qui permettent 1’analyse
d’échantillon en flux continu, ce qui leur permet de bénéficier d’une meilleure sensibilité.
Contrairement aux cellules DTIMS, ces cellules séparent les ions de mobilités différentes en fonction
d’un voltage de compensation ou de la distance parcourue au sein de la cellule de mobilite.

Les cellules TWIMS du Synapt HDMS sont les moins résolutives, mais présentent une bonne
sensibilité gréce a leur capacité de confinement des ions dans les 3 guides d’ions de type SRIG de la
cellule Triwave. De méme que les cellules DTIMS, ces cellules fonctionnent par cycles et
différencient les ions en fonction de leur temps de passage au sein de la cellule de mobilité. Ces
cellules permettent indirectement le calcul de section efficace grace a une courbe d’étalonnage
établie a I’aide d’analytes dont la section efficace a préalablement été déterminée par DTIMS 7.

L’IMS peut se faire dans deux conditions de pression : Soit & pression atmosphérique (DTIMS,
APIMS, FAIMS), soit a pression réduite (DTIMS et TWIMS). Le fait de travailler a pression réduite
permet une meilleure focalisation et une meilleure transmission des ions. En effet, dans le cas des
cellules a pression atmosphérique, le transfert des ions d’une pression atmosphérique vers le vide
entraine une perte de sensibilité.

Alors que les cellules DTIMS et FAIMS sont plut6t réservées a 1’analyse de protéines seules et
aux petits agrégats non-covalents, les cellules TWIMS sont adaptées a une large gamme de masse de
protéines et de complexes. Parmi les applications des cellules TWIMS en biologie, nous
différencierons les applications analytiques permettant la séparation de différentes conformations en
phase gazeuse, des applications structurales telles que la mesure de la taille de complexes permettant

178-180

d’affiner les cartes d’interactions entre différents partenaires d’un complexe , le suivi de

9, 106

changements conformationnels . D’obtention d’informations concernant la topologie et les

steechiométries d’interaction de peptides et de protéines oligomériques 109,181,

2 Caractéristiques des cellules de mobilité ionique de type TWIMS

Lors de ce travail de thése, nous avons utilisé deux instruments de générations différentes, les
Synapt G1 et G2 HDMS. Ces instruments de type Quadrip6le-TOF, couplés a une source nano-

¢lectrospray, sont munis d’une cellule de mobilité de type TWIMS.
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2.1 Description et principe de fonctionnement de la cellule TWIMS du Synapt HDMS G1

a. Description de la cellule TWIMS du Synapt HDMS G1

Les cellules de mobilité Triwave sont constituées de 3 cellules appelées cellules Trap, IMS et
Transfer formées de plusieurs guides d’ions de type SRIG (Figure 23).

Trap IMS i Transfer
TrapCE TrapBias Transfer CE !
! ! 100 mm 185 mm i 100 mm
Trap | Cellule | Transfer < <
TWave | IMS | T-wave ' ). | 7 T et e

. B S i .
lons provenant T ‘ | Analyseur ‘ R :
du quadripéle W) @J)Jm—l' TOF @ -« d i e
A o e f A
. 33 paires 61 paires { 33 paires

d’électrodes d’électrodes id’électrodes

Figure 23 : Présentation de la cellule TWIMS du Synapt G1 HDMS. Panel de gauche : schéma de la cellule Triwave Panel de
droite : photo de la cellule Triwave.

Ces guides d’ions sont composés de plusieurs électrodes annulaires fonctionnant par paires dont
I’épaisseur est de 0,5 mm, le diamétre interne de 5 mm et 1’espacement de 1,5 mm. Les cellules Trap
et Transfer sont constituées de 33 paires de lentilles réparties sur une longueur de 100 mm, alors que

la cellule IMS est constituée de 61 paires d’électrodes sur une longueur de 185 mm % (Figure 23).

Les guides d’ions Trap et Transfer sont dans une méme enceinte, remplie d’argon, dont la
pression est de I’ordre de 10 mbar, alors que la cellule IMS est située dans un compartiment fermé,
rempli d’azote ou la pression atteinte peut étre comprise entre 0,2-0,9 mbar, permettant ainsi la

séparation des ions en fonction de leur mobilité ionique.

b. Principe de fonctionnement des guides d'ions des cellules TWIMS

Les ions traversant les guides d’ions sont soumis a deux types de voltage :

- le premier est alternatif et permet de confiner les ions au sein du guide d’ions,
- le second est continu créant des impulsions de potentiels qui se déplacent de paires de
lentilles en paires de lentilles, permettant le transport des ions a travers le guide d’ions, grace

a une onde réguliére dont la hauteur et la vitesse peuvent étre contrélées.

Le voltage alternatif est créé par 1’application d’une radiofréquence en opposition de phase sur
les différentes lentilles des guides d’ions de sorte que des lentilles adjacentes soient alternativement
chargées positivement et négativement. L’application de ce voltage alternatif conduit a la création

d’un puits de potentiel (Figure 24).
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Figure 24 : Guide d’ions. a) Schéma représentatif du fonctionnement d’un guide d’ions de type T-wave. b) Représentation des puits
de potentiels observés dans un guide d’ions T-wave. D’aprés > 182,

Ce potentiel, minimum au centre du guide d’ions, augmente de maniere exponentielle a proximité
des lentilles, repoussant les ions en son centre, évitant ainsi les phénoménes de diffusion radiale .
En paralléle, des puits de potentiels transversaux, observables a proximité des lentilles, sont capables
de piéger les ions ralentissant ou empéchant leur progression au sein des guides d’ions. La présence
d’une tension continue appliquée entre 1’entrée et la sortie du guide d’ions permet de limiter ce

phénomeéne et assure une transmission optimale des ions.

c. Role des différents guides d’ions

La cellule IMS contrairement aux cellules Trap et Transfer fonctionne par cycle. Par conséquent,
I’une des fonctions de la cellule Trap est de stocker les ions avant leur introduction dans la cellule
IMS. Pour cela, la derniére électrode de la cellule Trap fonctionne en mode DC only et permet
d’envoyer périodiquement des ions dans la cellule IMS grace a une variation du potentiel de cette
lentille de + 5 V ®. De plus, la tension Trap Bias, appliquée a I’entrée de la cellule IMS permet de
fournir I’énergie cinétique nécessaire au transport des ions a travers la cellule IMS ou la pression est
de I’ordre de 0.5 mbar. Une fois séparé dans la cellule IMS, les ions sont transférés de maniére
continue au sein de la cellule Transfer dont le réle est de maintenir la séparation des ions tout en
transférant efficacement les ions vers 1’analyseur TOF. Afin de permettre une meilleure transmission
des ions, les premiéres et derniéres lentilles des guides d’ions de type T-wave ne fonctionne pas en

mode traveling wave de maniére a réduire I’énergie interne accumulée par les ions .

d. Séparation des ions dans la cellule IMS

La séparation des ions s’effectue au sein de la cellule IMS ou la hauteur et la vitesse des
vagues de potentiels sont controlées. Les ions injectés au sein de la cellule de mobilité sont entrainés
par les vagues de potentiel qui se propagent au sein de la cellule IMS. Sous I’effet des collisions avec
les molécules de gaz, ils seront freinés en fonction de leur mobilité et plus particulierement en

fonction de leur charge et de leur conformation en phase gazeuse. Ainsi, les ions ralentis ne pourront
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pas suivre la vague de potentiel n, subissant un mouvement de retour en arriere et seront finalement

entrainés par la vague suivante n+1 (Figure 25). *
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Figure 25 : Séparation des ions dans la cellule IMS. Les vagues de potentiel successives (n, n+1 et n+2) sont espacées de 6 lentilles
au sein du guide d’ion SRIG sur une Synapt HDMS G1. D’aprés 153 18,

Les ions ayant une mobilité plus importante seront moins souvent soumis a ces mouvements de
retour en arriere que les ions de faible mobilité. Par conséquent, ils seront drainés plus rapidement a
travers la cellule IMS (Figure 25). Ainsi, plus la mobilité d’un ion est importante plus le temps de

passage des ions dans la cellule de mobilité sera court.

Pour un méme état de charge, plus un ion aura une structure compacte, moins il sera ralenti
par les molécules de gaz. Le nombre de mouvements de retour en arriere étant moins important que
pour des structures étendues, le temps de passage des ions dans la cellule de mobilité est donc plus
court. Ainsi, pour des ions ayant les mémes états de charge, le temps de passage des ions au sein de

la cellule IMS augmente lorsque sa section efficace augmente (Figure 26).
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Figure 26 : Représentation schématique de fonctionnement d’une cellule de mobilité ionique de type Traveling Wave.
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Pour des ions de sections efficaces identiques, plus un ion sera chargé, plus il sera acceléré au
sein de la cellule de mobilité sous 1’effet du champ électrique et moins il subira de mouvements de
retour en arriere. Ainsi, pour des ions de mémes sections efficaces, le temps de passage des ions au

sein de la cellule IMS augmente lorsque la charge diminue (Figure 26) 1°* 18,

2.2 Comparaison des cellules IMS des Synapt G1 et G2 HDMS

Bien que la cellule Triwave du Synapt HDMS G1 permette d’obtenir des résultats avec une
bonne sensibilité, elle ne permet pas d’atteindre les résolutions obtenues avec des cellules de mobilité
classique (R = 80 pour une cellule DTIMS) **. Par conséquent, plusieurs améliorations de la cellule
Triwave ont été réalisées par le constructeur Waters afin d’augmenter la résolution de leurs cellules
de mobilité de type TWIMS. Ainsi un instrument de nouvelle génération, le Synapt HDMS G2
possédant cette nouvelle cellule, a été commercialisé en 2009. Afin de mieux comprendre les
consequences de ces améliorations, ce paragraphe sera consacré a la comparaison des cellules
Triwave des Synapt G1 et G2 HDMS.

Afin d'augmenter la résolution de la cellule IMS, plusieurs axes de développement ont été
envisageés : une augmentation de la taille de la cellule IMS, une augmentation du nombre de vagues

de potentiels au sein de la cellule IMS ou une modification des paramétres de mobilité ionique.

a. Augmentation de la taille de la cellule IMS

Sur les instruments de type TWIMS, les vagues sont formées grace a 1’application d’un potentiel
continu se propageant de paires de lentilles en paires de lentilles, formant des vagues de potentiels.
Afin d’améliorer la qualité des séparations par IMS, le nombre de vagues au sein de la cellule de
mobilité doit étre augmenté. Par conséquent, sur le Synapt G2, 18 paires de lentilles supplémentaires
ont été ajoutées au niveau de la cellule IMS ce qui correspond a une augmentation de 69 mm de la

cellule de mobilité (Figure 27) 70 1%,
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Figure 27 : Comparaison des cellules de mobilité des Synapt HDMS G1 et G2. Chaque cellule est formée de 3 compartiments
appelés Trap T-Wave, cellule IMS et Transfer T-Wave. Les gaz présents au sein de ces cellules ainsi que les pressions appliquées sont
indiquées en bleu. Le nombre de paires de lentilles ainsi que la dimension de la cellule IMS sont aussi précisés.
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b. Augmentation du nombre de vagues de potentiels au sein de la cellule IMS

Une simulation de la forme des vagues appliquées dans le Synapt G1 a permis de montrer que le
potentiel appliqué au niveau des lentilles du guide d’ions SRIG décroit de manié¢re importante pour
atteindre un minimum au centre du guide d’ions égal & 60% de la valeur du potentiel appliqué
(Figure 28, a et b) *°. Etant donné que le potentiel appliqué au centre du guide d’ions est celui qui
permet réellement la séparation des ions, pour augmenter la résolution en mobilité ionique, il a
sembl¢ intéressant d’augmenter ce potentiel. Afin d’augmenter la distance parcourue par les ions au
centre des guides d’ions, les vagues de potentiels ne sont plus appliquées sur deux paires de lentilles,

mais sur quatre, permettant d’appliquer 90% du potentiel choisi au centre des vagues (Figure 28, b et

C) 185.

a) b) Synapt G1
Voltage appliqué toutes

Potentielilappliqué 60% du potentiel k Maximum de E les 6 paires de lentilles
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Figure 28 : Différence entre les vagues de potentiel des Synapt G1 et G2 HDMS. a) Coupe transversale d’une vague de potentiel
T-Wave de 10 V dans un SRIG modélisée par le logiciel SIMION. Comparaison des tensions appliquées sur les vagues T- Wave et des
motifs de répétition entre les Synapt G1 (b) et G2 (c) HDMS. Adapté d’apres 18 18

De plus, afin d’augmenter la séparation par IMS, les vagues de potentiels sont espacées de 4
paires de lentilles au lieu de 6 (Figure 28, b).

c. Augmentation de la pression dans la cellule IMS

Afin d’améliorer la résolution de la cellule de mobilité ionique, la pression dans la cellule IMS a
été augmentée *®. Toutefois, augmenter la pression en N, impliquerait I'utilisation de potentiels plus
énergétiques au point d’injection des ions dans la cellule de mobilité, conduisant a une perte des ions
par diffusion ou fragmentation. Afin d’éviter ces problémes, une chambre d’hélium a été ajoutée en
amont de la cellule IMS (Figure 27). Les ions étant plus mobiles dans 1’hélium que dans 1’azote, les
tensions d’accélération utilisées sont donc moins énergétiques, réduisant ainsi les phénomeénes de
fragmentation. Cette cellule d’hélium de 7 mm de long est composée de 4 électrodes annulaires en
mode RF-only. Elle est séparée de la cellule IMS par une lentille dont le diamétre interne est de 2
mm pour éviter les diffusions de gaz de la cellule d’hélium a la cellule IMS. La présence de cette
cellule d’hélium permet de travailler avec des pressions de I’ordre de 3 mbar dans la cellule IMS sans

altérer la transmission des ions %,

41



Partie 1 : Introduction Bibliographique

d. Conclusion

L’augmentation de la longueur de la cellule IMS, 1’augmentation des vitesses et hauteurs de
vagues ainsi que I’augmentation de la pression de travail dans la cellule IMS ont permis de multiplier
par 4 la résolution obtenue en mobilité ionique sur les instruments de nouvelle génération .

Toutefois, ’ensemble des modifications apportées au niveau du Synapt G2 a conduit a une
complexification de I’optimisation des parametres de mobilité ionique qui sera détaillée dans

troisieme partie de cette these.

2.3 Acquisition et représentation des données

Le couplage IM-MS permet d’obtenir simultanément une information concernant le temps de
passage des ions dans la cellule de mobilité et les rapports m/z gréce a un unique détecteur situé
aprés I’analyseur TOF. En effet, en I’absence de détecteur en sortie de cellule IMS, le paramétre qui
est mesuré, est le temps mis par les ions pour aller de I’entrée de la cellule de mobilité jusqu’au
détecteur. Afin d’assurer une mesure précise des temps de passage des ions dans la cellule de

mobilité, la cellule IMS et I’analyseur TOF fonctionnent de maniére synchronisée (Figure 29).

Temps de passage des ionsde la cellule IMS a 'analyseur TOF

| Injectiondesions
TRAP [« dans la cellule IMS

__Signal de déclenchement du cycle IMS

-
Cycle IMS
IMS 200 cycles TOF P Délai
Synchronisation del'analyseur TOF et de la cellule IMS
f —-—I |—~ Durée d’un cycle TOF
Analyseur
TOF

i ————————

Durée d’enregistrement des données par le détecteur

Figure 29 : Synchronisation des parties Trap et IMS avec I’analyseur TOF lors d’une analyse par IM-MS (D’aprés Waters).
La partie colorée en rose correspond a la durée d’un cycle IMS (200 cycles TOF).

Cette synchronisation est nécessaire, car la cellule de mobilité ionique fonctionne par cycles
de I’ordre de quelques millisecondes alors que les cycles de 1’analyseur de type temps de vol sont de
I’ordre de la microseconde.

Ainsi, sur les Synapt HDMS, un cycle IMS correspond a 200 cycles TOF. A chaque fin de
cycle IMS, un nouveau paquet d’ions est injecté dans la cellule IMS et le nombre de cycles TOF est
réinitialisé. Afin de déterminer le temps de passage des ions dans la cellule de mobilite, il faut
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multiplier le nombre de cycles TOF effectués depuis I’injection dans la cellule IMS par la durée d’un
cycle TOF (ou Pusher Cycle Time).

A la fin d’une acquisition, les spectres obtenus au cours de chacun des 200 cycles TOF sont
sommeés de maniére a fournir un spectre, appelé mobilogramme, représentant le temps de passage des
différents ions dans la cellule de mobilité. Ce mobilogramme est divisé en 200 canaux
correspondants aux nombres de cycles TOF ayant lieu pendant un cycle IMS.

A TDissu de chaque acquisition, les résultats obtenus peuvent &tre visualisés grace a une
représentation graphique appelée Driftscope, (Figure 30, a) représentant le spectre de masse (m/z)

(Figure 30, b) en fonction du temps de passage des ions dans la cellule de mobilité comme le montre

la Figure 30.
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Figure 30 : Représentation graphique d’une acquisition en couplage IM-MS. a) Driftscope : représentation du spectre de masse en
fonction du temps de passage dans la cellule de mobilité (mobilogramme). b) Spectre de masse correspondant a 1’analyse d’un
anticorps. ¢) Mobilogrammes extraits des états de charges 26, 27, 28 et 29+ d’un anticorps analysé par IM-MS.

A partir du mobilogramme, il est possible d’extraire la mobilité d’un ion de m/z choisi afin de

comparer plusieurs conditions expérimentales (Figure 30, c).
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Conclusion de cette partie

Cette étude bibliographique a eu pour but de présenter les différentes problématiques liées a
I’é¢tude des complexes et de leurs interactions. Nous avons souhaité présenter une vue d’ensemble
des approches analytiques permettant ’étude de ces complexes multiprotéiques et plus
particulierement le r6le des approches analytiques basées sur des techniques MS.

Les développements instrumentaux et méthodologiques réalisés ces derniéres années dans les
domaines de la MS et de I’IM-MS supramoléculaires ont permis d’accéder a I’étude de complexes
biologiques intacts en phase gazeuse par la mesure de leur masse, mais aussi par la détermination de
leur conformation en phase gazeuse. Les avancées réalisées ces derniéres années ont permis
d’étendre les possibilités offertes par la MS grace a I’amélioration de la résolution et de la sensibilité
des instruments, mais aussi grace a 1’automatisation de systémes d’injection nécessitant de faibles
quantités d’échantillons.

Cependant, de nombreuses questions subsistent, car 1’étude de I’ensemble des interactions
existant au sein des cellules est relativement complexe et nécessite notamment le développement de
la MS et de I’'IM-MS pour I’é¢tude de mélanges complexes et de trés hauts poids moléculaires ainsi

gue I’amélioration des méthodes de préparation de ces échantillons.
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Partie 2 : Optimisations expérimentales et
instrumentales pour I'analyse par MS et IM-MS de
complexes supramoléculaires en biologie

Cette partie a pour but de présenter de manicre détaillée les différentes étapes clés d’une analyse
par MS et IM-MS supramoléculaires. Les différents instruments utilisés au cours de ce travail de
these seront présentés de facon approfondie afin de mieux comprendre les différentes parties de ce
travail. L’importance de 1’optimisation des parameétres instrumentaux sera notamment illustrée au

travers de différents exemples d’application.

Chapitre 1 : Préparation  d’échantillons pour la MS et PIM-MS

supramoléculaires

Chapitre 2 : Optimisations instrumentales en MS supramoléculaire sur le Synapt
HDMS G2

Chapitre 3 : Optimisations instrumentales en IM-MS sur les instuments de type
Synapt HDMS

Chapitre 4 : Les informations déduites des analyses par MS et IM-MS

supramoléculaires

Chapitre 5 : Comparaisons des données obtenues sur les Synapt G1 et G2 par
MS et IM-MS

45



Partie 2 : Optimisations expérimentales et instrumentales pour I’analyse par IM-MS de complexes supramoléculaires

46



Partie 2 : Optimisations expérimentales et instrumentales pour I’analyse par IM-MS de complexes supramoléculaires

Chapitre 1 : Préparation d’échantillons pour la MS et
I'IM-MS supramoléculaires

La plupart des échantillons biologiques que nous avons a analyser par MS sont produits puis
purifiés dans des tampons adaptés aux protéines. Toutefois, ces tampons contiennent de nombreux
composés non volatils (sels, détergents, réducteurs. ), non compatibles avec une analyse par MS. En
effet, ces composés entrainent une suppression du signal et forment des adduits compliquant
I’interprétation des spectres de masse *®’. L’une des premiéres étapes lors d’une analyse par MS
supramoléculaire est donc I’échange du tampon de purification par un tampon compatible avec
I’ionisation de type électrospay aussi appelé dessalage. Cette étape est importante, car elle
conditionne la qualité des résultats obtenus. C'est pourquoi une optimisation rigoureuse du choix du

tampon d’échange ainsi que de la méthode de dessalage est indispensable.

1 Choix du tampon

Lors du choix du tampon, il est important de prendre en compte la nature du tampon, sa force
ionique ainsi que son pH afin de ne pas entrainer des modifications fortuites au niveau des

échantillons analysés.

1.1 Nature du tampon d’échange

Plusieurs tampons sont couramment utilis€s en MS, il s’agit de sels d’ammonium tels que le
bicarbonate d’ammonium ou I’acétate d’ammonium '*’. Ces sels volatils compatibles avec I’ESI
permettent de préserver la stabilité des protéines en solution et 1’intégrit¢ des complexes non-
covalents. Dans certains cas, les protéines précipitent dans ces sels d’ammonium, nous avons alors
recourt a d’autres sels comme le formiate d’ammonium, le bicarbonate de triéthylammomium ou

I’acétate de pyridinium > %1%,

1.2 Choix de la force ionique du tampon

La force ionique du tampon doit étre finement optimisée. En effet en fonction des échantillons,
elle peut étre de ’ordre que quelques mM a 1 ou 2 M. Par conséquent, il est important d’adapter la
force ionique du tampon d’échange a la celle du tampon de purification. D’autre part, la force
ionique du tampon joue un rdle important dans la stabilité de certains complexes tels que des
complexes protéine/acides nucléiques. En effet, comme le montre la Figure 1, une augmentation de

la force ionique de 250 mM a 1 M peut conduire a une déstabilisation d’un complexe multiprotéique
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(mMTGT-mQTRD1-ARNLt) se caractérisant sur les spectres de masse par une diminution des signaux
de ce complexe et une augmentation des signaux des partenaires seuls (MTGT et dimére mQTRD1).
Cette analyse nous montre aussi ’influence de la force ionique sur la finesse des pics. En effet, avec
un tampon acétate d’ammonium a 1 M, le pic de 1’état de charge 13+ est plus large (Hy2 = 21.53 m/z)

qu’avec un tampon a 250 mM (Hy, = 2.07 m/z).
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Figure 1 : Effet de la force ionique du tampon sur la stabilité des complexes en phase gazeuse. Analyse d’un complexe protéines/ARN
a différentes concentrations en acétate d’ammonium (Vc= 150V, Pi = 5.5 mbar), & @, &0 et &2 correspondent respectivement a
mTGT, (MQTRD1), mTGT/mQTRD1 et mMTGT/mQTRD1/ARNY).

Inversement, nous avons mis en évidence lors de 1’étude d’une protéine de haut poids
moléculaire, détaillée dans la partie 4 de ce manuscrit, que 1’augmentation de la force ionique
permettait de stabiliser des états d’oligomérisation élevés.

Par conséquent, la force ionique du tampon doit étre adaptée a chaque échantillon. Généralement,
lors d’une premiere étude, la force ionique du tampon d’échange utilisé est identique a celle du

tampon de purification de la protéine étudiee

1.3 Effet du pH sur la stabilité des complexes étudiés

Le dernier parametre a prendre en compte est le pH de la solution. En effet, le pH peut avoir une
incidence sur la conformation et la stabilité des protéines en solution. C’est pourquoi nous utilisons
généralement des pH proches des valeurs physiologiques. Cependant la gamme de pH que nous
pouvons explorer va des pH 4 a 9. Pour cela le pH de 1’acétate d’ammonium est ajusté a I’aide
d’acides et de bases compatibles avec la MS a savoir de ’acide formique ou une solution

d’ammoniaque.
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Une ¢étude réalisée précédemment au sein du laboratoire a permis de mettre en évidence I’effet du
pH sur la stabilit¢ de I’héxamere non-covalent de HPrK/P (Histidine-containing protein
kinase/phosphatase) (Figure 2).
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Figure 2 : Influence du pH sur la stabilité de I’hexamére de HPr K/P (D’aprés 1*°). Analyse de I’héxamére de HPrK/P diluée a 20
UM dans un tampon acétate d’ammonium 10mM est ajusté a I’aide d’une solution d’ammoniaque, Vc = 200V, Pi = 6.5 mbar. a) pH
6.8, b) pH 8.5 c) pH9.5. M = monomérique, D = dimérique, H = héxameére de HPrK/P.

A pH 6.8 (Figure 2, a), I’hexamére HPrK/P est majoritairement observé (80%) alors qu’a pH 8.5,
I’intensité correspondant a I’hexamere diminue (35%) au profit des formes monomériques (50%) et
dimériques (15%) de HPrK/P (Figure 2, b). A pH 9.5 (Figure 2, c), la protéine est majoritairement
sous forme monomérique (70%) et dimérique (20%). En conclusion, 1’utilisation de pH basiques
conduit a la dissociation de I’héxamére de HPrK/P sous forme de diméres et de monomeéres.

Au cours de cette thése, nous avons étudié une autre protéine sensible au pH, I’alpha synucléine.
Cette protéine est présente minoritairement sous forme dimérique (en rouge) lorsqu’elle est étudiée a
pH physiologique (Figure 3). A pH acide, cette forme dimérique disparait, suggérant une
déstabilisation des interactions non-covalentes. D’autre part, nous avons pu observer un décalage des
états de charges de la protéine monomérique (en bleu) suggérant une ouverture de la protéine a pH
acide. (Figure 3).
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Figure 3 : Effet du pH sur l’ionisation de la protéine alpha-synucléine. La protéine alpha-synucléine dessalée deux fois par
filtration sur gel (Zeba) a été analysée a pH 7 ou 2,5. (20 uM, V=60 V, Pi = 4.5 mbar).

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par 1’équipe de Bowers MT sur cette protéine ***.
En conclusion, il est important d’optimiser le pH du tampon d’échange afin de préserver les

interactions non-covalentes existantes au sein des complexes étudiés par MS supramoléculaire.

1.4 Composés non volatils incompatibles avec la MS supramoléculaire

Afin de faciliter les étapes d’échanges de tampons, certains composés non compatibles avec la
MS doivent étre enlevés lors des étapes de purification des protéines.

Au cours de ce travail de thése, nous avons pu observer qu’il était préférable de remplacer
I’HEPES par du Tris qui ne perturbe pas les échanges de tampon. De méme, nous avons pu mettre en
évidence qu’il était préférable d’utiliser le DTT, comme agent réducteur, plutét que le f-
mercaptoéthanol qui entraine la formation d’adduits covalents de +78 Da sur les protéines. Enfin, le
glycérol, qui est un agent de conservation ne doit pas étre ajouté a des échantillons destinés a une

analyse par MS, car il altére la qualité des spectres méme aprés dessalage *2.

2 Choix de la méthode de dessalage

Plusieurs méthodes de dessalage peuvent étre utilisées telles que la filtration sur gel,
’ultrafiltration et la dialyse.

La filtration sur gel ou chromatographie d’exclusion stérique est une technique basée sur la
différence de taille entre les molécules. Les colonnes de filtration sur gel sont composées de billes
poreuses capables de retenir les petites molécules et non les grosses. Ainsi lors du passage de
I’échantillon sur la colonne, les protéines ne seront pas retenues et sortiront rapidement de la colonne

alors que la plupart des contaminants passant par les pores ne sortiront qu’en dernier. Nous disposons
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de deux types de colonnes : les colonnes « Zeba » (ThermoFisherScientific) ou la filtration sur gel est
réalisée par centrifugation et les colonnes « NAP-5 » (GE Healthcare) ou la filtration se fait par
gravité. Les dessalages sur colonne Zeba sont rapides avec des rendements souvent plus élevés que
sur les colonnes NAP-5 qui sont plus longs et qui conduisent a la dilution de 1’échantillon.
Cependant, pour certains échantillons tels que les anticorps, des dessalages sur NAP-5 sont plus
efficaces que sur colonne Zeba comme en témoigne la diminution des largeurs des pics & mi-hauteur
(Hi) (Figure 4, a-c). Toutefois, dans le cas de 1’anticorps Hz515VL2, un dessalage sur NAP-5 a
conduit a une augmentation des états de charges majoritaires suggérant une dénaturation partielle de

I’anticorps provoquée par I’échange de tampon.

a) Zeba (2 cycles)

100 22+
%
S Hig 22 = 36,1m/z
o|Z51151s .
b) NAP (1 cycle) e o Décalage des états de
100 charge majoritaires
%
0| Z511895F Hiz :22_,=27,6m£
c) NAP (2 cycles) ses GOF/G2F: M,,es,c =150285% 4 Da
100 G1F/G2F: Mopasurie = 1504462 4 Da
G2F/G2F: M recprse = 1506022 6 Da
%
e Hip oy = 25,8
oLZ311908 L M1z ﬁi”f_ m/z
4600 5500 6500 7500 2100

Figure 4: Effet de la méthode de dessalage sur la désolvatation des protéines. a-c) Analyse de I’anticorps Hz515VL2 2uM en
conditions natives (Tampon AcNH, 150mM, pH 7.5, V¢ = 200 V, Pi = 7 mbar).

L’ultrafiltration permet une séparation des molécules en fonction de leur taille grace a une
membrane dont la porosité est définie. Ainsi, toutes les molécules inférieures a la porosité choisie
passeront a travers la membrane. Au laboratoire, nous utilisons des colonnes Vivaspins (Sartorius)
qui sont utilisées pour les dessalages, mais aussi pour concentrer des échantillons. Le temps de
dessalage par ultrafiltration est variable en fonction des échantillons et peut conduire dans certains
cas a une précipitation des protéines sur la membrane. Toutefois, comme nous le verrons dans la
derniére partie de cette these, cette technique est trés utile pour le dessalage des protéines de hauts
poids moléculaires.

La dialyse permet un échange de tampon par équilibre osmotique. Nous disposons de capsule de
dialyse (Side A-Lyser, Thermo) possédant une membrane perméable dont la taille des pores doit étre
choisie en fonction de la protéine étudiée. Les molécules inférieures au diamétre des pores
s’échangeront de part et d’autre de la membrane jusqu’a atteindre un équilibre osmotique. Cette

méthode de dessalage est longue et peut conduire a une dilution de 1’échantillon.

51



Partie 2 : Optimisations expérimentales et instrumentales pour I’analyse par IM-MS de complexes supramoléculaires

La technique de dessalage doit étre finement optimisée pour obtenir le meilleur dessalage
possible. Cette étape est primordiale pour garantir des spectres de bonne qualité et par conséquent les
meilleurs résultats possibles.

Lors de I’initiation d’un nouveau projet, les différentes techniques de dessalage sont donc
comparées afin de retenir la technique la plus rapide, permettant un dessalage correct de 1’échantillon
avec des états de charges les plus petits possible suggérant une conservation de 1’état natif de la

protéine.

3 Lesligands et leur solution de stockage : compatibilité avec I’ESI

D’autres types d’échantillons nécessitent aussi une grande attention, il s’agit des ligands de
synthése, souvent stockés dans du DMSO ou de I’éthanol. Toutefois, dans certains cas, le DMSO
comme 1’¢thanol peuvent avoir des effets delétéres sur les protéines.

La Figure 5 montre I’effet de ces deux composés sur la qualité des spectres de masse.
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Figure 5 : Effet de I’éthanol et du DMSO sur la qualité des spectres de masse. La protéine PDF1B a été analysée en conditions
natives apres ajout de a) 1, b) 5 ou ¢) 10% d’éthanol ou d) de 5% de DMSO. Les courants d’ions totaux ont été enregistrés pendant 14
scans de 4 secondes (I(1-o4)). Les fleches indiquent la présence de bruit de fond.

Lorsque la concentration en éthanol augmente (de 1 a 5%), une augmentation du courant d’ion
total est observée (Figure 5 a, b). Toutefois, pour des concentrations plus élevées en éthanol (Figure
9, ¢), une augmentation du bruit de fond ainsi qu’une perte de 1’efficacité d’ionisation sont observées
comme le montre I’enregistrement du courant d’ion total (Diminution de 1’intensité du signal de 30%
entre 5 et 10% d’éthanol). Par conséquent, il est possible d’utiliser de 1’éthanol lors d’étude
d’interaction protéine/ligand. Toutefois, il est important de veérifier que ce dernier n’altére pas le

spectre ESI-MS de la protéine étudiée.
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De méme, lorsque de fortes quantités de DMSO sont utilisees (5%), une diminution importante
du courant d’ion total est observée (Figure 5, a et d). De plus, une augmentation de la distribution des
états de charge est observée suggérant une augmentation des sites accessibles a la protonation. De
fortes concentrations en DMSO peuvent donc conduire a des changements conformationnels comme
I’a montré récemment 1’équipe de Sterling 2. Cette étude nous a permis de mettre en évidence que
le DMSO pouvait avoir un effet délétere sur I’efficacité d’ionisation des protéines ainsi qu’un effet
sur la conformation de ces dernieres (Figure 5, d).

Par conséquent, lorsque cela est possible, les ligands stockés dans du DMSO sont dilués dans de
I’éthanol puis soumis a plusieurs étapes de séchage sous vide puis solubilisation dans I’éthanol. La
plupart des protéines peuvent ensuite étre analysées par MS avec des concentrations en éthanol
inférieures a 5%. Toutefois, un contrble doit systématiquement étre réalisé pour vérifier la stabilité

des protéines en présence d’éthanol ou de DMSO.
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Chapitre 2 : Optimisations instrumentales en MS
supramoléculaire sur le Synapt HDMS G2

La seconde étape importante lors de la réalisation d’analyses par MS supramoléculaire est
I’optimisation des parameétres instrumentaux. Il est donc essentiel de connaitre le fonctionnement de
chaque instrument et ses spécificités. Les optimisations réalisees au cours de ce travail de these
seront présentées de maniére détaillée sur le Synapt HDMS G2.

1 Désolvatation - maintien des interactions non-covalentes en phase gazeuse, une

question de compromis

Lors de I’optimisation des parameétres instrumentaux, il est important de contrdler 1’énergie
cinétique transmise aux ions. En effet, pour obtenir des spectres de bonne qualité, permettant de
mesurer des masses précises, il est important de communiquer aux ions une énergie cinétique
suffisante pour permettre une bonne désolvatation des ions. Toutefois si cette énergie est trop
importante, elle peut entrainer la dissociation des complexes en phase gazeuse. Par conséquent, il est
important de trouver le bon compromis entre les parametres jouant un réle dans la désolvatation, a
savoir, la tension d’accélération (Vc), la pression de gaz dans I’interface (Pi), mais aussi dans une

moindre mesure la température de désolvatation.

1.1 Potentiel d’accélération (Vc)

Le potentiel d’accélération est appliqué au niveau du cone d’échantillonnage et permet
d’augmenter 1’énergie cinétique des ions qui, lors des collisions avec les molécules de gaz, est
convertie en énergie interne. L’augmentation de cette tension entraine donc des collisions plus
énergétiques entre les ions et les molécules de gaz environnantes, conduisant a une augmentation de
I’énergie interne des ions, et par conséquent a leur désolvatation. Cette augmentation se traduit sur le
spectre de masse par une diminution de la largeur de pics a mi-hauteur, permettant des mesures de
masse precises (Mmesurce sov = 150411 = 8 Da, Mmesure 170v = 152 157 = 36 Da, Mincorgive =
150 389 Da) (Figure 6).
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Figure 6 : Effet du potentiel d’accélération Vc sur la désolvatation des ions. Analyse d’un anticorps entier (Hz515QVQ) dessalé
deux fois par filtration sur gel (NAP-5) puis ultrafiltration (Vivaspin 30 kDa), infusé a 2 uM en conditions natives (Tampon AcNH,
150 mM, pH 7,5, Pi = 7 mbar)

Toutefois, des énergies trop importantes peuvent conduire a la dissociation des complexes non-
covalents comme I’illustre 1’étude d’une protéine multimérique, la protéine chaperone GroEL
(Figure 7). Nous avons pu mettre en évidence qu’une augmentation du potentiel d’accélération de
100 a 150V conduisait a une dissociation de cette protéine de 14-mer en une sous-unité
monomérigque possedant un nombre de charges élevé et un oligomere formé de 13 sous-unités. Cette

dissociation est d’autant plus importante que le potentiel d’accélération est €élevé.
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Figure 7 : Effet du potentiel d’accélération Vc sur la dissociation des complexes non-covalents en phase gazeuse. Analyse de la
protéine GroeL dessalée 10 fois par ultrafiltration (Vivaspin 2mL, 50 kDa) infusée a 2uM (Tampon AcNH,; 200 mM, pH 6,9, Pi =7
mbar).a différent V¢ : 100, 150 et 200 V.
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1.2 Pression dans l'interface (Pi)

La pression dans I’interface joue aussi un rdle important puisque 1’augmentation de celle-Ci
entraine une augmentation du nombre de molécules de gaz par unité de volume. Ainsi, les collisions
ions-molécules de gaz sont plus nombreuses, toutefois, celles-ci sont moins énergétiques. Par
conséquent, cette augmentation de pression permet de préserver I’intégrité des interactions non-
covalentes ***. Pour une tension d’accélération fixe, une diminution de la pression va permettre une

diminution de la largeur des pics de masse a mi-hauteur (Figure 8).
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Figure 8 : Effet de la pression dans I’interface sur la désolvatation des protéines en phase gazeuse. Analyse de la protéine mTGT
dessalée deux fois par filtration sur gel (Zeba), infusée a 15 puM dans un tampon AcNH, 150 mM Vc=140V.

Par conséquent, une optimisation rigoureuse de la pression doit étre réalisée pour préserver les

complexes non-covalents en phase gazeuse tout en conservant une bonne désolvatation des ions.

1.3 Température en source

Un autre parametre ayant un réle sur la désolvatation est la température en source. Afin de mettre
en évidence l’effet de ce paramétre, nous avons analysé une protéine a deux températures
différentes : 40 et 90°C (Figure 9). Nous avons ainsi pu mettre en évidence qu’a une faible
température en source : 40°C, des adduits de 150 Da sont présents sur la protéine. Au contraire, une
augmentation de la température de désolvatation permet une meilleure désolvatation des ions et donc
permet d’éliminer les adduits présents sur la protéine. Cette augmentation de la désolvatation peut
s’accompagner d’une diminution de la largeur des pics a mi-hauteur et donc d’améliorer la précision

de mesure de masse %,
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Figure 9 : Effet de la température en source sur la présence d’adduits. Analyse de la protéine FRMSR en conditions dénaturantes
(Vc=40V, Pi = 3 mbar) avec des températures en source de 40°C (a) ou 90°C (b). ¢ correspond a des adduits de 150 Da.

Par conséquent, ce parametre doit étre optimisé pour permettre une désolvatation correcte des

ions en phase gazeuse.

2 Parameétres cruciaux pour la transmission des complexes en phase gazeuse

Les ions formés au niveau de la source d’ionisation doivent ensuite étre transmis de maniére
efficace vers I’analyseur. Afin d’augmenter le rendement de transmission des ions, différentes
interfaces ont été commercialisées : les multipdles (quadripdle/hexapdle) et les guides d’ions de
types SRIG. Les tensions électriques appliquées au niveau de ces guides d’ions vont permettre
d’assurer la focalisation des ions, leur thermalisation et leur transmission.

Ce paragraphe a pour but de présenter les différents paramétres expérimentaux permettant
I’observation de complexes non-covalents en phase gazeuse. Toutefois, les réglages nécessaires a la
transmission et a la détection de complexes de trés hauts poids moléculaires seront développés dans

la derniére partie de ce manuscrit.

2.1 Réle du potentiel d’accélération et de la pression dans l'interface

Parmi les parametres a optimiser, la tension d’accélération ainsi que la pression dans I’interface
jouent, a nouveau, un réle important sur la transmission des ions. En effet, 1’énergie cinétique
communiquée aux ions lors de 1’ionisation va permettre la transmission des ions dans la premicre
partie de I’interface.

L’effet de la tension d’accélération sur la transmission peut €tre mis en évidence par 1’évaluation

du courant d’ion total. Ainsi, nous avons pu montrer lors de 1’étude d’un anticorps (Figure 6) que le
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courant d’ion total était multiplié¢ par 4 lorsque la tension d’accélération était multipliée par 3 (Isov =
2120 coups, l170v = 8160 coups pour 15 scans de 4 secondes).

L’augmentation de la pression, quant a elle, va permettre de réduire I’énergie accumulée par les
ions. Ce processus, appelé thermalisation des ions, va permettre une meilleure focalisation des ions et
donc un meilleur rendement de transmission 0% 138 140142
Ainsi, la pression et la tension d’accélération doivent étre ajustées pour permettre une bonne

transmission des ions de la source a 1’analyseur.

2.2 Optimisation des parametres de transmission du quadripoéle (Quad Profile)

Le quadrip6le peut fonctionner soit en mode « RF only » servant uniquement de guide d’ions et

147,195 “soit en tant

permettant de transmettre efficacement les ions sur une gamme réduite de m/z
qu’analyseur. Dans ce dernier cas, au lieu d’appliquer une radiofréquence d’amplitude V fixe, une
rampe de tension V est balayée en continu (Mode Quad Profile). Ainsi, en balayant plusieurs zones
de m/z, il est possible d’¢largir la fenétre de transmission des ions. Lors de 1’étude de composés de
hauts poids moléculaires, le mode Quad Profile permet de favoriser la transmission des ions de hauts
rapports m/z au détriment des ions de faibles m/z. L’effet de ce paramétre sera illustré dans la

derniére partie de ce travail de thése lors de 1’étude de complexes de trés hauts poids moléculaires.

2.3 Tensions d’accélération des guides d’ions (Trap CE et Transfer CE)

Afin d’augmenter le rendement de transmission des ions, une optimisation des paramétres de
I’interface est nécessaire. Les Synapt HDMS, qui ont été les plus utilisés au cours de ce travail de
these, possedent a la fois un quadripdle permettant de favoriser ou non la transmission de certains

ions, mais aussi plusieurs séries de guides d’ions (Figure 10).
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Figure 10 : Schéma du Synapt HDMS G2 représentant les différents guides d’ions intervenant dans la transmission des ions en
phase gazeuse ainsi que les différents potentiels d’accélération appliqués au niveau de la cellule T-Wave (en rouge). D’aprés **°
(Ar : argon, He : Hélium, N, . azote).
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Parmi les différentes tensions d’accélération, celles ayant une grande importance lors de la
transmission des ions sont les potentiels d’accélération Trap CE et Transfer CE. Ces différences de
potentiel vont fournir une énergie cinétique aux ions permettant ainsi d’augmenter le rendement de
transmission des ions. Toutefois, comme précédemment, il est important de trouver un bon
compromis entre transmission et dissociation des complexes non-covalents. En effet, ces tensions
permettent d’augmenter la désolvatation et la transmission des ions toutefois, si I’énergie accumulée
est trop importante, les liaisons faibles peuvent étre rompues. Afin de mettre en évidence I’effet des
potentiels d’accélération, nous avons suivi la dissociation du groupement prosthétique de la
myoglobine de cceur de cheval (I’'Héme) en fonction des parameétres Ve, Trap CE et Transfer CE

(Figure 11).
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Figure 11 : Effet des tensions d’accélération V¢, Trap CE et Transfer CE sur la déstabilisation des interactions non-covalentes
en phase gazeuse. La myoglobine de cceur de cheval a été analysée en conditions natives (AcNH, 50 mM, pH6.8) sur le Synapt G2
HDMS. La dissociation du groupement prosthétique de la myoglobine a permis d’évaluer 1’effet des tensions d’accélérations Ve, Trap
CE et Transfer CE.

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence la dissociation de 50% de I’héme de la myoglobine pour
des valeurs de Trap et de Transfer CE de 54 V et 40 V respectivement. Ces valeurs sont nettement
inférieures a celles du V¢ induisant 50% de dissociation (Vc = 121 V). Les tensions d’accélération
Trap et Transfer CE sont donc plus énergétiques que celles appliquées au niveau du cone
d’échantillonnage.

D’autre part, lorsque les mémes tensions Trap CE et Transfer CE sont appliquées simultanément,
la dissociation de 50% de 1’héme est observée pour des tensions plus faibles (Trap CE = 18 V et
Transfer CE =18 V).

Ces différents parametres indépendants doivent donc étre optimises de maniére coordonnée pour

contréler I’énergie communiquée aux ions et éviter la dissociation des complexes en phase gazeuse.
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2.4 Conclusion concernant les optimisations expérimentales

En conclusion, lors de 1’étude de complexes non-covalents par MS, la pression dans ’interface
ainsi que les différentes tensions d’accélération doivent étre optimisées finement de I’interface au
temps de vol afin de trouver le meilleur compromis entre désolvatation, transmission des ions et

préservation de 1’intégrité des interactions non-covalentes (Figure 12).
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Figure 12 : Optimisation des tensions d’accélération et des pressions permettant une désolvatation et une transmission
correctes des ions sans rompre les interactions non-covalentes. Adapté d’apres **.

3 Choix du mode de digitalisation du signal

Depuis 1’avénement de la MS supramoléculaire, seuls des détecteurs de type MCP couplés a des
digitaliseurs de type TDC ont été utilisés. Cependant, les avantages liés a I’utilisation de détecteurs
de type MagnéTOF couplés a des digitaliseurs de type ADC ont conduit les constructeurs a équiper
leurs nouveaux instruments, tels que le Synapt G2, avec cette technologie '°. En effet, le Synapt G2
HDMS est équipé d’un détecteur de type MagnéTof couplé a deux systémes de digitalisation, soit
TDC, soit ADC. Le choix de I’'un ou ’autre des digitaliseurs est primordial notamment pour 1’étude
de protéine de tres hauts poids moléculaires. Les developpements réalisés sur le Synapt G2 nous ont
conduits a choisir le digitaliseur ADC uniquement pour 1’étude de petites molécules chimiques, pour
des complexes dont la gamme d’étude est comprise entre 500 et 6 000 m/z et pour les analyses
protéomiques. Le choix du systéme de digitalisation sera illustré dans la derniére partie de ce travail
de thése.
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4 Importance de I’étalonnage et choix des étalons

L’une des premiéres ¢étapes indispensables a 1’étude de complexes non-covalents en MS est
I’étalonnage des instruments qui doit étre réalise dans des conditions identiques a celles utilisées
pour I’échantillon a analyser. Le choix de 1’étalon est d’une grande importance puisqu’il doit couvrir
la totalit¢ de la gamme de m/z étudiée. Lors de I’étude de petites molécules (50 - 500 Da),
I’étalonnage doit étre réalisé avec une solution d’acide phosphorique. Pour des échantillons dont la
gamme de m/z s’étend de 500 a 2 500 m/z, I’étalon de référence est la myoglobine de cceur de cheval
diluée a 2 uM dans une solution eau/acétonitrile/acide 50/50/1 (Figure 13, a). Pour des édifices de
plus hauts poids moléculaires dont la gamme de m/z s’étend de 2 500 a 22 000 m/z, une solution
d’lodure de Césium (Csl) formant des clusters d’ions multichargés de type Csps1l, permet

d’étalonner correctement les instruments (Figure 13, b).
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Figure 13 : Gamme de m/z étalonnée en fonction des étalons choisis. a) Spectre de masse de la myoglobine de ceeur de cheval
(diluée & 2 pmol/ul dans un mélange eau/acétonitrile/acide formique 50/50/1) : V¢ = 40 V et Pi = 2,0 mbar. b) Spectre de masse d’une
solution de Csl (diluée a 1 mg/ml dans un mélange eau/isopropanol 50/50) : V¢ =200 V et Pi = 6,5 mbar.

D’autre part, lors de I’étalonnage des instruments, il est indispensable de s’assurer que la
concentration des étalons utilisés n’induit pas une saturation du détecteur ou du digitaliseur. En effet,
en cas de saturation, les masses mesurées sur les échantillons seront erronées. Cette observation a pu

étre faite sur un instrument de type Micro-TofQ lors de 1’analyse de protéines enticres.
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Chapitre 3 : Optimisations instrumentales en IM-MS
sur les instruments de type Synapt HDMS

L’utilit¢ du couplage IM-MS pour la séparation rapide de composés en phase gazeuse a été
clairement démontrée ces derniéres années ¥’ Cette technique qui permet d’obtenir simultanément
une information sur la masse (mesure des rapports m/z) et la forme des composés (détermination de
CCS) s’est particulierement développée avec la commercialisation du Synapt G1 HDMS muni d’une
cellule de mobilité ionique de type TWIMS % 153184 | o5 développements méthodologiques réalisés
ces dernieres années ont ainsi permis ’introduction de cette technique dans de nombreux domaines

101, 197 .
01197 44 encore lors de I’étude de

tels que la recherche pharmaceutique **, la biologie structurale
complexes protéiques en conditions natives  *®. Ces cellules présentent une bonne sensibilité grace
a I’accumulation des ions avant la cellule IMS, mais aussi grace aux confinements de ces derniers
dans la cellule limitant ainsi le phénomene de diffusion radiale. Toutefois, cette premiere cellule
commerciale ne permet pas d’obtenir des résolutions comparables aux cellules classiques de types
DTIMS *°. C’est pourquoi, de nouvelles avancées technologiques ont été réalisées permettant la
mise sur le marché d’un instrument de nouvelle génération (Synapt G2 HDMS) offrant de meilleures
performances en terme de résolution en MS et IM-MS. Ce chapitre sera consacré a 1’optimisation des
parametres instrumentaux nécessaires aux études structurales par IM-MS en phase gazeuse sur les

Synapt HDMS G1 et G2.

1 Nature et validité des résultats obtenus par IM-MS

1.1 Différence de temps de passage des ions dans la cellule IMS et pouvoir séparateur

a. Les différences de temps de passage des ions dans la cellule de mobilité (Atp)

Lors d’une analyse par IM-MS, le parametre mesuré est le temps de passage des ions dans la
cellule de mobilité (tp). Ce temps de passage permet de rendre compte de la mobilité d’un ion dans la
cellule, celle-ci étant fonction de la forme de 1’ion pour un état de charge et une masse donnée.

Afin de pouvoir mettre en évidence des changements conformationnels, les temps de passage des
ions, de méme etat de charge, peuvent étre comparés. Le parametre Atp permet ainsi de rendre
compte de la différence de mobilité entre 2 ions de méme état de charge.

Il est important de noter que les temps de passage des ions dans la cellule de mobilité sont le

reflet direct de la mobilité des ions analysés.
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b. Le pouvoir séparateur (Rs)

Lors de I’étude de changements conformationnels, I’analyse des différences de temps de passage
des ions dans la cellule de mobilité ne permet pas de rendre compte de la qualité de la séparation
obtenue. En effet, une importante différence de tp ne correspond pas forcément a une bonne

séparation comme le montre la Figure 14.

Dapo Dholo

a) 100

tDhoto _tDapo

Atpj g1 +A tDa.po

100 100
% %
ms 0 ms 0 ms

Figure 14 : Paramétres permettant d’évaluer la séparation en IM-MS. a) Définition du pouvoir séparateur Rs ; b) Relation entre la
différence des temps de passage des ions dans la cellule IMS (Atp) et le pouvoir séparateur (Rs).

Dans le but de pouvoir qualifier la séparation observée en mobilité ionique, nous avons introduit
un nouvel indicateur lors d’analyses IM-MS : le pouvoir séparateur noté Rs. Ce parametre présente
I’avantage de prendre en compte la différence de tp mais aussi la largeur des pics a mi-hauteur
(Figure 14).

En conclusion, définir les conditions instrumentales permettant d’obtenir la meilleure séparation
en mobilité ionique consiste a sélectionner la méthode permettant d’obtenir le meilleur Rs et la
meilleure différence de tp.

Une présentation détaillée de I’optimisation de la séparation en mobilité ionique sera illustrée au

travers d’un exemple (Partie 3, Chapitre 3).

1.2 Les données quantifiables en IMS : les sections efficaces rotationnelles (CCS)

1.2.1 Détermination de CCS expérimentales a l'aide des données d’'IM-MS

a. Calcul de section efficace rotationnelle dans une cellule de type DTIMS
La grandeur biophysique permettant une comparaison des données de cristallographie ou de
RMN aux données d’IM-MS est la section efficace rotationnelle (CCS, notée Q). Cette grandeur
physique est reliée a la probabilité qu’un ion entre en collision avec les molécules de gaz de la cellule
IMS et s’exprime sous forme d’unité de surface (nm?2 ou A2).
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Dans le cas des cellules de mobilité de type DTIMS, la mobilité d’un ion (K, mz.V‘l.s‘l) peut étre
reliée directement au temps de passage des ions (tp) dans la cellule de mobilité grace a 1’équation 1
ol L (m) et E (V.m™) correspondent respectivement & la longueur de la cellule de mobilité et au

champ électrique auquel sont soumis les ions **’.

L
EXtp

1)K =

Afin de pouvoir comparer des mesures de mobilité K, il est nécessaire de corriger les valeurs

expérimentales en fonction de la température (T en Kelvin) et de la pression régnant dans la cellule

de mobilité (P en Torr) afin d’obtenir une mobilité réduite (Ko) (équation 2) *'".

Extp ~ 760 T

P T L P 273.15
QDKy=Kx—x==

Ou Py et Ty correspondent aux conditions normales de pression et de température.
L’équation de Mason-Schamp permet ensuite de relier la mobilité réduite d’un ion a sa section

efficace (équation 3) 8¢ 97 199. 200

(3)Q=3—exix\/2—"x(i+ : )
16N K, kpT Mion  Mgaz
Ou e = charge électrique d’un électron (C), ky = constante de Boltzmann (J.;K™), N = densité du

gaz (m), M = masse molaire (kg.mol™).

Par conséquent, 1’équation 4 peut étre déduite de la combinaison des équations 2 et 3. Elle permet

ainsi de déterminer la section efficace d’un ion a partir de sa masse, de sa charge et de son temps de

passage dans la cellule de mobilité %,

Vism _  ze 1 1 760 _ T _ tpE
X X + X— X —X—
16N~ JkpT Mion Mgz P ~ 2737 L

) 0=

b. Calcul de sections efficaces rotationnelles dans une cellule de type TWIMS

Dans le cas des cellules de type TWIMS, I’équation 4 n’est pas directement applicable a cause de
I’absence d’un champ électrique faible et d’une variation de la distance parcourue par les ions dans la

cellule IMS en fonction de leur mobilité 1% ™

. Par conséquent, 1’évaluation des sections efficaces
est réalisée a partir de courbes d’étalonnages. Ces courbes sont obtenues a partir d’ions dont la CCS
a préalablement été déterminée dans une cellule DTIMS *'"1% pour cela, les étalons sont analysés
dans des conditions expérimentales strictement identiques a celles utilisées pour 1’échantillon
d’intérét. 1l est ensuite nécessaire de déterminer la relation entre les sections efficaces theéoriques des

ions étalons et leurs temps de passage dans la cellule de mobilité.
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- Détermination du temps de passage corrigé des ions dans la cellule IMS (tp’)

L’une des premiéres étapes est donc de déterminer le temps de passage réel des ions dans la
cellule de mobilité. En effet, dans le cas des cellules TWIMS, 1’absence de détecteur a la sortie de la
cellule de mobilité nécessite la détermination d’un temps de passage corrigé des ions dans la cellule
IMS noté tp’. Il correspond au temps de passage des ions tp retranché du temps mis par les ions pour
aller de la sortie de la cellule IMS jusqu’au détecteur **. Etant donné que le temps mis par les ions
pour traverser le guide d’ions Transfer et que le temps de vol des ions dans I’analyseur sont
négligeables, le temps de passage corrigé tp’ correspond a tp retranché du temps mis par les ions
pour aller de la sortie du guide d’ion Transfer jusqu’au pusher (équation 5).

ro_ _ Jym/z
Gty =tp—c 1000

La constante « ¢ » est une constante instrumentale appelée « EDC (Enhanced Duty Cycle) delay
coefficient » qui varie en fonction de la gamme de masse étudiée. Sur le Synapt HDMS G2, cette
valeur est de 1.41 pour une gamme de masse allant jusqu’a 5 000 m/z et de 1.57 au-dela de 5000

m/z.

- Détermination de la relation entre la section efficace corrigée (Q°) et tp’

Etant donné que la mobilité d’un ion dépend de sa masse et de sa charge, il convient de
déterminer une section efficace corrigée par rapport a sa masse et a sa charge (Q2’) (équation 6). De
plus, Ruotolo et al., ont pu montrer que la section efficace d’un ion était proportionnelle & tp* ot X
est un parameétre empirique qui dépend des conditions instrumentales appliquées dans la cellule de

mobilité. Nous pouvons donc en déduire la seconde partie de cette équation ou A est un facteur

correctif de la température et X un facteur correctif de la non-linéarité de la cellule IMS ™.
' Q X
(6) Q == T T = A X tD
zx Mion+MgaZ
D’ou : (7)) In (Q) =1n(A) +X In (tp")

Par conséquent, le tracé de la droite In (") = f(In(tp’)) nous permet de déterminer les paramétres
A et X. Il est important de noter que le coefficient de corrélation R? de cette droite d’étalonnage doit

étre supérieur a 0.98 pour que celle-ci soit validée.

- Détermination de la relation entre tp’ et la section efficace Q

La droite d’étalonnage est finalement obtenue a partir de 1’équation 6 (équation 8):

1

B)Q=Ax|tp)Xxz X

+

ion Mgaz

l :A XtD”
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Le tracé de la droite In (Q) = f(In(tp’”)) dont le coefficient de corrélation doit étre supérieur a
0.98 nous permet de valider I’étalonnage en reliant la section efficace au temps de passage des ions
dans la cellule IMS. Finalement, connaissant la masse, la charge et le temps de passage d’un ion dans

la cellule de mobilité, il est possible d’évaluer sa section efficace (équation 9).

X
(9)Qion=Ax[tD—c—V(m/Z)i°"] X7 X |— +—

1000 Mion = Mgaz

c. Importance de I’étalonnage et choix des étalons

L’¢talonnage est une étape importante dans I’évaluation de la CCS d’un ion. Afin d’obtenir des
résultats fiables, il convient donc de réaliser 1’analyse des étalons dans les mémes conditions que
celles utilisées pour les analytes d’intérét et de s’assurer que la droite d’étalonnage posséde un
coefficient de corrélation supérieur a 0.98.

Lors du développement de la mobilité ionique de type TWIMS, peu d’étalons dont la CCS avait
été déterminé par DTIMS étaient connus **8. Au début de ce travail de thése, trois étalons étaient
utilisés en conditions dénaturantes : 1’ubiquitine bovine, la myoglobine et le cytochrome C de ceeur
de cheval.

Toutefois, lors de 1’analyse de protéines et de complexes en conditions natives, 1’utilisation de
ces étalons nous a posé plusieurs problémes : d’une part, les mobilités de ces ions dénaturants étaient
nettement inférieures aux mobilités des ions d’intérét, d’autre part, certaines conditions
expérimentales optimisées pour 1’analyte d’intérét ne permettaient pas la transmission correcte des
ions étalons. De plus, les étalons dénaturants ayant de faibles rapports m/z n’auront pas la méme
température effective que les protéines natives ayant de hauts rapports m/z 2**. Par conséquent, les
étalons disponibles dans la littérature ne permettaient pas de déterminer des CCS justes.

Afin d’améliorer la détermination des CCS théoriques, Bush et al., ont cherché de nouveaux
étalons couvrants une large gamme de m/z et dont la CCS a été déterminée en conditions
dénaturantes et natives "7,

Afin de pouvoir montrer ’importance d’étalonner la mobilité ionique dans des conditions
natives, nous avons déterminé la CCS d’une protéine d’intérét : la protéine PDF1B soit a partir d’une
courbe d’étalonnage réalisée a partir d’étalons dénaturants, soit a partir d’étalons natifs (Tableau 1).
Les deux courbes d’étalonnage présentent un coefficient de corrélation supérieur a 0.99 cependant, la
CCS calculée a partir d’étalons dénaturants (27.73 nm?) n’est pas en accord avec la CCS théorique
(19.53 nm?) contrairement a la CCS calculée a partir d’ions natifs (19.84 nm?). De plus, nous
pouvons remarquer que les CCS determinées en conditions natives mettent bien en évidence une
augmentation de la CCS lorsque 1’état de charge considéré augmente ce qui n’est pas le cas en
utilisant les étalons dénaturants.
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Tableau 1 : Comparaison d’un étalonnage en conditions dénaturantes et en conditions natives. La protéine PDF1B a été analysée
en conditions natives (O7919SP). Deux courbes d’étalonnage ont ensuite été réalisées a partir d’étalons en conditions dénaturantes
(08527SP) ou en conditions natives (O8519SP). Dans les deux cas, le coefficient de corrélation de la courbe d’étalonnage était
supérieur a 0.99 (R2? dénaturant =0.9943 ; R2 natif : 0.9972). La CCS théorique a été calculée a partir du logiciel Mobcal et de la
méthode de projection EHSS.

_I:_ Cytochrome C Etalonnage en conditions dénaturantes
A Ubiquitine CCS 8+ CCS9+ | CCS moyenne ccs
A Myoglobine 27.8nm? | 27.66nm? | 27.73nm? | théorique
o) Etalonnage en conditions natives

Cytochrome C 19.53 nm?
N B- lactoglobuline CCS 8+ CCS 9+ CCS moyenne
S 19.66 nm? | 20.02 nm? 19.84 nm?

Par conséquent, il est important d’étalonner la mobilité ionique a partir d’ions natifs lorsque la
protéine d’intérét est analysée dans des conditions natives.

Parmi I’ensemble des étalons dont la CCS théorique a ¢été¢ déterminée par DTIMS, tous ne
peuvent pas étre utilisés simultanément lors de I’étalonnage " **. C'est pourquoi il est important de
choisir des étalons adaptés a la protéine étudiée. Par exemple, lors de I’é¢tude de la protéine PDF1B,
nous avons choisi parmi les étalons ceux qui avaient des CCS et des rapports m/z proches de ceux de
notre protéine d’intérét. Ainsi, nous avons pu obtenir une courbe d’étalonnage dont les bornes
encadraient bien les temps de passage de notre analyte d’intérét dans la cellule IMS.

Bien que nous disposions d’un nombre plus important d’étalons dont les CCS sont connues, il est
nécessaire que de nouveaux étalons pour I’IM-MS soient disponibles notamment pour permettre une
meilleure évaluation des CCS des protéines de hauts poids moléculaires. En effet, actuellement, seul
un étalon : I’ADH peut étre utilisée pour déterminer la CCS d’anticorps en conditions natives.

Afin de déterminer des CCS encore plus justes, nous avons proposé une nouvelle méthode

d’étalonnage de la mobilité ionique qui sera développée dans la partie 3, chapitre 3 de ce manuscrit.

d. Détermination de CCS grace a I'utilisation du logiciel Driftscope 2.2

Afin de faciliter la détermination des sections efficaces, la société Waters a développé un nouvel
outil permettant de déterminer des CCS a partir des driftscopes obtenus (Driftscope 2.2, Waters).

Pour cela, les étalons choisis doivent étre analysés simultanément dans les mémes conditions
expérimentales que 1’échantillon d’intérét. Une courbe d’étalonnage (Q’)= f(tp’) (équation 6) est
ensuite réalisée par comparaison des couples expérimentaux (m/z, tp) et théoriques (m/z, Q). De
méme que lors de 1’étalonnage manuel, le coefficient directeur de la droite d’étalonnage doit étre
supérieur a 0.98 pour étre validé. Cette droite d’étalonnage permet de déterminer les paramétres A et
X nécessaires a la détermination de la CCS de 1’échantillon d’intérét.

Les parameétres d’étalonnage sont ensuite appliqués au Driftscope de 1’échantillon d’intérét,

permettant d’obtenir directement la CCS expérimentale de 1’échantillon analysé.
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Afin de s’assurer de la robustesse de ce nouvel outil, les CCS déterminées manuellement ou a

’aide du Driftscope 2.2 (Tableau 2) ont été compareées.

Tableau 2 : Comparaison d’un étalonnage manuel a un étalonnage automatique a I’aide du logiciel Driftscope 2.2 (Waters)

Etalonnage manuel
R? A X CCS moyenne
0.998 8.045 0.165 16.35 nm?
Etalonnage automatique
R? A X CCS moyenne
0.995 8.130 0.160 16.35 nm?

Les résultats obtenus nous permettent de conclure que les valeurs de CCS obtenues a 1’aide du
logiciel permettent d’obtenir des CCS identiques aux CCS déterminées manuellement.

Ce nouvel outil permet donc de calculer rapidement des CCS lors d’analyses par IM-MS.

1.2.2 Détermination des CCS théoriques

Les CCS expérimentales déterminées par IM-MS sont dépendantes de la forme des protéines ou
complexes protéiques analysés. Cependant, les CCS sont le résultat de processus de collisions entre
des ions et des molécules. Par conséquent, ces derniéres doivent étre prises en compte dans le calcul
de CCS théoriques. Il a pu étre démontré par Mason et al., que la CCS théorique pouvait étre définie
a partir de la distance séparant les centres de masse de 1’ion et du gaz (parametre d’impact b) grace a
une intégrale de collision, reliée aux angles de dispersion des ions dans le gaz (y = angle entre la

trajectoire de 1’ion avant et aprés collision avec le gaz) ®® (équation 10).
1 2w b4 . 2m 0o
(10) Q = Efo de [, desing [ dy [, db2b(1 — cosx(6, ¢,v,b))
Ou : 6, p et y sont les géométries de collisions et x (6, p et y, b) est I’angle de dispersion de la
molécule aprés impact, b est la distance séparant les centres de masse de I’ion et du gaz 2%.
Toutefois, le calcul de ces intégrales est difficile notamment dans le cas de systemes non
qui

consiste a déterminer 1’ensemble des valeurs d’angles de dispersion y pour un parametre d’impact b

sphériques. L’équipe de MF Jarrold a donc développé un programme appelé Mobcal %% %

et des valeurs d’angles 0, p et y aléatoires, de maniére a obtenir une valeur théorique de la CCS.

Ce programme permet de calculer des CCS théoriques selon 3 méthodes : la méthode des

91, 204-206 202

projections (PA) , la méthode des spheres dures exactes (EHSS) < et la méthode des

trajectoires (TM) 2%,

La méthode PA (Projection Approximation) a été développée par I’équipe de Bowers et al. Cette
méthode permet d’obtenir une approximation de 1’intégrale de collision, par le calcul de I’aire
moyenne de la molécule projetée sur un plan dans différentes orientations. Cette méthode permet de
déterminer rapidement des CCS, mais sous-estime leurs valeurs notamment pour de gros complexes,

car les collisions avec les molécules de gaz ne sont pas prises en compte.
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La méthode EHSS (Exact Hard Sphere Scattering) consiste a prendre en compte une partie des
collisions se produisant entre les molécules de gaz et les ions dans la limite du modéle des spheres
dures. Cette méthode permet de calculer en quelques heures la CCS théorique d’un ion. Toutefois,
elle ne peut étre utilisée pour déterminer la CCS théorique de petits systémes, car les collisions avec
les molécules de gaz sont supérieures a la géométrie de 1’ion.

La méthode TM (Trajectory Method) est la méthode la plus fiable, car elle prend en compte
I’ensemble des interactions entre les ions et les molécules de gaz, notamment les interactions
Lennard-Jones et ion/dipdle induit. Cependant, cette méthode n’est pas recommandée pour des
molécules de plus de 1000 atomes, car le calcul nécessite d’importantes ressources informatiques.

Dans le cadre de ce travail de thése, les CCS théoriques ont été déterminées a partir de fichiers
issus d’une banque de données protéiques (Protein Data Bank : PDB) et a I’aide du programme
Mobcal modifié selon les propositions de Ruotolo et al. **.

La méthode TM a été utilisée pour les systemes biologiques dont la masse moyenne était
inférieure & 30 kDa. La méthode EHSS, permettant d’obtenir des résultats proches de ceux obtenus
avec la méthode TM en moins de temps, a été utilisée pour déterminer rapidement des CCS

théoriques notamment dans le cas de protéines de hauts poids moléculaires.

1.2.3 Répétabilité des résultats

a. L’analyse des temps de passage des ions dans la cellule IMS

Bien que des paramétres identiques soient utilisés, nous avons pu mettre en évidence une
variation des valeurs absolues de tp en fonction du temps. Par exemple, lors de 1’étude de
changements conformationnels induits par la fixation d’un ligand, nous avons observé des variations
de tp de 0.2 ms. Or, la différence de mobilité que nous observions entre la protéine seule et la
protéine liant le ligand était du méme ordre de grandeur. Par conséquent, il nous a paru important de
mettre en place des contréles permettant de valider nos résultats expérimentaux.

Ainsi, nous avons réalisé plusieurs expériences indépendantes a des temps différents et sur des
répliquats différents (Partie 3, Chapitre 3). Nos résultats nous ont permis de montrer qu’au-dela de 6
répétitions, nous étions capables de mettre en évidence des différences significatives de tp dans la
cellule de mobilité.

Il est donc important de s’assurer pour chaque systeme étudié¢ que le nombre de répétitions en

IM-MS est suffisant pour garantir la validité des résultats obtenus.

b. La détermination des CCS expérimentales

Lors de la détermination de CCS experimentales, il est impératif que les étalons soient analysés

le méme jour et dans les mémes conditions que I’analyte étudié. Ces précautions permettent ensuite
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de déterminer des CCS les plus justes possible. Grace a cet étalonnage, les variations de tp au cours
du temps sont négligeables. Toutefois, il est recommandé de réaliser au moins 3 déterminations de
CCS pour pouvoir valider les résultats obtenus.

En présence de données de biologie structurale concernant I’analyte étudié, il est aussi possible
de comparer les CCS obtenues expérimentalement aux CCS théoriques déduites des données de

cristallographie ou de RMN.

2 L’optimisation des parametres de mobilité ionique, une étape clé

L’optimisation des paramétres de mobilité ionique est une étape clé pour réaliser des analyses
IM-MS fiables et de bonne qualité. Au début de ce travail de thése, un schéma d’optimisation des
parameétres de mobilité ionique sur le Synapt HDMS G1 avait été proposé par un précédent étudiant
en thése : le Dr. Cédric Atmanene. Toutefois, ce schéma n’est pas adapté pour le Synapt HDMS G2
car ce dernier présente un plus grand nombre de parametres de mobilité ionique. Les différentes
étapes liées a I’optimisation de ces parametres ainsi que leur importance seront présentées de

maniere détaillée au cours de ce paragraphe.

2.1 Compromis entre énergie transmise aux ions et transmission des ions

Les analyses par IM-MS consistent a séparer les ions en fonction de leur mobilité dans un gaz
sous I’effet d’un champ électrique. Les différentes cellules de mobilité existantes different par la
force des champs électriques (E) appliqués ainsi que par la densité du gaz (N) utilisé. Dans les
cellules de mobilité classique de type DTIMS, un champ constant est appliqué avec un faible rapport
E/N. Dans ce cas, les ions se déplacent dans la cellule de mobilité en fonction de leur mobilité K.

Au contraire, les instruments commercialement disponibles utilisent des méthodes a champ fort
(rapports E/N élevés). Dans ce cas, les ions ne sont plus a la température du bain de gaz, mais a une
température dite « effective » qui prend en compte la contribution du champ électrique. Le fait que
cette température effective soit supérieure a la température du gaz lorsque le rapport E/N augmente
peut avoir un effet délétere sur la conformation des protéines en phase gazeuse. De plus, les
équations utilisées dans les cellules DTIMS pour le calcul des CCS ne sont plus applicables. C'est
pourquoi le calcul de CCS dans les cellules TWIMS ne peut se faire que par 1’établissement d’une
courbe d’étalonnage réalisée a partir de composés dont les CCS théoriques sont connues. Il est
important de rappeler que la masse et les états de charge des étalons choisis doivent étre comparables
a ceux de I’analyte. En effet, des étalons denaturants ayant de faibles rapports m/z n’auront pas la

méme température effective que des protéines natives ayant de hauts rapports m/z 2.
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Afin de préserver la conformation native des protéines en phase gazeuse lors d’analyses IM-
MS, il est donc important de controler 1’énergie cinétique communiquée aux ions en phase gazeuse
en utilisant des conditions expérimentales douces % 1% 207211,
Dans un premier temps, nous avons donc évalué I’effet des paramétres de transmission (Vc, Bias,

Trap et Transfer CE) sur la qualité des spectres MS et IM-MS de 1’alcool deshydrogénase (ADH).

- Effet du Vc et du parametre Trap CE sur la mobilité ionique

L’augmentation des tensions d’accélération V¢ (Figure 15) et Trap CE (Figure 16) se traduit sur
les spectres MS par une diminution des largeurs des pics a mi-hauteur, résultant d’une meilleure
désolvatation des ions ainsi qu’une meilleure transmission des ions comme le montre les courants

d’ions enregistrés sur 19 scans de 4 secondes.
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Figure 15 : Effet de la tension d’accélération Vc sur les spectres MS et IM-MS. Analyse de ’ADH (1 uM en tétramére) dessalée 2
fois par filtration sur gel (Zeba, tampon AcNH,4 150 mM pH 6.8).Panel de gauche : spectres de masse accumulés, sur 19 scans de 4
secondes. L’intensité est indiquée en coups/min. Panel de droite : mobilogrammes extraits de 1’état de charge 24+. a-d) Effet de la
tension d’accélération V¢ (Trap CE = 10V, Transfer CE = 0V, Bias = 50V, Pi = 6 mbar, Que/Qn. = 180/90).
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Figure 16 : Effet de la tension d’accélération Trap CE sur les spectres MS et IM-MS. Analyse de ’ADH (1 puM en tétramere)
dessalée 2 fois par filtration sur gel (Zeba, tampon AcNH, 150 mM pH 6.8).Panel de gauche : spectres de masse accumulés sur 19
scans de 4 secondes, I’intensité est indiquée en coups/min. Panel de droite : mobilogrammes extraits de 1’état de charge 24+. a-d) Effet
de la tenlsion d’accélération Trap CE (Vc = 50V, Transfer CE = 0V, Bias = 50V, Pi = 6 mbar, Qu/Qn, = 180/90, WH = 38V, WV =
750 m.s™).

72



Partie 2 : Optimisations expérimentales et instrumentales pour I’analyse par IM-MS de complexes supramoléculaires

Toutefois, a partir de Vc = 70 V et Trap CE = 30V, I’amélioration de la désolvatation sur les
spectres MS s’accompagne en mobilité ionique d’un élargissement des pics voire d’un dédoublement
des pics. De plus, le temps de passage de la plupart des ions augmente (V¢ : tpsov = 18.77 ms ; tpgoy =
21.32 ms ; Trap CE : tpiov = 18.77 ms ; tpzov = 21.32 ms) suggeérant un dépliement de la protéine.
Cette observation permet de mettre en évidence qu’une augmentation de I’énergie transmise aux ions
en phase gazeuse conduit a une modification de la conformation native des protéines. Par
consequent, ces deux parametres doivent étre optimises de maniére a éviter toute activation des ions

en phase gazeuse.
- Effet du Trap Bias sur la mobilité ionique

L’un des autres parameétres ayant un role dans la transmission des ions est le parametre Trap Bias
(Figure 17). L’énergie transmise aux ions a I’entrée de la cellule de mobilité doit étre suffisamment
importante pour permettre une transmission correcte des ions au sein de la cellule de mobilité sans
pour autant €tre trop énergétique. Dans le cas de ’ADH, nous avons pu mettre en évidence un
optimum de transmission des ions pour une valeur de 50 V, se traduisant sur les spectres MS par une
augmentation de la transmission et une meilleure désolvatation. Notons que pour des valeurs de Trap
Bias inférieures a 44 V, I’énergie transmise aux ions n’est plus suffisante pour permettre la
transmission des ions au sein de la cellule IMS. De méme que pour les autres tensions d’accélération
s’appliquant avant la cellule de mobilité ionique, I’augmentation du paramétre Trap Bias conduit a

une altération de la mobilité se traduisant par des pics de mobilité plus larges.

a) Bias = 44V 24+
24+ =567 cps/min 100 toupy =18,41 ms
_ % H,.=1,10ms
H,,=49.11 mfz S 142 013995
b) Bias=50v 100
1=1.98.10° cps/min tpegy =18,41 ms
H, ,= 34.46 m/z % H,,=1,14ms
0 013855F
c) Bias=70V 100
1=422 cps/min thrpy =18,41ms
H, = 54.27m/z % H,=1,08ms
0 013945F
d) Bias = 100V
1=424 cps/min 100 th00v =18,41 ms
H, .= 53.59m/z % H, ,=1,03ms
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4600 5600 6600 7400 15 20 25

Figure 17 : Effet de la tension d’accélération Trap Bias sur les spectres MS et IM-MS. Analyse de ’ADH (1 uM en tétramére)
dessalée 2 fois par filtration sur gel (Zeba, tampon AcNH, 150 mM pH 6.8).Panel de gauche : spectres de masse accumulés sur 19
scans de 4 secondes. Panel de droite : mobilogrammes extraits de 1’état de charge 24+. (Vc = 50 V, Trap CE = 10V, Transfer CE =
30V, Pi = 6 mbar, Qpe/Qn, = 180/90, WH = 38V, WV = 750 m.s™).
- Effet du transfer CE sur la mobilité ionique

De méme que I’augmentation des parametres Vc et Trap CE, ’augmentation du parametre
Transfer CE conduit a une meilleure desolvatation des pics de masse ce qui se traduit par une
diminution des largeurs des pics a mi-hauteur en MS et en mobilité ionique (Figure 18).
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Figure 18 : Effet de la tension d’accélération Transfer CE sur les spectres MS et IM-MS. Analyse de I’ADH (1 puM en tétramére)
dessalée 2 fois par filtration sur gel (Zeba, tampon AcNH, 150 mM pH 6.8).Panel de gauche : spectres de masse accumulés sur 19
scans de 4 secondes. Panel de droite : mobilogrammes extraits de 1’état de charge 24+. (Vc =50 V, Trap CE = 10V, Bias = 50V, Pi =6
mbar, Que/Qnz = 180/90, WH = 38V, WV = 750 m.s™Y).

Toutefois, nous n’observons pas de dédoublement des pics de mobilité. Ceci est dii au fait que
cette tension s’applique apres la cellule IMS. Par conséquent, il n’est pas possible de mettre en
¢vidence I’effet de ce paramétre sur la conformation native des protéines en phase gazeuse.
Cependant, nous pouvons remarquer que I’augmentation de cette tension conduit a une diminution
du temps de passage des ions dans la cellule IMS (tpoy = 18.77 ms ; tpisov = 18.22 ms). Ce parametre
doit donc étre optimisé finement de maniére a éviter I’activation des ions en phase gazeuse tout en
conservant une bonne transmission des ions. Il est important de noter que 1’étalonnage de la mobilité
ionique doit étre réalisé dans les mémes conditions que celles de I’analyse notamment en ce qui

concerne le parametre Transfer CE qui peut avoir une influence sur le temps de passage des ions

apres la séparation en mobilité ionique.

- Conclusion

L’ensemble des paramétres Ve, Bias, Trap CE et Transfer CE doit étre optimisé de maniere
rigoureuse afin de transmettre au mieux les ions en utilisant des conditions expérimentales les plus
douces possible.

En paralléle, Morsa et al.

ont pu montrer grace a ’utilisation d’un ion thermometre (le para-
methoxybenzylpyridinium) qu’une augmentation de ces différentes tensions entraine une
augmentation de la température effective des ions en amont de la cellule IMS, conduisant a une
fragmentation des ions avant la cellule IMS pour les parametres V¢, Bias et Transfer CE et aprés la

cellule IMS pour le parametre Transfer CE.

N.B : L’effet de ces paramétres est généralisable a I’ensemble des systémes protéiques étudiés. Cependant, certains effets

peuvent étre plus ou moins accentués en fonction des systémes. Une optimisation fine de chacun de ces parametres doit donc

étre réalisée pour chaque systeme étudié.
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2.2 Compromis entre séparation IM-MS et temps de passage des ions dans la cellule IMS

Apres avoir optimisé les parameétres de transmission des ions en prenant en compte 1’énergie
cinétique transmise aux ions, il est important d’optimiser les paramétres de séparation au sein de la

cellule IMS: hauteur et vitesse des vagues de potentiels et pression dans la cellule IMS.

- Vitesse (WV) et hauteur (WH) de vagues.

Une augmentation de la vitesse des vagues (WV) conduit a une augmentation du nombre de
vagues par cycle IMS, augmentant ainsi le nombre de mouvements de retour en arriére qu’un ion
peut effectuer par cycle IMS. Par conséquent, une augmentation de la WV conduit a une
augmentation du temps de passage des ions dans la cellule de mobilité (Figure 19, a).

De méme, une diminution de I’amplitude des vagues de potentiel (WH) conduit a une
augmentation du nombre de retour en arriere possible par cycle IMS ayant pour conséquence une
augmentation du temps de passage des ions dans la cellule IMS (Figure 19, b).

-Pression dans la cellule IMS (Pvs) et notion de débits de gaz
Lorsque la pression augmente, la fréquence des collisions entre les molécules de gaz et les ions
augmente, ralentissant la progression des ions au sein de la cellule IMS et conduisant a une

augmentation du temps de passage des ions dans la cellule de mobilité (Figure 19, c).
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Figure 19 : Effet des parametres WV, WH et P,s sur les mobilogrammes extraits des ions 23, 24, 25 et 26 + de I’ADH. a) : Effet
de la vitesse de vague WV (WH = 38V, Qu/Qn,= 180/90), b) Effet de la hauteur de vague WH (WV = 650 m.s™%, Qu/Qnz= 180/90) et
c) Effet du débit d’azote sur la séparation des états de charge de I’ADH. (Ve= 50 V, Trap CE=10V, Transfer CE=30V, Bias =45V, Pi
=6 mbar, WV = 650 m.s, WH = 40V).Toutes les largeurs & mi-hauteur (H,,,) sont exprimées en millisecondes.
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NB : Sur le Synapt G1, la pression lue dans la cellule IMS est proportionnelle au débit de gaz d’azote appliqué. Dans le
cas du Synapt G2, une chambre alimentée en hélium a été ajoutée en amont de la cellule IMS conduisant dans certaines
conditions a une diffusion de I’hélium vers I’azote. La jauge pirani étant étalonnée uniquement pour un gaz pur (ici, ’azote), la
pression lue dans la cellule IMS ne correspond pas a la pression qui régne au sein de la cellule. Par conséquent, dans le cas du

Synapt G2, nous ne discuterons pas de ’effet de la pression dans la cellule IMS, mais des rapports de débits de gaz d’hélium et
d’azote (Qpe/Qny).

Pourquoi les ions doivent-ils se trouver dans le second tiers du mobilogramme ?

Les paramétres WV, WH et Pyys doivent étre optimiseés simultanément de maniere a permettre
une séparation optimale des ions tout en s’assurant que le temps de passage des ions dans la cellule
de mobilité est compris dans le second tiers de la cellule IMS (Figure 19).

Dans un premier temps, il faut s’assurer que les ions ne sortent pas sans étre séparés par mobilité
ionigque. En effet, pour une pression donnée et des valeurs de WH élevées et de WV faibles, les ions
sortiront dans le premier tiers de la mobilité ionique sans étre sépareés.

Dans un deuxiéme temps, les ions ne doivent pas traverser la cellule trop lentement pour éviter
les phénomeénes d’activation ou de diffusion des ions. En effet, pour des valeurs de WH faibles et de
WYV élevées, les ions sortiront dans le dernier tiers de la cellule de mobilité avec des pics larges.

Par conséquent, les différents paramétres de mobilité ionique doivent étre optimisés de sorte que
le temps de passage des ions dans la cellule soit compris dans le deuxiéme tiers du mobilogramme.

Ainsi, les ions seront séparés sans subir d’activation ou de diffusion.

2.3 Compromis entre séparation par IM-MS et énergie transmise aux ions

Afin de pouvoir étudier ’effet des paramétres de la cellule IMS (WV, WH, Qg et Qnz) sur
I’activation des ions en phase gazeuse, les différents parametres de transmission ont été optimisés de
manicre a éviter I’activation des ions dans les autres parties de I’instrument. De plus, les temps de
sortie des ions ont été optimisés de maniére a se trouver dans le deuxiéme tiers de la cellule de

mobilité.
a. Effet des hauteurs de vagues (WH)

Lorsque la hauteur des vagues augmente pour un ratio de pression donnée, nous observons une
activation des ions qui se traduit sur les mobilogrammes par un élargissement des pics de mobilité a
mi-hauteur et I’apparition d’un pic de mobilité supplémentaire (Figure 20, a, état de charge 8+).
Ainsi pour une valeur de WH de 40 V, un pic de mobilité apparait en amont du pic principal de 1’ion
8+. Le temps de passage des ions actives dans la cellule de mobilité étant plus court que ceux non
activés, nous pouvons en conclure que 1’augmentation de la hauteur des vagues a entrainé une
compaction des ions en phase gazeuse. Cette observation est en accord avec les observations de

Michaelevski et al. %
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Figure 20 : Effet des parametres WH, WV et Q. sur ’activation des états de charge 8 et 9+ dans la cellule de mobilité ionique.
a) Effet de la hauteur des vagues (Que/Qn2=100/25, WH = 20, 30 et 40 V avec des vitesses de vagues respectives de 895, 1200 et 1430
m.s1) ,b) Effet de la vitesse des vagues. (Que=100, WH = 40 V), ¢) Effet du débit d’hélium (WH = 40V, Qn, = 30 mL.mint et WV,
= 1450 m.s et WV¢go = 1400 m.s™%). Toutes les largeurs & mi-hauteur (Hy,,) sont exprimées en millisecondes.

De plus, nous avons pu mettre en évidence que 1’effet des hauteurs de vagues est différent en
fonction des états de charge. En effet, I’apparition d’un pic est observée pour 1’état charge 8+ alors
qu’aucune activation n’est observée pour 1’état de charge 9+ (Figure 20, a). D’autre part, nous
observons un ¢largissement des pics de mobilité de 1’état de charge 8+ activé contrairement a ceux
de I’¢état de charge 9+.

Il est donc important d’optimiser ce parametre de maniere a pouvoir éviter ’activation de

I’ensemble des états de charge majoritaires.

b. Effet des vitesses de vagues (WV)

De méme, pour des vitesses de vagues croissantes et des hauteurs de vagues fixes, nous avons pu
observer un ¢largissement des pics de mobilité de 1’ion 8+ ainsi que I’apparition d’un pic de mobilité
a 8.8 ms. Comme précédemment, la conformation native de 1’ion 8+ est altérée pour des vitesses de

vagues plus énergétiques (Figure 20, b).

c. Effet du débit d’hélium (Que)

Lorsque le débit d’hélium diminue de 120 4 60 mL.min™ et que le débit en azote reste constant

(30 mL.min™), une augmentation de la largeur des pics de mobilité & mi-hauteur est observée pour
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les états de charge 8 et 9+. L’hélium ayant un role sur la thermalisation des ions, une diminution de

son débit entraine une activation des ions en phase gazeuse (Figure 20, c).

d. Conclusion

Les différents parametres de séparation dans la cellule IMS jouent donc un réle dans I’activation
des ions en phase gazeuse. Il a d’ailleurs été montré par Morsa et al. >t et Merenbloom et al. ?*?, que
cette activation des ions était la conséquence d’une augmentation de la température effective des ions
lorsque la hauteur des vagues augmente et que le débit d’hélium diminue. Afin de se placer dans des
conditions les plus douces possible, ils ont ainsi pu montrer qu’il fallait : diminuer la hauteur des
vagues et le débit d’azote et augmenter le débit d’hélium.

De plus, ils ont mis en évidence que ’effet des différents paramétres sur la température effective
des ions dépend des parametres instrumentaux utilisés, mais aussi de nombreux facteurs tels que

Iétat de charge, la masse et la conformation de la protéine étudiée %',

2.4 Stratégie d’optimisation en IM-MS : une question de compromis

Dans un premier temps, 1’étape d’optimisation consiste a diminuer |’effet des tensions
d’accélération V¢, Bias, Trap et Transfer CE tout en conservant une bonne transmission des ions au
sein de I’instrument.

Dans un second temps, les parameétres de mobilité ionique doivent étre optimisés de maniere a ce
que les temps de passage des ions majoritaires de la protéine se situent dans le deuxiéme tiers de la
cellule de mobilité ionique. Parmi les différents parametres, nous avons pu montrer qu’une
augmentation de la hauteur des vagues et des rapports Que/Qn2 permettait d’obtenir une meilleure
séparation des ions dans la cellule de mobilité ionique. Cependant ces mémes parametres doivent étre
finement optimisés pour ne pas induire I’activation des ions en phase gazeuse.

Il faut donc trouver le bon compromis entre une bonne transmission des ions et une bonne
séparation de ces derniers par IM-MS, sans pour autant induire de changements conformations en
phase gazeuse par échauffement des ions.
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Chapitre 4 : Les informations déduites des analyses
par MS et IM-MS supramoléculaires

Cette partie a pour objectif de présenter les différentes informations qui peuvent étre deduites des
analyses par MS et IM-MS supramoléculaire ainsi que les contréles nécessaires a la validation des

données obtenues.

1 Diversités des informations obtenues par MS supramoléculaire

1.1 Détermination de stcechiométrie d’interaction et d’état d’oligomérisation d’une

protéine

La détermination de 1’état d’oligomérisation de différents partenaires d’un complexe ainsi que
leur steechiométrie d’interaction sont des informations essentielles pour la caractérisation d’édifices
biologiques non-covalents.

Dans un premier temps, les protéines sont analyseées séparément en conditions dénaturantes de
maniere a déterminer la masse moléculaire de chacun des partenaires individuellement. Pour cela, la
protéine est incubée dans une solution eau/acétonitrile 50/50 acidifiée avec 1% d’acide formique

permettant de rompre les interactions non-covalentes et de dénaturer la protéine (Figure 21, a).

a) a4+
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0 by 1 o
500 1000 2000 6000 7500 9000 10500
b)
100,
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Figure 21 : Détermination de I’état d’oligomérisation d’une protéine. Analyse de la protéine Carm1 a 2 UM en monomére a) dans
un mélange eau/acétonitrile/acide formique 50/50/1 (V¢ = 30V, Pi = 1 mbar), b) dans un tampon AcNH, 500mM pH6.8 (Vc = 200V,
Pi = 6 mbar).

Dans un deuxiéme temps, les protéines sont analysées individuellement dans des conditions

natives préservant les interactions non-covalentes. Le quotient de la masse mesurée en conditions
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natives par la masse mesurée en conditions dénaturantes permet de déterminer 1’état

d’oligomérisation de la protéine (Figure 21, b).

De plus, lors de I’analyse de plusieurs protéines en conditions natives, la différence de masse
entre la mesure en conditions dénaturantes et en conditions natives permet d’obtenir directement la
masse du ou des ligands en interaction (Figure 22). Le rapport de la différence de masse d’un
complexe protéine/ligand et d’une protéine seule par la masse du ligand étudié permet de déterminer

le nombre de ligands fixés par protéine.
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Figure 22: Détermination de la stoechiométrie d’interaction d’un complexe protéine/ligand. a) analyse en conditions
dénaturantes de la protéine PDF1B diluée a 2 M dans une solution eau/Acétonitrile/acide formique 50/50/1 (V¢ = 40V ? Pi = 1 mbar)
et b) analyse en conditions natives de la protéine PDF1B incubée avec 1’Actinonine selon un ratio 1 :1.25 (5 pM) dans un tampon
AcNH, 100 mM pH 7.5 contenant 5% d’éthanol.

La précision des mesures de masse (< 0.01%) par MS permet de déterminer sans ambiguité des
steechiométries d’interaction. De plus, contrairement aux autres techniques biophysiques, la MS
supramoléculaire permet de visualiser directement et simultanément plusieurs espéces présentes en

solution.

1.2 Evaluation de I'affinité des complexes en solution

La MS supramoléculaire permet aussi d’accéder a des informations importantes pour les
biologistes a savoir 1’affinité des complexes en solution. Dans ce cas, la MS permet de suivre des
réactions se faisant en solution. Il est donc important de s’assurer que le passage en phase gazeuse ne
modifie pas les interactions établies en solution. Deux stratégies permettent d’évaluer 1’affinité des
complexes en solution : d’une part des expériences de titrage et d’autre part des expériences de

compétition > 2.
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1.2.1 Expériences de titrage (Kd)

Ces experiences de titrage consistent a faire varier la concentration en ligands par rapport a une
concentration fixe en protéine. En suivant 1’évolution du pourcentage de complexes protéine/ligand
formés en fonction de la concentration en ligands, il est possible de déterminer des constantes
d’affinité (Ka) et de dissociation (Kd). Afin d’obtenir des résultats fiables, il est important d’étudier
un nombre suffisant de concentrations en ligands (entre 10 et 15 conditions différentes) et de
s’assurer de la reproductibilité¢ de la détermination du Kd. De telles expériences ont été réalisées au
cours de cette these afin de pouvoir comparer ’affinité de différents ligands pour la protéine PDF1B.

(voir Partie 3, Chapitre 3).
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PL] 5 I I =+ o
Soit t le facteur réponse relatif : u = Py Lot =
I.PJ tP IP IP [1:]
Dot - oo _ Co—Kd—Cp+ /CZ + (Kd+ Cp)2+ 2.C..(Kd— Cp) o
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Figure 23 : Détermination de constantes de dissociation par MS supramoléculaire en tenant compte du facteur réponse t. P :

protéine, L : ligand, P/L : protéine/ligand, Ip_ou Ip: somme des intensités des pics de complexe P/L ou de protéine seule, Crou C :
concentration molaire totale de protéine ou de ligand. D’aprés 21,

Il est important de noter que cette technique repose sur la possibilité¢ de pouvoir comparer
I’intensité relative de différentes espéces détectées sur un spectre MS, mais aussi sur le fait que celle-
ci reflete bien les abondances relatives de ces espéces en solution. Lors de 1’évaluation de
I’abondance des espéces en solution, il est généralement admis que si la fixation d’un ligand de faible
poids moléculaire sur une protéine de masse élevée ne modifie pas la charge de la protéine alors les
intensités relatives du complexe et de la protéine libre sont considérées comme égales a leur

abondance relative en solution 2427,

NB : La gamme de constantes de dissociation accessible par MS supramoléculaire est comprise entre 107 et 10 M 218219,
En effet, pour des constantes de dissociation inférieures & 107 M, les concentrations utilisées ne permettent plus d’évaluer de
maniére précise les signaux correspondants aux différents partenaires et pour des constantes de dissociation supérieures & 10

M, la proportion de complexes formés est trop faible pour étre correctement évaluée.

1.2.2 Expériences de compétition

Afin de pouvoir comparer 1’affinité de différents ligands pour une protéine, des expériences de
compétition sont réalisées. Ces expériences peuvent étre réalisées en deux temps : d’une part de
maniére directe, d’autre part de maniére indirecte (Figure 24). Ces deux approches seront illustrees

dans la partie 3, chapitre 4 de cette these.
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Les expériences de compétition dites « directes » consistent a incuber la protéine d’intérét avec
différents ligands en concentrations équivalentes. L’abondance de chaque complexe protéine/ligand
permet alors d’établir un classement des ligands en fonction de leur affinité pour la protéine ?*°. Cette
approche permet aussi de déterminer des constantes d’affinité en comparant les signaux des
complexes protéine/ligand d’intérét au signal d’un complexe de référence de constante d’affinité
connue !, Cette méthode présente 1’avantage de pouvoir comparer simultanément affinité de

plusieurs ligands de masses moléculaires différentes.

Compétition directe Compétition indirecte

L1 L2
“P+YL1 é b “+“+'/7‘ 0
P é & ~& &

Figure 24 : Détermination de ’affinité de différents ligands (L1 et L2) pour une protéine cible (P) par des expériences de
titration directes et indirectes.

Les expériences de compétition dites « indirectes » consistent a former un complexe entre la
protéine et un ligand 1 puis a ajouter un deuxiéme ligand. Le suivi du remplacement du ligand 1 par
le ligand 2 permet de comparer 1’affinité de ces deux ligands vis-a-vis de la protéine étudiée, mais
aussi de mettre en évidence I’existence de plusieurs sites de fixation sur une protéine.

Lors d’étude d’interaction protéine/ligand, il est important de vérifier la spécificité des
interactions. Pour cela, il est indispensable de réaliser une étude détaillée des stoechiométries
d’interaction de chaque ligand pour la protéine d’intérét, a différentes concentrations en ligand. Il est
aussi indispensable de s’assurer que les parameétres instrumentaux utilisés ne perturbent pas les
interactions établies en solution. Seules une optimisation rigoureuse des différents parametres et la
réalisation de contrdles permettent de garantir des analyses fiables et reproductibles °.

1.3 Cinétique de formation des complexes

La MS supramoléculaire permet aussi de suivre la cinétique de formation de complexes non-

covalents multiprotéiques ainsi que la dynamique d’échange des constituants d’un complexe 5 11222

224
Afin de pouvoir suivre des cinétiques de changements conformationnels par MS
supramoléculaire, il faut que :

- Déchelle de temps de la réaction soit compatible avec la technique (supérieure a 30
secondes). En effet, il faut que la réaction s’effectue dans un temps supérieur au temps

nécessaire a la préparation et a l'infusion de I’échantillon. Cependant, il est possible
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d’atteindre des temps réactionnels de 1’ordre de la milliseconde grace a I’utilisation de

chambres de mélanges %%,

- les différents intermédiaires réactionnels soient suffisamment différents pour étre
distingués sur les spectres de masse. En effet, dans le cas de mélange, les résolutions des
spectrométres de masse peuvent ne pas étre suffisantes pour différencier différents
intermédiaires. Lors de I’étude de dynamique d’échange, cette contrainte peut étre
contournée grace a l‘utilisation de protéines modifiées par un marquage isotopique

223

(protéines marquées a 1’azote lourd ou léger) ou de différents variants d’une méme

protéine (protéines mutées ou tronquées) 2% #',

Plusieurs suivis de cinétiques de formation de complexes ont été réalisés au cours de ce travail de

thése et seront illustrés dans les chapitres 2 et 4 de la partie 3.

1.4 Evaluation de la force des interactions mises en jeu

Afin de pouvoir évaluer les types d’interaction entre différents partenaires d’un complexe en
phase gazeuse, des experiences de dissociation (CID) en source et/ou dans les cellules de collision du
spectrométre de masse sont réalisées (Figure 25). Ces expériences consistent a augmenter 1’énergie
transmise aux ions en phase gazeuse de manicre a induire la dissociation des partenaires d’un
complexe non-covalent. De la méme maniére que pour 1’obtention de I’IC50 en solution
(concentration induisant une inhibition de 50% de I’interaction), il est alors possible de déterminer
par MS supramoléculaire une tension appelée Vc50 pour laquelle une dissociation de 50% du

complexe est observée 22822,

Protéine = P Ligand =L Complexe PL (%) q)g
+

* 100
v m/z
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Figure 25: Définition du parameétre Vc50. Panel de gauche ; présentation des étapes de détermination du Vc50 par MS
supramoléculaire. Panel de droite : présentation d’une courbe de dissociation Vc50 accompagnée des spectres de masse obtenus dans
différentes conditions : 100%, 50% et 0% de complexes protéine/ligand.

Il a été montré par Rogniaux et al., que les valeurs de Vc50 permettaient d’évaluer la

contribution des interactions électrostatiques dans la stabilisation des complexes *2. Ainsi, plus un
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complexe est stabilisé en solution par des interactions électrostatiques, plus les valeurs de Vc50
seront élevées 2°?*2, |a comparaison des valeurs de Vc50 permet donc de rendre compte de la force
des interactions protéine/ligand. Désormais, les valeurs de Vc50 sont utilisées dans le cadre de

criblages de ligands par MS supramoléculaire pour I’industrie pharamaceutique .

1.5 Etude de l'association de complexes multiprotéiques par des expériences de

dissociation suivies par MS supramoléculaire

Lors de I’étude de complexes multiprotéiques par MS supramoléculaire, il est généralement
nécessaire de connaitre les différents partenaires d’un complexe. Afin de pouvoir les identifier,
différentes approches peuvent étre mises en ceuvre : des approches protéomiques visant a identifier
les partenaires du complexe par LC-MS et LC-MS/MS, des approches supramoléculaires ayant
recours a la dissociation des complexes en solution ou en phase gazeuse & 2%,

La dissociation des complexes multiprotéiques en solution est réalisée par modification du pH ou
de la force ionique du tampon de la protéine ou encore par ajout de solvants organiques. Les sous-
complexes générés sont ensuite analysés par MS moléculaire et supramoléculaire (Voir Partie 4,
Chapitre 1, Paragraphe 1.1).

La dissociation en phase gazeuse quant a elle consiste a augmenter I’énergie cinétique transmise
aux ions en phase gazeuse de maniere & rompre les interactions non-covalentes au sein des
complexes multiprotéiques. Cette dissociation est généralement asymétrique, car elle conduit en
premier lieu a I’éjection des sous-unités situées en périphérie des complexes %*%%. Par conséquent,

cette méthode permet d’obtenir une information sur la topologie des complexes %" 2

. L’analyse
d’une protéine formée de 14 sous-unités soumise a des tensions d’accélérations de 100 a 150 V, nous
a permis de mettre en évidence une dissociation asymétrique du complexe, conduisant a 1’éjection

d’une sous-unité monomérique possédant un nombre de charges élevé (Figure 26).

a)
100 14 mer
70+
%
T2s 67+
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Figure 26 : Dissociation asymétrique de complexes multiprotéiques en phase gazeuse. Analyse de la protéine GroEL dessalée 10
fois par ultrafiltration (Vivaspin 2mL, 50 kDa) infusée a 2uM (Tampon AcNH, 200 mM, pH 6,9, Pi = 7 mbar) a) Vc=100V, b)
Vc=200V.
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Le nombre de charges total du monomere et du 13-mer reste cependant identique a celui de la
protéine sous forme 14-mer comme cela a été déja montré par les travaux de Jurchen et al. > %%,

De plus, la comparaison des énergies utilisées pour dissocier un complexe permet de mettre en
évidence le réle de modifications post-traductionnelles ou de mutations sur la stabilisation ou la
déstabilisation d’un complexe 104, 239, 240

L’ensemble des possibilités offertes par la MS supramoléculaire permet de suivre la
reconstruction de complexes multiprotéiques *!, mais pourrait permettre d’obtenir des informations

sur les réseaux d’interactions protéiques.

1.6 Etude de la dynamique d’assemblage de protéines et de complexes non-covalents

La MS supramoléculaire permet d’étudier la dynamique structurale de complexes
supramoléculaires soumis a différents stimuli (modification de 1’environnement rédox, du pH, de la
force ionique, de la température ou lors de la fixation d’un ligand) grace au suivi des changements
intervenant au niveau des structures tertiaires et quaternaires des protéines 24224,

Sous I’effet de stimuli, des modifications de 1’état d’oligomérisation des protéines ou de leurs
steechiométries d’interaction (Figure 27) peuvent étre observées sur les spectres de masse 4% 2.

Toutefois, tous les changements structuraux n’affectent pas forcément la masse des protéines.
Dans ce cas, une analyse de la distribution des états de charge permet d’obtenir une information
concernant un changement conformationnel 24¢2%°,

En effet, I’ionisation des protéines s’effectue, en fonction de 1’état de repliement d’une protéine,
sur les résidus protonables accessibles. Par conséquent, plus une protéine sera dépliée, plus elle

présentera une distribution des états de charge étendue avec un nombre de charges éleve (Figure 27,

a) 8+ 7, b} -
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Figure 27 : Effet d’un traitement EDTA sur une protéine a doigts de zinc. Analyse en conditions natives de la protéine P1 en
présence (a) ou non (b) d’EDTA (V¢ = 120V, Pi = 6 mbar).

La protéine P1, qui possede 2 atomes de zinc, en perd un en présence d’EDTA. Le zinc ayant un
role structural, la perte de ce dernier entraine un dépliement de la protéine qui se caractérise sur le

spectre de masse par une distribution étendue des états de charges (de 15+ a 7+).
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Au contraire, une protéine ayant une conformation plus compacte présentera une distribution des
états de charge plus étroite avec des états de charge plus faibles (Figure 27, b). En effet, la protéine
P1 sans traitement EDTA posséde uniquement deux états de charges majoritaires 8 et 7+.

1.7 Comparaisons des données de MS avec les données obtenues en solution

Bien qu’il soit maintenant admis que la MS supramoléculaire permet d’étudier des forces
d’interaction en phase gazeuse, la question du maintien de la conformation des protéines en phase
gazeuse est toujours présente lors d’analyses par MS supramoléculaire. En effet, lors du transfert
d’un complexe en solution vers un milieu sans solvant des changements peuvent avoir lieu, il est
donc important d’en avoir conscience pour interpréter les spectres MS de maniere juste et

approfondie.

a. Modifications de I'énergie des interactions non-covalentes lors du passage en phase

gazeuse

Lors des analyses en conditions natives, il est important de s’assurer du maintien des interactions
non-covalentes en phase gazeuse. En effet, le passage des ions d’un milieu aqueux a un milieu sans
solvant s’accompagne d’une modification de la force de certaines interactions (Partie 1, Chapitre 1,
Paragraphe 1.2). Les interactions électrostatiques sont notamment renforcées en phase gazeuse
contrairement aux interactions hydrophobes qui sont affaiblies (Tableau 3) % %,

Tableau 3 : Comparaison des principales interactions covalentes et non-covalentes rencontrées en biologie. Les interactions

hydrophobes ne pouvant étre quantifiées en milieu aqueux et dans le vide n’ont pas été présentées dans ce tableau.
Dapres 1> 252254,

-1
Types d’interaction Force (kcal.mol")

Milieu aqueux | Dans le vide
Covalente 90 90
Electrostatique 3-7 >80
Hydrogene 1 4
Van der Waals (par atome) 0.1 0.1

Par conséquent, la stabilité d’'un complexe non-covalent en phase gazeuse n’est pas directement
liée a sa stabilité en solution. De plus, il est essentiel d’appliquer des conditions instrumentales
extrémement douces lors de I’étude d’interactions non-covalentes faisant intervenir des effets

hydrophobes.

b. Conformation des protéines en phase gazeuse

Comme cela a été évoqué précédemment, les solutions de stockage des protéines jouent un réle
essentiel dans le repliement des protéines. Par conséquent, la question du devenir de la conformation

des protéines lors du passage en phase gazeuse se pose donc en MS supramoléculaire.
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La comparaison de methodes en solution avec des méthodes en phase gazeuse a permis de
confirmer que les analyses réalisées par MS supramoléculaire étaient le reflet des analyses réalisées

en solution 2% 2

. Toutefois, ce n’est qu’avec I’apparition du couplage IM-MS qu’il a été possible de
répondre directement a cette question. Une étude IM-MS récente de Wyttenbach et al., a permis de
montrer que la protéine Ubiquitine conservait son état natif lors du processus ESI et que cette
conformation était conservée pendant plus de 100 ms a 294 K dans un environnement sans solvant
2% De plus, Breuker et McLafferty ont pu montrer, en combinant des données expérimentales a des
données de dynamique moléculaire, que des changements structuraux mineurs interviennent
quelques picosecondes apres la désolvatation des biomolécules et que ces changements sont suivis de
modifications plus importantes plusieurs millisecondes plus tard #*.

Ces différentes études ont permis de montrer que lors du passage en phase gazeuse, les protéines
étaient capables de conserver leur structure tridimensionnelle pendant plusieurs millisecondes ce qui
correspond au temps mis par les ions pour atteindre le détecteur du spectrométre de masse 2°* 2. Ces

études ont donc permis de confirmer qu’il est possible d’obtenir des informations sur la conformation

des protéines en solution a partir d’analyses réalisées en phase gazeuse.

c. Spécificité des complexes détectés en phase gazeuse

Lors des études d’interactions protéine/ligand, la question de la spécificité des complexes
détectés est essentielle a I’interprétation des données de MS supramoléculaire.

Afin de s’assurer de la spécificité des complexes détectés, il est important de préserver I’intégrité
des complexes présents en solution. Pour cela, il est important d’optimiser finement les conditions
expérimentales (tampons, dessalages) et instrumentales.

D’autre part, il est nécessaire de réaliser des expériences de controle permettant de faire la
différence entre une agrégation non spécifique et une association spécifique des ligands 2°®?%*. Parmi
les expériences de contrble, la détection d’une steechiométrie unique est une preuve d’association
spéecifique contrairement a une fixation aléatoire d’un ligand, se caractérisant sur les spectres de
masse par une distribution statistique des complexes. De méme, dans le cas d’une association
spécifique, une modification des conditions en solution (modification du pH ou de la force ionique)
est sensée entrainer une modification des spectres de masse obtenus. Enfin, lors d’expériences de
compétitions entre un ligand de référence et d’autres ligands supposés cibler le méme site de
fixation, 1’absence de complexes avec les deux ligands permet de montrer la spécificité de
I’interaction. De plus, dans le cas d’une interaction spécifique protéine/ligand, une modification du

ligand ou de la protéine devrait entrainer une modification des interactions observées.
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En conclusion, seule une optimisation fine des paramétres expérimentaux et instrumentaux
associée a des expériences de contrble permet de garantir la fiabilité des mesures réalisées en phase

gazeuse.

d. Quantification en MS supramoléculaire

Lors de I’évaluation de I’affinité d’un complexe non-covalent en phase gazeuse, il est important
d’étre conscient que les différentes étapes de 1’analyse ESI-MS (ionisation, transmission et détection)
sont capables d’induire un biais dans la détermination des intensités relatives des espéces présentes
sur un spectre de masse.

En effet, ’efficacité d’ionisation d’analytes portant des charges permanentes et des groupements
ionisables sera plus importante que celle des autres analytes. D’autre part, les différentes especes ne
sont pas transmises avec la méme efficacité, du fait des réglages instrumentaux (pressions, potentiels
d’accélération et radiofréquences), car I’effet de ces différents paramétres varie en fonction de la
masse et de la charge des ions.

Ainsi, lors de 1’évaluation des abondances relatives des différentes especes sur un spectre de
masse, il est important de prendre en compte 1’existence de ces différentes sources de biais possibles.
Par conséquent, il est recommandé de comparer uniquement les abondances relatives d’espéces ayant
des efficacités d’ionisation similaires. Il est généralement admis que la fixation d’un ligand de faible
masse sur une protéine de masse élevée n’alteére ni son efficacité d’ionisation, ni son efficacité¢ de
transmission et de détection. Les intensités relatives de la protéine seule ou liée au ligand sont donc

considérées comme égales a leurs abondances relatives en solution .

Cette hypothese sera
notamment utilisée lors des études d’interactions protéine/ligand par MS supramoléculaire (Partie 3,

Chapitre 3 et 4).

2 Informations complémentaires apportées par les analyses IM-MS

Le développement du couplage IM-MS pour I’analyse de protéines et de complexes protéiques a

permis d’élargir le champ d’application de la MS supramoléculaire.

2.1 Amélioration de la qualité des spectres IM-MS grdce au «Spectrum Cleaning»

Lors de I’analyse de protéines entieres par MS supramoléculaire, nous avons pu mettre en
¢vidence I'importance du dessalage de 1’échantillon. Toutefois, il est possible que des impuretés
soient toujours présentes dans 1’échantillon ce qui se caractérise sur les spectres de masse par un
bruit de fond plus important dégradant la qualité des spectres. En effet, dans le cas d’une protéine
traitée a ’EDTA puis dessalée par filtration sur gel, nous n’avons pas été capables d’obtenir un

dessalage correct, conduisant a un spectre de masse de mauvaise qualité avec un important bruit de
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fond dans la gamme des m/z 500-1 500 (Figure 28). De maniére intéressante, 1’analyse de cet
échantillon par IM-MS nous a permis de séparer les impuretés (zone 1) et la protéine d’intérét (zone
2) grace a la mobilité ionique (Figure 28). En extrayant le spectre de masse correspondant a la zone
2, nous avons alors pu obtenir un spectre sans bruit de fond, ni impuretés (Figure 28). Gréace a la
différence de mobilité ionique qui existe entre des impuretés et des protéines, le couplage IM-MS

permet d’améliorer la qualité des spectres de masse.
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Figure 28 : Mise en évidence du nettoyage de spectre MS en utilisant le couplage IM-MS.

Ce procédé a notamment été utilisé au laboratoire par Cédric Atmanene *® lors de I’étude d’un
antigéne. La présence de polyéthyléneglycol dans 1’échantillon conduisait & une augmentation du
bruit de fond sur les spectres de masse perturbant les mesures de masses. Le nettoyage du spectre a
permis de réduire le bruit de fond observé, mais aussi de mettre en évidence la présence d’une
protéine contaminante non visible lors des premieres analyses par MS supramoléculaire.

De la méme maniére, lors de 1’étude des N-glycanes de la protéine Gp-120 du virus du Sida,
Harvey et al., n’arrivait pas a obtenir un spectre de masse exploitable a cause de la présence de
détergents tels que le NP40. L’utilisation du couplage IM-MS a donc permis d’extraire le spectre de

masse correspondant aux N-glycanes avec un bon rapport signal sur bruit 2%2.

2.2 Mise en évidence de I’'hétérogénéité conformationnelle d’échantillons biologiques

L’analyse d’échantillons par MS supramoléculaire ne permet pas de mettre directement en
évidence de changements conformationnels. De plus, dans le cas de protéines a cystéines, le manque
de résolution des spectromeétres de masse ne nous permet pas de déterminer exactement le nombre de
ponts disulfures formés. Etant donné que ces derniers jouent un réle sur la structure des protéines,

nous avons souhaité caractériser deux protéines a cystéines par IM-MS.

a. Exemple d'une protéine traitée au DTT

Dans un premier temps, nous avons analysé une protéine possédant plusieurs cystéines : le

lysozyme. L’analyse de cette protéine en conditions dénaturantes par IM-MS, nous a permis de
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mettre en évidence deux populations sur le Driftscope : 1’une correspondant aux états de charges 6 a
8+, compacte et 1’autre, correspondant aux états de charge 8 a 10+ avec une conformation plus
étendue. Il est intéressant de remarquer que 1’état de charge 8+ est présent sous deux conformations
plus ou moins compactes (Figure 29, a). La présence de ces deux populations suggére la présence
d’une hétérogénéité de pontage des ponts disulfures. Afin de pouvoir s’en assurer, nous avons traité
I’échantillon au DTT pendant 30 minutes a 37°C (Figure 29, b). Ainsi, nous avons pu mettre en
évidence une différence de 8 Da entre la masse de la protéine non traitée (Mmesurse=14 305.21 +
0.12 Da) et celle de la protéine traitée (Mmesurse=14 313.25 £ 0.26 Da) suggeérant la réduction de 4
ponts disulfures. Cette réduction se traduit sur le Driftscope par 1’apparition d’une nouvelle
population dans une conformation plus étendue avec des états de charge plus élevés. L utilisation de
la mobilité ionique lors de I’étude de cette protéine nous a permis de mettre en évidence une

hétérogénéité des pontages de la protéine conduisant a une structure plus compacte.

a) Lysozyme avant traitement au DTT

b} Lysozyme aprés traitement au DTT
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Figure 29 : Mise en évidence d’une hétérogénéité de pontage sur un échantillon biologique par IM-MS.

b. Exemple d’une protéine traitée au peroxyde d’hydrogene

Nous nous sommes intéressés a 1’oxydation d’une protéine possédant plusieurs cystéines libres.
Lors de I’analyse de la protéine par IM-MS en milieu réducteur, nous avons pu mettre en évidence
une seule population sur le Driftscope dont 1’état de charge majoritaire est le 19+ (Figure 30, a). La
protéine a ensuite été incubée dans un milieu oxydant en présence de 20 uM de peroxyde
d’hydrogéne pendant 1 heure (Figure 30, b). L’analyse de cette protéine, traitée a I’'H,0,, par IM-MS
nous a permis de mettre en évidence la formation d’un pont disulfure (différence de masse de 2 Da
entre la protéine réduite et la protéine oxydée), mais aussi de mettre en évidence ’apparition de
plusieurs populations sur le driftscope correspondant a des hétérogenéités de pontages. Il est
important de noter que ’apparition d’une conformation plus compacte de la protéine en présence
d’un pont disulfure s’accompagne d’un décalage des états de charge vers les états de charge plus
faibles (etat de charge 16+ majoritaire).
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Figure 30 : Mise en évidence da I’apparition d’une hétérogénéité de pontage sur un échantillon biologique traité au peroxyde
d’hydrogéne par IM-MS

En conclusion, la mobilité ionique permet de mettre en évidence des hétérogénéités structurales
au sein d’un méme échantillon. Cette propriété du couplage IM-MS est particulierement intéressante
notamment lors du contrdle qualité de différents lots d’échantillons biologiques 2°*. Elle permet aussi

de rendre compte de I’effet de différents stimuli sur la conformation des protéines.

2.3 Suivi de changements conformationnels par IM-MS

L’une des applications principales de I’IM-MS est le suivi de changements conformationnels de
biomolécules soumises & des modifications de leur environnement ou lors de la fixation de ligands.
En effet, cette technique, rapide et sensible, est de plus en plus utilisée en complément d’études
structurales notamment lorsque ces protéines n’ont pas pu €tre analysées par cristallographie ou
RMN. L’étude de changements conformationnels sera abordée de maniere détaillée dans la partie 3

de ce manuscrit de thése.

2.4 Comparaison de formes de protéines et de complexes non-covalents

Le couplage IM-MS permet de différencier des protéines en fonction de leur forme et de leur
taille en phase gazeuse. Par conséquent, il est intéressant d’évaluer le potentiel de ce couplage pour
déterminer 1’organisation structurale d’édifices biologiques. En effet, la MS supramoléculaire nous
permet d’obtenir une information concernant les stcechiométries d’interaction au sein d’un complexe,

mais ne nous permet pas de déterminer I’organisation des sous-unités constituants le complexe.
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Afin de mettre en évidence cette propriété offerte par le couplage IM-MS, plusieurs études ont
été réalisées ces derniéres années par IM-MS sur des complexes multiprotéiques ayant des topologies
différentes %% 1972642 Ceg (ifférentes études ont permis de montrer qu’une augmentation des
énergies d’activation en phase gazeuse conduisait a la compaction de protéines sous forme annulaire
alors que la structure de protéines globulaires n’était pas modifiée ** ?®. D’autre part, I’étude des
états d’oligomérisation de la protéine B-amyloide par IM-MS a permis de mettre en évidence qu’une
augmentation de 1’état d’oligomérisation de la protéine conduisait a une diminution des temps de
passage des ions dans la cellule IMS suggérant une réorganisation structurale en fonction de 1’état
d’oligomérisation. Bernstein et al., ont ainsi pu montrer que le couplage IM-MS permettait d’établir
une relation entre la topologie d’un complexe et les temps de passage des ions dans la cellule
IMS 199,

En conclusion, le couplage IM-MS permet d’évaluer 1’organisation structurale d’édifices

biologiques de maniére directe ou en ayant recours a 1’activation des ions en phase gazeuse.

2.5 Etude de la stabilité conformationnelle de biomolécules en phase gazeuse

Lors de I’optimisation des paramétres instrumentaux en IM-MS, des conditions les plus douces
possible doivent étre choisies de maniére a ne pas induire I’activation des ions en phase gazeuse (voir
Partie 2, Chapitre 3, Paragraphe 2.1). Toutefois, afin de mettre en évidence le réle stabilisateur ou
déstabilisateur d’un ligand sur une protéine, il est possible d’avoir recours a des expeériences
d’activation en phase gazeuse. De la méme manicre que pour 1’étude de la stabilité des ions en phase
gazeuse (expériences de Vc50), la tension d’accélération Trap CE va étre augmentée pas a pas. Le
suivi des changements conformationnels se produisant au niveau de la protéine apo ou holo, nous
permettra d’évaluer le role des ligands sur la stabilité de la protéine en phase gazeuse %240 %67 268,

Afin de pouvoir mettre en évidence 1’apport du couplage IM-MS pour 1’étude de la stabilité de
complexes en phase gazeuse, nous avons étudié une protéine impliquée dans les fonctions de réponse
a I’hypoxie : la protéine EglIn-1. Cette protéine dont la masse mesurée en conditions dénaturantes est
de 27 897.2 £ 0.5 Da (Mineorique = 27 897.5 Da) présente un atome de fer (55.8 Da) en conditions
natives (Mmesuree = 27 953 = 1 Da, Mingorique = 27 953 Da). Nous avons donc souhaité étudier 1’effet de
cet atome de fer sur la stabilité de cette protéine par IM-MS.

Pour cela, nous avons soumis la protéine Egln a un traitement EDTA (10 mM) permettant
d’obtenir la forme apo de la protéine (Mmesuree=27 898 = 1 Da ; Mineorique =27 897 Da) (Figure 31, a).
La distribution des états de charge des protéines apo et holo Egln en conditions natives suggére que
le fer n’a pas d’effet sur la conformation de cette protéine en phase gazeuse (Figure 31, a) ce qui a pu
étre confirmeée par IM-MS dans des conditions douces (Trap CE =7 V) (Figure 31, b).
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Figure 31 : Etude de la stabilité conformationnelle d’une protéine en phase gazeuse par IM-MS. a) analyse de la protéine Egln
sous forme apo et holo par MS supramoléculaire (5 uM, tampon AcNH, 100 mM pH 7,5, Vc= 20 V, Pi = 6 mbar), b) analyse de la
protéine Egln sous forme apo et holo sans activation dans la partie Trap CE (Trap CE =7 V) et ¢) avec activation (Trap CE =30V,
Bias = 15V, Transfer CE = 40V, P;ys = 0,5 mbar, WH =400 V, WV =9 m.s'l).

Dans ces conditions, les pics de mobilité observés pour les différents états de charge sont fins
indiquant que la protéine a une conformation homogéne. Nous avons ensuite comparé par IM-MS
I’effet de différentes tensions d’accélération Trap CE sur la conformation des formes apo et holo
Egln (Figure 31, b et c). Il a ainsi pu étre mis en évidence que pour une valeur de Trap CE de 30 V,
les valeurs de tp augmentent et que la distribution des temps de passage des ions de la forme apo dans
la cellule IMS était plus étendue que celle de la forme holo. La protéine apo est donc plus sensible a
une activation des ions en phase gazeuse que la protéine holo. Par conséquent, ces expériences nous
permettent de conclure que le fer a un role stabilisateur sur la protéine Egln.

Le couplage IM-MS permet donc d’étudier la stabilité conformationnelle de biomolécules en

phase gazeuse. Cette application est particulierement intéressante dans le cas d’étude de criblage de
ligands.

2.6 Comparaison de données structurales de haute résolution aux données IM-MS

Les différents exemples d’applications développés dans cette partie ne nécessitent pas
obligatoirement une comparaison des données IM-MS a des données structurales de hautes
résolutions. Cependant, I’intégration de ce couplage dans des études de biologie structurale necessite
I’utilisation d’un paramétre permettant de comparer les résultats d’IM-MS a des données

biophysiques classiques.
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a. Comparaison des CCS expérimentales aux CCS théoriques issues de données

structurales

La comparaison des CCS théoriques avec les CCS expérimentales a permis lors du
développement de la mobilité ionique de vérifier I’exactitude des données obtenues par IM-MS. Lors
des premieres études IM-MS, les CCS mesurées étaient inférieures aux CCS théoriques ce qui peut
s’expliquer par une compaction des ions en phase gazeuse °°. Cependant, cette observation pourrait
trouver une explication par le fait que les étalons étaient analyses en conditions dénaturantes et
n’étaient donc pas adaptés a la détermination de CCS en conditions natives ””. De plus, les structures
présentes dans la PDB ne sont pas toujours complétes, introduisant des biais dans le calcul de la CCS
théorique. En effet, afin de faciliter la cristallisation de certaines molécules, certaines parties des
protéines notamment les extrémités N- et C-terminales peuvent étre tronquées ou modifiées. Enfin, il
est important de noter que tous les atomes ne peuvent pas toujours étre résolus par RMN ou
cristallographie a cause de I’instabilité de certaines protéines. La comparaison des CCS théoriques et
expérimentales doit donc étre réalisée de maniére rigoureuse.

Les développements réalisés en IM-MS ces derniéres années permettent dorénavant d’utiliser des
CCS expérimentales par les experts en biologie structurale pour obtenir rapidement des informations

structurales notamment dans le cas de protéines non cristallisables.

b. Détermination de contraintes structurales pour la modélisation moléculaire grace

aux CCS expérimentales

Depuis de nombreuses années, 1’objectif des scientifiques est de comprendre le rble des
partenaires d’un complexe multiprotéique et de comprendre les interactions qui gouvernent des
processus cellulaires critiques tels que 1’apoptose. Afin de pouvoir répondre a ces questions, des
études biochimiques ainsi que des études structurales ont été initiées. Cependant, de nombreuses
protéines et réseaux d’interactions représentent un obstacle pour la caractérisation par RMN ou
cristallographie. En effet, ces techniques nécessitent d’importantes quantités d’échantillons et
impliquent que les protéines soient pures et stables en solution. Ces problémes ont donc conduit au
développement de méthodes rapides permettant d’obtenir des informations structurales telles que
I’IM-MS. Toutefois, I'IM-MS reste une technique a faible résolution par comparaison aux techniques
utilisées classiquement en biologie structurale.

C’est dans ce contexte qu’est apparue récemment [’utilisation de plusieurs méthodes permettant
d’obtenir des informations structurales précises en se basant sur des données de cristallographie, des
données de mobilité ionique et de modeélisation moléculaire. Robinson et al., ont pu montrer
récemment que la combinaison d’approches IM-MS a des approches bio-informatiques pouvait étre

utilisée pour déterminer la structure de complexes multiprotéiques "> %** 2% | es CCS déterminées
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par IM-MS permettent d’orienter la modélisation moléculaire en imposant des contraintes
conformationnelles. Ainsi, la structure d’oligomeéres a pu étre déterminée. L’ensemble des outils
développés par Robinson et al., couplé a I’'IM-MS, permettrait alors de pouvoir caractériser des
systéemes multiprotéiques complexes.

La modélisation moléculaire permet aussi d’obtenir des informations structurales sur des
protéines non cristallisables de maniére a pouvoir compléter nos études IM-MS. Cependant, une
maitrise des différents paramétres de modélisation moléculaire est nécessaire pour garantir
I’obtention de modéles justes. En effet, il est important de prendre en compte I’environnement de la
protéine ainsi que les interactions qui existent au sein méme des molécules.

L’IM-MS couplé a la modélisation moléculaire permettrait d’obtenir des informations
importantes pour la compréhension de complexes multiprotéiques ou de réseaux d’interactions

difficilement analysables par des techniques classiques de biologie structurale.
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Chapitre 5 : Comparaisons des données obtenues sur
les Synapt G1 et G2 par MS et IM-MS

Afin de pouvoir évaluer les améliorations technologiques réalisées sur le Synapt G2, nous avons
souhaité comparer les performances de ces deux instruments en MS et en IM-MS supramoléculaires
au travers de différents exemples tels que 1’analyse de protéines de bas et de hauts poids moléculaires
et I’analyse de changements conformationnels par IM-MS. Cette partie ne traitera pas 1’analyse des

protéines de trés hauts poids moléculaires qui sera abordée dans la derniere partie de ce manuscrit.

1 Comparaison des Synapt G1 et G2 par MS supramoléculaire

Afin d’étudier des mélanges encore plus complexes, la résolution, la transmission et la détection
des instruments de nouvelle génération ont été améliorées. Lors de I’¢tude de la myoglobine de coeur
de cheval en conditions dénaturantes sur le Synapt HDMS G1, la résolution obtenue est de 1 910
(Figure 32, a) contrairement au Synapt HDMS G2 ou la résolution est de 18 050 (Figure 32, b).
L’amélioration de la résolution sur le Synapt HDMS G2 se caractérise notamment par 1’observation
du massif isotopique de I’ion 998 m/z de la myoglobine. Le Synapt HDMS G2 est donc I’instrument

de choix lors d’études MS nécessitant des résolutions supérieures a 15 000.

a) Synapt HDMS G1 b) Synapt HDMS G2
20+ 17+ 17+
100 998,1472 100 19+ 998,1584

H,,=0,5224 m/z H,/,=0,0553 m/z
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Figure 32 : Comparaison des résolutions obtenues sur les Synapt HDMS G1 et G2. Analyse de la myoglobine de cceur de cheval
en conditions dénaturantes diluée & 2 pM dans une solution eau/acétonitrile/acide formique 50/50/1. a) Synapt HDMS G1 (ionisation
en aiguilles nanospray), b) Synapt HDMS G2 (ionisation source Advion).

Au cours de ce travail de these, nous avons comparé la transmission obtenue sur les Synapt
HDMS G1 et G2. Il est important de noter que contrairement au Synapt HDMS G1 qui posséde
uniquement deux modes de transmission : Résolution (mode V) et Haute Résolution (W), le Synapt
HDMS G2 posséde un mode Sensibilité. Lors de 1’étude de protéines par MS supramoléculaire sur le
Synapt HDMS G2, nous avons pu mettre en évidence une augmentation de la transmission des ions

en mode Sensibilité par rapport au mode Resolution, lorsque la gamme de m/z est comprise entre
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4 000 et 22 000 m/z. De plus, comme cela sera développé dans la partie 4 de ce manuscrit, il a pu
étre mis en évidence lors de I’étude du CsI par MS supramoléculaire que la transmission des ions de
hauts rapports m/z est meilleure sur le Synapt HDMS G1 que sur le Synapt HDMS G2.

Il est important de rappeler que les modes de détection du Synapt G1 et G2 HDMS sont
différents. Le Synapt G1 est équipé d’un détecteur de type MCP couplé a un digitaliseur TDC, alors
que le Synapt G2 est équipé d’un détecteur de type MagnéTOF avec un systéme de digitalisation de
type ADC ou TDC. Cette différence de détecteur et de mode de digitalisation a un impact important
sur la qualité des spectres MS obtenus. En effet, il a pu é&tre montré que pour étudier des protéines se
trouvant dans la gamme de m/z (4 000-22 000), il est préférable d’utiliser un mode de digitalisation

de type TDC ou le rapport signal/bruit obtenu est meilleur qu’avec un systeme ADC.

2 Comparaison des Synapt G1 et G2 en IM-MS

2.1 Etude d’un systéme protéine/ligand par IM-MS sur les Synapt G1 et G2 HDMS.

Dans un premier temps, nous avons étudié un systeme protéine/ligand sur le Synapt G1 HDMS
qui n’est pas couplé au systeme d’injection automatique Advion. Les paramétres d’ionisation
(tension capillaire et gaz de nébulisation) et de transmission (tensions d’accélération V¢, Trap Bias,
Trap et Transfer CE) ont été optimisés de maniere a obtenir un spray stable et une transmission
correcte des ions avec les parametres les moins énergétiques possible.

Par la suite, nous avons optimisé les paramétres de mobilité ionique suivants : débit de gaz
d’azote dans la cellule de mobilité, hauteurs et vitesses de vagues. Pour réaliser cette étude, nous
avons choisi de modifier les paramétres de hauteurs et de vitesses de vagues par paire, de maniére a
obtenir des temps de passage des ions dans la cellule IMS compris dans le deuxiéme tiers du
mobilogramme (7-14 ms). Les deux variables que nous avons suivies sont les différences de temps
de passage des ions dans la cellule de mobilité (Atp) et le pouvoir séparateur (Rs) (Tableau 4).

Tableau 4 : Evaluation de la séparation entre la protéine seule et la protéine liée au ligand pour les états de charge 8 et 9+ de la

protéine. Une variation des couleurs allant du bleu foncé a I’orange foncé correspond a une variation des séparations allant des moins
bonnes aux meilleures.

Débit d'azote (mL.min™) | 25 | 25 | 35 | 35 | 40

Vitesse de vague (m.s™") | 300 | 400 | 400 | 800 | 800
Hauteur de vague (V) 7 9 1 | 24 | 25

Aty (état de charge 9+) | 0,20] 0,20 0,20 | 0,20 | 0,20
Rs (état de charge 9+) 0,10 0,10 | 0,10 | 0,20 | 0,20
Aty (état de charge 8+) | 0,40 0,50 | 0,50 | 0,30 | 0,40
Rs (état de charge 8+) 0,201 0,20(0,30| 0,30 | 0,30

Les parametres utilisés lors de cette étude nous ont permis d’obtenir une meilleure séparation
pour I’état de charge 8+ que pour 1’état de charge 9+. Cette observation est notamment due au fait

que les tp des ions 8+ sont plus importants, permettant une meilleure separation de ces ions. Il est
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donc important lorsque 1’on réalise une étude par IM-MS de s’intéresser a tous les états de charge
majoritaires et d’optimiser la séparation sur le plus petit état de charge. De cette maniére, I’ensemble
des temps de passage des ions dans la cellule IMS sera dans le deuxiéme tiers du mobilogramme et
les meilleures séparations seront obtenues pour les états de charge les plus faibles.

Ces résultats nous permettent d’autre part de conclure que la gamme de pouvoir séparateur
accessible sur le Synapt G1 est comprise entre 0,10 et 0,20 pour 1’état de charge 9+ et entre 0,20 et
0,30 pour I’état de charge 8+. De plus, il est important de rappeler que les meilleures séparations
IMS sont obtenues pour les meilleurs couples (Atp, Rs). Dans le cas de cette étude, il s’agit donc de
la condition suivante : WV : 800 m.s, WH : 25 V et Q. : 40 mL.min™dans le cas de cette étude.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié ce méme systéme sur le Synapt G2 (Tableau 5).
Tableau 5 : Evaluation de la séparation entre la protéine seule et la protéine liée au ligand pour les états de charge 8 et 9+ de la

protéine. Une variation des couleurs allant du bleu foncé a au rouge correspond a une variation des séparations allant des moins
bonnes aux meilleures.

Débit d'azote (mL.min™) | 70 | 50 | 50 | 40 | 33 | 30
Vitesse de vague (m.s™) | 400 | 600 | 800 | 1350 1400|1200
Hauteur de vague (V) 201 20| 20 | 40 | 40 | 30
(état de charge 9+) 0,10] 0,201 0,201 0,30] 0,30 0,40
Rs (état de charge 9+) 0,10] 0,201 0,201 0,50 0,40 | 0,60
(état de charge 8+) 0,10 0,30 0,40] 0,40 0,60 | 0,60
Rs (état de charge 8+) 0,201 0,301 0,50] 0,60 0,60 | 0,70

Cette étude nous a permis de montrer que la gamme de Rs accessible sur le Synapt G2 HDMS est
comprise entre 0,10 et 0,60 pour les états de charge 8+ et 9+. Cette gamme étant donc deux fois plus
étendue que celle observée sur le Synpat G1 HDMS. De plus, dans la meilleure condition
expérimentale nous avons obtenu un couple de valeurs (Atp, Rs) de (0,60, 0,70) pour I’état de charge
8+ montrant les améliorations obtenues en IMS sur I’instrument de nouvelle génération. Ces
meilleurs Rs ont pu étre obtenus en augmentant la vitesse et la hauteur des vagues sur le Synapt G2
HDMS. Les débits de gaz d’azote ne peuvent étre comparés entre les deux instruments, car la
pression dans la cellule IMS sur le Synapt G2 ne dépend pas uniquement du débit de gaz en azote.

Une des différences importantes entre les mobilités observées sur les Synapt G1 et G2 est la
largeur des pics a mi-hauteur. En effet, alors que sur le Synapt G2, celles-ci sont en moyenne
inférieures a 1 ms, celles-ci sont supérieures a 1 ms sur le Synapt G1.

Les modifications apportées au Synapt G2 ont donc permis d’obtenir des pics plus fins et
d’améliorer la séparation des ions dans la cellule de mobilité. Les applications de I’IM-MS vont donc
pouvoir étre étendues a 1’é¢tude de changements conformationnels plus fins jusqu’alors non

accessibles par IM-MS.
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2.2 Comparaison des séparations IM-MS sur les Synapt G1 et G2 HDMS lors de I'étude de

peptides isobares ou de masses tres proches

a. Etude de peptides possédants des modifications post-traductionnels. (PTM)

Malgre la multiplicité des stratégies analytiques et les importants développements instrumentaux
réalises ces dernieres années en MS, notamment au niveau de la sensibilité de détection, la
caractérisation fine et la localisation de PTM restent encore délicates °*2"2. Toutefois, ces PTM
jouent des réles importants au niveau cellulaire notamment lors de la division cellulaire, de la
transduction du signal ou de la régulation fine des voies métaboliques *®. Le développement de
méthodes analytiques permettant de les caracteriser est donc indispensable.

Les difficultés liées a I’étude de ces PTM proviennent de la faible abondance de ces protéines
modifiées dans une cellule, des problémes de digestion a proximité des PTM, de la faible efficacité
d’ionisation des peptides modifiés *"* 2" et de la perte des PTM par CID 2’®. De plus, la localisation

217280 1 >identification de ces

des PTM est difficile en présence d’un mélange de peptides modifiés
modifications par MS devient donc un Vvéritable défi dans le cas de peptides isobares (peptides de

mémes masses) ou de masses trés proches.

b. Objectif de I'étude

Nous avons souhaité évaluer le potentiel du couplage IM-MS pour la caractérisation et la
localisation de PTM sur des peptides isobares et de masses tres proches sur les Synapt G1 et G2.

Pour cela, nous nous sommes intéressés a la caractérisation de peptides phosphorylés isobares
(DpSSEEKFLR, DSpSEEKFLR: 1189.524Da) ou a des peptides tri-méthylés
(TARK(Me3)pSTGGKAPRC :  1453.722Da) ou acétylées (TARK(Ac)pSTGGKAPRC :
1 453.686 Da) de masses tres proches par IM-MS-MS.

c. Caractérisation fine par couplage IM-MS de peptides possédant différentes PTM

- Analyse des peptides isobares phosphorylés
L’analyse des peptides phosphorylés (DpSSEEKFLR et DSpSEEKFLR) par MS ne nous a pas
permis de les séparer a 1’aide du Synapt HDMS G2, méme avec une résolution en masse de 19 000
(Figure 33, a).
Au contraire, I’optimisation de paramétres IM-MS nous a permis d’obtenir une séparation des 2
peptides par mobilite ionique, le peptide DpSSEEKFLR (P1) a un temps de passage dans la cellule
de mobilité de 6.99 ms alors que le temps de passage du peptide DSpSEEKFLR (P2) est de 7.62 ms

(Figure 33, b). La position de la phosphorylation induit donc un changement conformationnel en
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phase gazeuse. Des peptides présentant des états de phosphorylation différents pourront donc étre
séparés par mobilité ionique (Figure 35, a).

Les peptides isobares ainsi séparés par IMS ont été soumis a des énergies de collision croissantes
dans la cellule Transfer du Synapt G2. Ainsi, nous avons pu obtenir des spectres de fragmentation de
chacun des peptides séparés par IMS pour une tension d’accélération de 40V (Figure 33, c). Les
rapports m/z observés pour I’ion y7 nous ont permis de caractériser les deux peptides isobares en
mélange. En effet, I’ion y7 du peptide 1 est observé a 908.54 m/z alors que celui du peptide 2 est
observé a 890.52 m/z. De plus, d’autres ions permettent de confirmer 1’identification du peptide 2
tels que les ions Dha-E (199.08 m/z) et Dha-EE (328.13 m/z).

a) b)
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Figure 33 : Caractérisation de peptides isobares phosphorylés par IM/MS/MS. a) analyse des peptides isobares par MS en
conditions dénaturantes (1 pmol/uL). b) séparation des peptides isobares par IM-MS (a gauche: driftscope; a droite:
mobilogramme) ; ¢) fragmentation des peptides isolés par IM-MS dans la cellule Transfer (Transfer CE = 40 V) (& gauche : driftscope,
a droite : spectre MS/MS).

L’analyse de ces peptides isobares nous a permis de montrer que le couplage IM-MS permettait
de simplifier la caractérisation des spectres de masse grace a I’obtention de spectres de fragmentation

pour chacun des peptides.

Au cours de cette étude, nous avons souhaité étudier la sensibilité de détection du Synapt G2
HDMS lors d’analyses IM-MS. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que pour des concentrations
en peptides de 1 et 50 fmol/uL, la largeur a mi-hauteur des pics de mobilité est identique et égale a
0.25 m/z. Par contre, pour des concentrations comprises entre 0.1 et 10 pmol/pL, la largeur des pics
augmente en fonction de la concentration (Figure 34, a). Il est important de noter que pour des
concentrations inférieures a 1 fmol/uL, la largeur des pics de mobilité augmente a nouveau et que le
rapport signal sur bruit diminue, suggérant que la limite de détection en IM-MS est atteinte a partir

de cette concentration (Figure 34, b).
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Figure 34 : Effet de la concentration en peptides sur la largeur & mi-hauteur des pics de mobilité (a) et sur ’intensité du signal
en masse (b).

Afin d’évaluer la gamme dynamique en IM-MS, nous avons analysé ces mémes peptides isobares

par IM-MS a des ratios identiques ou différents (Figure 35).
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Figure 35 : Gamme dynamique en IM-MS a) Séparation par mobilité ionique de peptides 0, 1 et 2 fois phosphorylés (OP, 1P et 2P)
analysés en concentrations équimolaires. Le mobilogramme noir correspond a la mobilité des 3 formes de phosphorylation. L’intensité
des pics diminue lorsque le nombre de phosphorylations augmente. b) Analyse d’un mélange de peptides isobares une fois phosphorylé
selon différents ratios. Le peptide de référence étant analysé a 10 fmol/pL.

L’analyse par IM-MS d’un mélange équimolaire des 3 peptides (0, 1 et 2 fois phosphorylés),
nous a permis de les séparer et de mettre en évidence une diminution de I’intensité des pics de
mobilité lorsque le nombre de phosphorylations augmente (Figure 35, a). La faible efficacité
d’ionisation des peptides phosphorylés en MS est donc retrouvée lors des analyses par IM-MS.

Nous avons aussi pu mettre en évidence que I’intensité des pics de mobilité était reliée a la
concentration en peptides a analyser (Figure 35, b). Ainsi, nous avons pu mettre en évidence qu’il est
possible de différencier par IM-MS des peptides isobares 1 fois phosphorylés lorsque le ratio est au
maximum de 1 pour 10 a 10 fmol/uL.

Ces différentes contraintes devront étre prises en compte lors de 1’analyse par IM-MS de peptides

possédant des PTM.
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- Analyse des peptides de masses trés proches tri-méthylés ou acétylés

De méme, nous avons étudié des peptides de masses trés proches présentant différentes
modifications  post-traductionnelles. L’analyse des peptides TARK(Me3)pSTGGKAPRC
(1 453.722 Da) et TARK(AC)pSTGGKAPRC (1 453.686 m/z) par MS ne nous a pas permis de les
séparer en fonction de leur rapport m/z malgré une résolution en masse de 19 000 (Figure 36, a). Au
contraire, ces peptides ont pu étre séparés par IM-MS comme le montre la Figure 36, b. Comme
précédemment, aprés avoir séparé ces deux peptides par IM-MS, nous avons été capables de
séquencer chacun des peptides individuellement (Figure 36, c et d). La mise en évidence de I’ion a
126 m/z caractéristique des lysines acétylés *®!, nous a permis d’identifier le peptide 2. Les
mobilogrammes extraits des différents ions immoniums des lysines, nous ont permis de confirmer

que cet ion a 126 m/z est bien caractéristique de la lysine acétylée (Figure 36, €).
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Figure 36: Caractérisation de peptides de masses trés proches par IM-MS/MS. a) analyse des peptides
TARK(Me3)pSTGGKAPRC et TARK(AC)pSTGGKAPRC par MS en conditions dénaturantes (1 pmol/uL). b) séparation des peptides
par IM-MS (a gauche ; driftscope ; a droite : mobilogramme) ; c) Driftscope de fragmentation des peptides isolés par IM-MS dans la
cellule Transfer (Transfer CE = 31 V), d) Spectre MS/MS des peptides tri-méthylés et acétylés, e) mobilogrammes extraits des ions
immoniums des lysines 4 et 9.
- Comparaison des résolutions en mobilite ionique du Synapt G1 et G2

Afin de pouvoir évaluer I’amélioration de la séparation en IM-MS entre les Synapt G1 et G2,
nous avons comparé les séparations de ces peptides isobares ou de masses tres proches sur ces deux
instruments (Figure 37). Alors que ces peptides peuvent étre séparés sur 1’instrument de nouvelle

géneration (Figure 37, b), ces mémes peptides ne peuvent étre séparés sur le Synapt G1 (Figure 37,
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a). Par conséquent, 1’analyse de mélanges complexes doit étre réalisée sur le Synapt G2 qui offre de

meilleures capacités résolutives en MS et en IM-MS.
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Figure 37 : Analyse d’un mélange de peptides isobares sur les Synapt G1 (a gauche) et G2 (a droite) par IM-MS. a) Vc = 30V,
PIMS = 0.66 mbar, Trap CE = 6V, Transfer CE = 10V, Bias = 10V WV =600 m/s, WH =12 V. b) Vc = 20V, P,ys= 2.3 mbar, Trap
CE =6V, Transfer CE = 0V, Bias = 33V WV = 400 m/s, WH =18 V.

2.3 Conclusion

Les deux exemples présentés dans ce paragraphe permettent de montrer le potentiel du couplage
IM-MS pour la séparation et la caractérisation de peptides isobares ou de masses trés proches,
possédant ou non des modifications post-traductionnelles. L’utilisation de la mobilité ionique permet
d’apporter un niveau de séparation supplémentaire permettant d’obtenir des spectres MS/MS de
haute qualité. En effet, lors de 1’étude de peptides de masses trés proches, ceux-ci ne peuvent étre
isolés dans le quadripdle conduisant aprés fragmentation a 1’obtention d’un spectre de masse

complexe ou les fragments des deux peptides sont melangés (Figure 38, a).
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Figure 38 : Réponse du couplage IM-MS pour la caractérisation de peptides isobares ou de masses trés proches (1-3 Da).
Analyse MS/MS de peptides de masses trés proches en absence (a) ou avec (b) une séparation par IMS.

La séparation par IM-MS des peptides isolés dans le quadripble permet, apres fragmentation dans
la cellule de collision Transfer CE, d’obtenir un spectre de masse pour chacun des peptides

simplifiant la caractérisation de ces derniers (Figure 38, b).

L’utilisation de la séparation par mobilité ionique lors d’analyses de mélanges complexes par
LC-MS-MS présente donc un fort potentiel analytigue notamment dans le cas de mélanges

complexes.
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2.4 Valorisation

Les travaux réalisés dans le cadre de ce projet ont fait I’objet des communications suivantes :

Communications orales :

- Petiot S, Diemer H, Van Dorsselaer A et Sanglier-Cianférani S. Characterization of isobaric peptides using
ion mobility mass spectrometry (IM-MS). Congres de la SFEAP. 6-8 Septembre 2010, Marseille.

- Petiot S, Diemer H, Van Dorsselaer A, Sanglier-Cianferani S. Application of ion mobility-MS : from
peptide to large protein analysis. Réunion des utilisateurs Waters. 7 décembre 2010, Paris.

- Petiot S, Diemer H, Van Dorsselaer A et Sanglier-Cianférani S. Characterization of isobaric/close MWs
peptides with different post-translational modifications using ion mobility-mass spectrometry (IM-MS).
Journées MassProt’ INRA. 9 Février 2011, Montpellier.

Communications par affiche :
- Petiot S, Diemer H, Van Dorsselaer A et Sanglier-Cianférani S. Apport du couplage IM-MS pour la

caractérisation de peptides isobares Congrés de la SFEAP. 6-8 Septembre 2010, Marseille. Congrés de la
SFSM. 13-16 septembre 2010, Clermond-Ferrand.
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Conclusion de cette partie

C’est la maitrise des différentes étapes d’une analyse MS ou IM-MS supramoléculaires qui
permet d’obtenir des informations fiables.

La préparation des échantillons est une étape cruciale qui permet d’éliminer les sels
incompatibles avec I’ESI-MS. Le tampon utilisé et la méthode de dessalage doivent étre choisis de
maniére a préserver 1’intégrité des complexes non-covalents en phase gazeuse.

L’optimisation des parameétres instrumentaux est également indispensable. En effet, 1’énergie
transmise aux ions dans I’instrument lors des analyses MS et IM-MS doit étre finement contr6lée
pour éviter toute activation des ions en phase gazeuse, tout en conservant une désolvatation et une
transmission correctes des ions. Les différentes expériences réalisées au cours de ce travail de these
nous ont permis de développer une nouvelle stratégie d’optimisation en IM-MS.

Les développements expérimentaux et instrumentaux réalisés ont permis d’obtenir de
nombreuses informations par MS (steechiométrie, spécificité et affinité d’interactions) et par IM-MS
(suivi de changements conformationnels, mise en évidence d’hétérogénéité conformationnelle). Afin
de s’assurer de la validité de ces informations, des expériences de contréle doivent étre realisées.

Le respect de ces différentes étapes a permis de comparer des instruments de différentes
générations : les Synapt HDMS G1 et G2. Nous avons ainsi pu montrer que le Synapt G2 permettait
d’obtenir une meilleure résolution en MS et en IM-MS par rapport au Synapt G1. Les possibilités

offertes par le Synapt HDMS G2 seront donc principalement développées dans ce manuscrit.
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Partie 3: De la MS a I'IM-MS supramoléculaire pour
la caractérisation de systemes protéine/ligand

Cette partie est consacrée a 1’étude des interactions protéine/ligand par MS supramoléculaire.
Différents exemples faisant intervenir des ligands de natures différentes (acides nucléiques, métaux
et molécules chimiques) seront développés. L’apport du couplage IM-MS pour la caractérisation fine

de ces interactions sera ensuite détaillé.

Chapitre 1: Etude des interactions d’une protéine a doigts de zinc : interactions
P1/Zn**

Chapitre 2 : Etude d’un complexe protéine/acides nucléiques : le systéme
TGT/ARN

Chapitre 3 : Optimisation des parameétres instrumentaux du couplage IM-MS
pour la détection de faibles changements conformationnels : étude

du systeme Bcl-xL/ABT-737

Chapitre 4 : Caractérisation fine par MS et IM-MS supramoléculaires d’un

systeme protéine/ligands : exemple du systeme PDF1B/Ligands
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Chapitre 1 : Etude des interactions d’une protéine a
doigts de zinc : interactions P1/Zn?*

Les interactions protéine/ions métalliques jouent un réle important en biologie, car un tiers des
protéines nécessite un substituant métallique pour assurer leurs fonctions biologiques %*2. La MS joue
un réle important lors de 1’analyse de ces interactions, car elle permet d’obtenir des informations
concernant, les séquences en acides aminés des protéines liant des métaux, mais aussi de déterminer
les sites probables de fixation de ces derniers 2. En paralléle, une analyse par MS supramoléculaire
permet de déterminer les stoechiométries et spécificités d’interaction entre le métal et la
protéine %% 2% Toutefois, actuellement, aucune étude par MS n’a permis de caractériser de maniére
tres précise les sites de fixation des atomes de zinc sur une protéine a doigts de zinc.

Cette partie sera donc consacrée au développement d’une méthode d’analyse par MS pour la
caractérisation fine d’une protéine a doigts de zinc : la protéine P1, une protéine exprimée par le

virus de la panachure jaune du riz (RYMV).

1 Contexte biologique de I’étude de la protéine P1

Le RYMV, du genre Sobemovirus, est présent sur tous les continents. Il est endémique en
Afrique ou il infecte principalement deux espéces de riz : Oryza sativa et Oryza glaberrima 2%°,
Parmi les 5 protéines du RYMV, la plus étudiée est la protéine P1 qui joue un role important dans la
pathogénicité du virus en affectant le développement de la plante ?*”. Il a ainsi été montré que cette
protéine était nécessaire & la réplication du virus, mais aussi & sa migration de cellules en cellules 2.
Plus récemment, il a été montré que la protéine P1 était capable d’activer *®" ou de supprimer les
mécanismes de défense de la plante en piégeant des ARN interférents 2. La protéine P1 régulerait la
propagation du virus dans la plante en contrdlant le développement de la plante et celui du virus.

La protéine P1 (MW = 17 929 Da) (Figure 1), appartenant a la famille des suppresseurs viraux
des ARN interférents (VSR), est une protéine possédant deux régions riches en cystéines,
extrémement conservées au sein de cette famille protéique, et ayant un role fonctionnel 2. La
plupart des cystéines conservées dans une famille protéique ont un réle structural ou régulateur et
peuvent étre impliquées dans la formation de ponts disulfures ou dans la liaison a un métal. De plus,
elles peuvent réagir face a des modifications chimiques ou dans des réactions rédox °#. Toutefois,
le r6le des cystéines de la famille des protéines VSR riches en cystéines n’a pas été étudié jusqu’a

présent.
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Séquencede la protéine P1:

1 MTRLEVLIRP TEQTAAKANA VGYTHALTWV WHSQTWDVDS VRDPSLRADE NPEKVGWVSV
61 SFACTQCTAH YYTSEQVKYFEF TNIPPVHEFDV VCADCERSVQ LDDEIDREHQ ERNAEISACN
121 ARALSEGRPA SLVYLSRDAC DIPEHSGRCR FVKYLNEF

Figure 1: Séquence de la protéine P1 (157 acides aminés). Les 7 cystéines et les 6 histidines présentes dans la séquence de la

protéine P1 ont respectivement été colorées en rouge et en vert.

288

La protéine P1 a été proposée comme étant une protéine a doigts de zinc (ZnF) =", toutefois,

aucune preuve expérimentale de la fixation du zinc n’a été rapportée.
La premiére partie de cette étude sera donc consacrée a la validation expérimentale de cette
hypothese par MS moléculaire et supramoléculaire. Dans le cas des protéines ZnF, le métal peut

| 3 et/ou fonctionnel 2°42%

avoir un role structura . Il se lie par tétra-coordination aux protéines, le
plus souvent grace aux groupements thiols des cystéines ou imidazoles des histidines selon un

modeéle Zn(Cys)ax(His)y (x= 0, 1 ou 2) (Figure 2) % 2728,

a) ZnF C2H2 b) ZnF C3H1 c) ZnF C4HO
C C C
C\ 4 C\ 4 C\ e
Zn2+ ZnZ+ an+
/ /\ /
H H C H C C

Figure 2 : Représentation schématique des différents types de doigts de zinc.
Dans une seconde partie, nous développerons une approche permettant de caractériser finement
les ZnF de la protéine P1. Récemment, ce site Zn(Cys)sx(His)x a été proposé comme régulateur

biologique de Iactivité rédox dans certains processus cellulaires 2%3™

. L’oxydation des cystéines
des ZnF par des espéces réactives de 1I’oxygéne (ERO) permettrait donc de déclencher une réponse a
un stress oxydatif *°2. Etant donné que ’infection d’une plante par un virus entraine généralement un
stress chez I’hdte, cette propriété des ZnF pourrait s’appliquer dans le cas de la protéine P1 du
RYMV. Afin de mieux comprendre I’implication des ZnF dans les mécanismes de défense contre un

stress oxydatif, il est important de caractériser les domaines de liaison au zinc de ces protéines.

2 Objectifs de I’étude

Dans ce contexte, nous avons initié une collaboration avec 1’équipe des Dr. Christophe Brugidou
et Florence Vignols (IRD Montpellier, France) afin de caractériser finement les régions riches en
cystéines de la protéine P1 du RYMV. Dans un premier temps, nous avons déterminé par MS
supramoléculaire la steechiométrie d’interaction de cette protéine avec le zinc ainsi que la
réversibilité de cette fixation. Afin de compléter cette étude, nous avons étudié I’effet de la présence

des atomes de zinc sur la conformation de cette protéine par mobilité ionique. Dans un second temps,
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des analyses MS supramoléculaires ont été combinées a des approches protéomiques pour déterminer
les cystéines impliquées dans la fixation des atomes de zinc. Enfin, nous avons suivi ’effet d’un

stress oxydant sur 1’oligomérisation de la protéine P1 et sur la formation de ponts disulfures.

3 Stratégie analytique et résultats obtenus

3.1 Caractérisation des interactions P1/Zn par MS supramoléculaire et par IM-MS

3.1.1 Détermination de la steechiométrie d’interaction entre le zinc et la protéine P1

a. Mise en évidence de la présence de zinc par MS supramoléculaire

28 nous avons analysé la protéine P1

Afin de valider I’hypothése proposée par Bonneau et al.,
par MS supramoléculaire. Une analyse de la protéine P1 réalisée en conditions dénaturantes nous a
permis de verifier la masse de la protéine P1 (Mmesurée = 17 929.7 = 0.1 Da, Minéorique = 17 929.0 Da).
L’analyse réalisée en conditions natives, nous a ensuite permis de mettre en évidence la fixation de
deux molécules de zinc par protéine P1 (Mmesurée = 18 056 + 1 Da, Mingorique = 17 929 + (2 X 63.5) =
18 056 Da) (Figure 3). La fixation des deux molécules de zinc (2 x 65.5 Da) a eu pour conséquence
la perte des atomes d’hydrogene (4 Da) conduisant a une différence de masse entre la forme

dénaturée et la forme native de la protéine de 2 x 63.5 Da soit 127 Da.
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Figure 3: Caractérisation de la protéine P1 par MS supramoléculaire. Spectres de masse déconvolués de la protéine P1 dessalée 2
fois par filtration sur gel (Zeba) dans un tampon AcNH, 50 mM pH 8. a) en conditions dénaturantes a 2 uM dans un mélange
eau/acétonitrile/acide 50/50/1 (Vc=40V, Pi=2mbar), b) en conditions natives a 5 UM dans un tampon AcNH, 50 mM pH 8. La
différence de masse entre les conditions dénaturantes et natives correspond a la fixation de 2 atomes de zinc (126,2 Da). L’astérisque
(*) indique la présence de protéine P1 sans la méthionine N-terminale (-131 Da) (V¢ = 100V, Pi = 6mbar).

b. Déplacement du zinc par un autre ion divalent : le Cadmium
Un autre moyen de mettre en évidence la présence de doigts de zinc et de Vérifier la spécificité
des atomes de zinc est 1’utilisation de cadmium. En effet, ce métal divalent est capable de remplacer

les ions zinc des protéines a doigts de zinc 2 3%33% Nous avons donc réalisé un test de compétition

avec de I'acétate de cadmium (Figure 4). Cette expérience a été réalisée sur une protéine P1,
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Iégerement modifiée en N-terminale lors d’optimisation de la production de cette protéine, et dont la
masse en conditions natives est de 18 180 Da (présence de 2 atomes de zinc fixés). Cette expérience
nous a permis de mettre en évidence le déplacement du pic correspondant a la protéine P1 (Mmesurge =
18 180 + 1 Da) de 47 Da (Mmesuree =18 227 + 1 Da) (Figure 4). Cette différence de masse correspond
a la fixation d’un atome de cadmium (112.5 Da) a la place d’un atome de zinc (65.5 Da) cette
méthode nous a permis d’obtenir majoritairement la protéine avec un seul atome de cadmium. Pour

des concentrations plus élevées en cadmium, nous n’avons pas pu obtenir de spectres interprétables.

a) 8+ 1
100 >
7+ 4 18 179.5 Da
% m/z
18100 ! 18350
: N S
b) 8+ 1 !_ .
100 3 18 227.5 Da
7+
% s M—— |\
18100 18350
0 <G W - = m/z
1700 2200 2700 3100

Figure 4: Déplacement du zinc présent sur la protéine P1 par du cadmium. a) analyse de la protéine P1 dessalée par 2 cycles de
filtration sur gel (Zeba) en conditions natives a 10 uM dans un tampon AcNH, 50 mM pH 8 ou b) apreés ajout de 0.5 uM d’acétate de

L]
cadmium. (Vc = 120V, Pi = émbar). ( seto correspondent respectivement a la protéine avec deux atomes de zinc et a la protéine
avec un atome de zinc et un atome de cadmium).

c. Etude des ions métalliques constitutifs de la protéine P1 par ICP-MS
Etant donné que nous n’avons pas pu mettre clairement en évidence la présence de deux atomes
de zinc grace a I’acétate de cadmium, une analyse par spectrométrie de masse a plasma inductif
(ICP-MS) *% a été réalisée par le Dr. Bertrand Chaumande. Cette analyse, nous a permis de mettre en
évidence une steechiométrie de 2 zincs par protéine confirmant que le deuxiéme atome fixé sur la
protéine est bien un atome de zinc et non un autre ion métallique de masse tres proche comme le

cuivre.

3.1.2 Etude de la réversibilité de la fixation du zinc sur la protéine P1

Afin de caracteériser plus finement la fonction de ces doigts de zinc de la protéine P1, nous avons

souhaité évaluer la réversibilité de la fixation du zinc.

a. Traitement par un chélateur des ions divalents : 'EDTA

Dans un premier temps, nous avons étudié la chélation du zinc par un chélateur des ions
divalents : P’EDTA. Plusieurs optimisations ont été nécessaires pour permettre cette analyse. En

effet, ’incubation de la protéine avec ’EDTA a température ambiante a conduit a la précipitation de
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la protéine P1, de méme que I’incubation de la protéine dessalée avec I’EDTA a 4°C. L’ensemble de
nos optimisations nous a permis de conclure que la chélation des ions divalents Zn** par TEDTA
devait étre réalisée sur un échantillon non dessalé pendant une nuit a 4°C.

La concentration en EDTA utilisée a di étre optimisée en fonction du tampon et du temps de
stockage de la protéine, pour permettre la chélation des ions Zn?*. L’analyse de 1’échantillon traité a
I’EDTA nous a permis de mettre en évidence de fagon majoritaire la perte d’un atome de zinc
(Mmesurée = 17 991 % 1 Da, Mneorique = 17 991 Da) (Figure 5, b).

i Monomére
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Figure 5: Réversibilité de la fixation du zinc sur la protéine P1. a) analyse de la protéine P1 dessalée en conditions natives a 5 uM
dans un tampon AcNH, 50 mM pH 8, b) protéine P1 50 uM traitée avec 20 mM EDTA pendant une nuit & 4 °C puis dessalée et

infusée a 5 UM seule ou c) apres addition de 90 uM d’acétate de zinc. Les spectres de droite correspondent a un agrandissement de
I’état de charge 8+ (Ve =100V, Pi=6mbar). L’astérisque (*) indique la présence de protéine P1 sans la méthionine N-terminale (-
131 Da). Le symbole (¢) correspond a des adduits d’EDTA (+291 Da) fixée sur la protéine P1.
Contrairement a la protéine P1 détectée sous 2 états de charge (7 et 8 +) (Figure 5, a), la protéine
P1 ayant un seul atome de zinc affiche une distribution plus large des états de charge. Les états de
charge minoritaires (12 et 13+) observés dans la gamme des m/z (1 300-1 500) sont plus faibles que
ceux observés en conditions dénaturantes suggérant la présence d’une structure partiellement dépliée
de la protéine en I’absence d’un atome de zinc (Figure 5, b). En effet, étant donné que 1’ionisation
des protéines s’effectue sur les résidus protonables accessibles et que 1’accessibilité d’un site est
fonction de I’état de repliement d’une protéine, alors 1’analyse de la distribution des états de charge
permet d’obtenir une information concernant la conformation des protéines 242>,
Afin de mettre en évidence le caractere réversible de la fixation du zinc, nous avons mis la
protéine traitée a ’EDTA en présence de différentes concentrations d’acétate de zinc (entre 15 et
90 uM). Ainsi, pour une concentration de 90 pM, nous avons pu re-déplacer 1’équilibre protéine/zinc

vers la formation du complexe avec 2 atomes de zinC (Mmesuree = 18 056 £ 1 Da). De plus, ce
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changement s’accompagne d’une disparition de la protéine P1 sous forme ouverte (Figure 5, c). Ces
observations suggerent que 1’atome de zinc chélaté par ’EDTA a un réle structurant au sein de la
protéine P1 comme cela a pu étre mis en évidence pour de nombreuses protéines ZnF 2% 3%,

Il est intéressant de noter que le deuxiéeme atome de zinc, insensible a I’EDTA, reste fixé a la
protéine sous forme partiellement dépliée. Pour des concentrations en EDTA plus élevées, la protéine
précipite, ne nous permettant pas de mettre en évidence la perte de cet atome de zinc. Le fait que ce
deuxiéme atome de zinc ne soit pas sensible a ’EDTA peut s’expliquer de différentes maniéres : soit
I’affinité de I’atome de zinc pour la protéine est tres élevée et necessite des agents chélatants plus
forts, soit la conformation de la protéine rend le zinc inaccessible aux agents chélatants. Afin de
déterminer si ’affinité du deuxiéme atome de zinc pour la protéine est responsable de son maintien
en présence d’EDTA, de nouvelles expériences seront réalisées a 1’aide d’un agent chélatant plus
fort: le TPEN (N,N,N',N'-tetrakis (2-pyridylmethyl) ethylenediamine). En effet, il a ét¢é montré

récemment que cet agent permettait de chélater des atomes de zinc insensibles 8 "EDTA %% 3%7,

b. Effet de la fixation des atomes de zinc sur la conformation de la protéine P1

Etant donné que la perte d’un atome de zinc conduit & I’apparition d’une forme dépliée de la
protéine P1 (état de charge 7 - 15+) sur les spectres de masse (Fgure 6, a et b), nous avons souhaité

étudier, par IM-MS, ’effet de la perte de cet atome de zinc sur la conformation de la protéine P1.
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Figure 6: Etude de Peffet du zinc sur la structure tridimensionnelle de la protéine P1. Spectres de masse et driftscope de la
protéine P1 en conditions natives (5uM, Vc = 50V, Pi = 5,4 mbar, Trap CE = 10 V, Trap Bias = 36 V, P;ys = 3,52 mbar (Qu=180
mL/min™, Qe =90 mL.min%), IMS WH = 40V, IMS WV = 850 m/s, Transfer CE = 0 V) avant () et aprés traitement EDTA (b). c)

mobilogrammes extraits des états de charges 7 et 8+ de la protéine P1 traitée a ’EDTA. et correspondent a la protéine Plavec

1 ou 2 atomes de zinc.

L’analyse de cette protéine par IM-MS conduit a I’obtention de deux états de charge 7 et 8+
ayant des temps de passage dans la cellule de mobilité de 10,25 et 12,79 ms (Figure 6, c). Apres
traitement de la protéine P1 a ’EDTA, nous avons pu mettre en évidence sur le driftscope la
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présence de deux populations principales qui different par leur mobilité ionique (Figure 6). L’une
correspond aux états de charge 7 et 8+ et I’autre aux états de charge plus élevés (9 a 15+).

Alors que pour les états de charge 9 a 15+, le temps de passage des ions dans la cellule de
mobilité augmente lorsque la charge diminue, celui-ci diminue pour 1’état de charge 8+. La
diminution de la mobilité des ions d’états de charge 8+ n’est donc pas liée a leurs charges, mais a un
changement conformationnel. Les ions d’états de charge 7 et 8+ présentent donc des conformations
plus compactes (dites « fermées ») que les états de charges plus élevés qui correspondent a une
conformation dépliée de la protéine. Afin de mettre en évidence les changements conformationnels
observés pour ces différents états de charge, les CCS expérimentales ont été déterminées pour la

protéine P1 avec 1 et 2 atomes de zinc (Tableau 1).

Tableau 1: Sections efficaces expérimentales de la protéine P1 avec 1 ou 2 atomes de zinc calculées a partir des données de
mobilité ionique obtenues sur le Synapt G2 HDMS (O1724SP). L’étalonnage de la mobilité ionique (O1797SP) a été réalisé a ’aide
d’un mélange protéique (Cytochrome C et myoglobine de ceeur de cheval et Ubiquitine bovine). V¢ = 50V, Pi = 5,4 mbar, Trap CE =
10 V, Trap Bias =36 V, P;ys = 3,52 mbar (Qpe = 180 mL/min-1, Qy, = 90 mL.min-1), IMS WH = 40V, IMS WV = 850 m/s, Transfer
CE=0V).

P1(2Zincs) P1(1Zinc)
Etats de charge| 7+ 8+ | 7+ | 8+ | 11+ | 12+ | 13+
m/z 2598 | 2273 |2589|2266| 1648 | 1511 | 1395

tp(ms) 11,47 11,58 9,26 9,37| 10,92 10,14 | 11,36
ccs (A?) 1584 | 1593 |1595|1606| 2419 | 2526 | 2628

Les CCS calculées pour les états de charge 7 et 8 + des protéines P1 avec 1 et 2 atomes de zinc
ne nous ont pas permis de mettre en évidence un effet de la perte d’un atome de zinc sur la
conformation de la protéine P1 (ACCS < 1%). Toutefois, pour des états de charge plus élevés (9 —
15+), une augmentation de la CCS est observée, mettant en évidence la présence d’une conformation
ouverte de la protéine en absence d’un atome de zinc. Le zinc perdu a donc un effet structurant sur la

protéine P1 qui ne peut étre mis en évidence que sur la forme ouverte de la protéine.

c. Conclusion

L’analyse de la distribution des états de charge ainsi que la mesure des sections efficaces nous
ont permis de démontrer que le zinc permet de stabiliser la structure tridimensionnelle de la protéine
P1. Toutefois, I’analyse de ce systéme sur le Synapt G2 HDMS, ne nous a pas permis d’observer de
différence de mobilité ionique entre les états de charge 7 et 8+ de la protéine P1 complexée a un ou
deux atomes de zinc. Afin de pouvoir valider nos optimisations instrumentales, 1’analyse d’un

systéme protéine/métal bien caractérisé tel que le systeme calcium/calmoduline devra étre réalisée.
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3.2 Essais préliminaires de localisation des acides aminés impliqués dans les doigts de

zinc de la protéine P1

La deuxiéme étape de cette étude est de caractériser finement les acides aminés impliqués dans la
formation des doigts de zinc. Cette partie de 1’étude a été réalisée en étroite collaboration avec le Dr.
Francois Delalande notamment en ce qui concerne les approches protéomiques. Il est important de
noter qu’avant chaque analyse par LC-MS ou LC-MS/MS, une Vérification de la masse des protéines
entieres est realisée en conditions denaturantes et/ou natives. De plus, afin de disposer de tous les
controles nécessaires pour 1’interprétation de nos données, chaque échantillon a été digéré soit apres

traitement DTT puis IAA, soit aprés traitement IAA seul ou sans traitement préalable.

3.2.1 Empreinte peptidique massique de la protéine P1 par LC-MS/MS

Dans un premier temps, la protéine P1 a été caractérisée par LC-MS/MS apres digestion
trypsique (digestion apres les lysines et les arginines) ou Glu-C (digestion aprés les acides
aspartiques et glutamiques). Ces analyses ont permis d’identifier la protéine P1 avec des taux de
recouvrement respectifs de 97 et 63% (Figure 7). Le faible taux de recouvrement observé avec
I’enzyme Glu-C est notamment di au fait que cette digestion est souvent plus difficile et que la

réaction de clivage n’est pas totale.

Séquence de la protéine P1:

1 MTRLEVLIRP TEQTAAKANA VGYTHALTWV WHSQTWDVDS VRDPSLRADF NPEKVGWVSV
61 SFACTQCTAH YYTSEQVKYF TNIPPVHFDV VCADCERSVQ LDDEIDREHQ ERNAEISACN
121 ARALSEGRPA SLVYLSRDAC DIPEHSGRCR FVKYLNEF

Figure 7: Recouvrement de la protéine P1 apres digestion a la trypsine (en gras) ou apres digestion a la Glu-C (souligné).

De plus, cette analyse nous a permis de confirmer la présence des 7 cystéines de la protéine P1
(C64, C67, C92, C95, C119, C140 et C149), mais n’a pas permis d'identifier les cystéines faisant
parties des mémes ZnF. Nous avons donc souhaité combiner des approches supramoléculaires aux
approches protéomiques pour caractériser finement les cystéines impliquées dans la liaison au zinc.
Nous avons donc réalisé des alkylations différentielles des cystéines en utilisant deux agents
alkylants réagissant avec les thiols des cystéines libres pour former une liaison covalente: d’une part
le N-éthylmaléimide (NEM, 125 Da), d’autre part ’iodoacétamide (IAA, 185 Da) (Figure 8).

a) b)
NEM P1 P1-NEM I1AA P1 P1 carbamydométhylé
\ O D
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Figure 8: Schéma réactionnel de I’alkylation des cystéines libres par le N-éthylmaléimide (a) ou par ’lodoacétamide (b).
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3.2.2 Effet du marquage au NEM de la protéine P1

a. Mise en évidence de cystéines libres par marquage au NEM

La protéine P1 est purifiée dans un tampon contenant 1 mM de DTT. Par consequent, nous avons
réalisé deux cycles de dessalage par filtration sur gel afin que la réaction avec le NEM soit
quantitative. La protéine P1 (5 uM) a ensuite été traitée avec différentes concentrations de NEM (2.5,

5, 10, 25, 50 et 100 uM) puis analysée par MS supramoléculaire et par LC-MS (Figure 9).

t. ¢ e . C .,
N\, 4. A4
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Figure 9: Mise en évidence de cystéines libres par réaction d’alkylation au NEM de la protéine P1 dessalée. Une analyse par MS
supramoléculaire de la protéine avant et apres réaction permet de mettre en évidence le nombre de molécules de NEM fixées. Une
analyse LC/MS/MS permet en parallele d’identifier les cystéines marquées au NEM

Les expériences réalisées en conditions dénaturantes nous ont permis de montrer que la protéine
P1 (Figure 10, a) est capable de fixer une molécule de NEM lorsque celle-ci est incubée avec ce
dernier selon un ratio 1 : 1 (Mmesuree = 18 054.5 *+ 0.1 Da, Mineorique = 18 054 Da) (Figure 10, b). Une
analyse en conditions natives nous a ensuite permis de confirmer la présence des deux atomes de
zinc sur cet échantillon. (Mmesurée = 18 182 + 1 Da, Mineorique = 18 181 Da) (Figure 10, c).
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Figure 10: Mise en évidence d’une cystéine libre par des approches combinées de MS supramoléculaire et LC/MS. Spectres
déconvolués de la protéine P1 en conditions dénaturantes 2 uM (Vc=40V, Pi =2 mbar) seule (a) ou aprés traitement au NEM (ratio
1:1) (b),. c) Spectre déconvolué de la protéine P1 traitée avec 1 équivalent NEM en conditions natives (5 uM, AcNH, 50 mM pH 8, V¢
= 100V, Pi = 6 mbar) = indique la présence de P1 sans la méthionine N-terminale (-131 Da). Chromatogrammes microLC-MS de
I’échantillon P1 avant (d) et aprés traitement au NEM (e) mettant en évidence la détection d’un unique peptide marqué au NEM a un
temps de rétention de 20.5 min. Le pic annoté ¢ correspond a un peptide ayant le méme temps de rétention que le peptide
NAEISACNAR sans NEM.

Ces deux informations nous permettent donc de conclure que la cystéine marquée au NEM aprés
traitement avec 5 uM de NEM est une cystéine libre qui n’est pas impliquée dans la fixation du zinc.
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L’analyse microLC-MS des fragments trypsiques de 1’échantillon traité au NEM, obtenus apres
réduction au DTT et alkylation a I'TAA, a révélé un seul peptide contenant une molécule de NEM
(NAEISACusNAR : 1 173,52 Da) (Figure 10, d et €). L’ensemble de ces observations nous a donc
permis de conclure que parmi les 7 cystéines de la protéine P1, 6 sont impliquéees dans la liaison au

zinc alors que la cystéine 119 est libre.

b. Effet de fortes concentrations en NEM sur la protéine P1

L’utilisation de concentrations en NEM de 25 et 50 uM, nous a permis de mettre en évidence la
fixation de 2 a 5 molécules de NEM par protéine (Mmesurees = 18 177.0 £ 0.3 Da, 18 304.0 + 0.1 Da,
18 428.4 + 0.3 Da et 18 555.2 + 0.2 Da) (Figure 11, panel de gauche). Parmi les cystéines fixant du
NEM, les formes avec 3 et 5 molécules de NEM sont majoritairement représentees. Ces expériences
nous ont donc permis de mettre en évidence que les cystéines liées au zinc sont sensibles a
I’alkylation en présence de fortes concentrations en agent alkylant. Cependant, la présence de fortes
concentrations en NEM entraine une perte d’efficacité d’ionisation rendant difficiles les analyses en
conditions natives. Toutefois, les résultats obtenus nous permettent de mettre en évidence la perte
d’un atome de zinc en présence de 3 et 5 NEM sur la protéine P1 (Mmesurees = 18 367 (18 304 +
63.5) Da et 18 619 (18 555.2 + 63.5) Da). (Figure 11, panel de droite).

a) P1 17929 18054
1001:;;:-;;? l l:_:;_;f m
*
0 : A
b) PL:NEM, 1:0,5 18054 e 18181

c) P1:NEM, 1:1 o O:
1003010 0103895F
Oi * I 1 ) {Lﬂ»
dENEm, 1 ° 18179 - 1
1" % l «© 80 ] 010321SP H
0 A A, "
¢) PLNEM, 1:10 4 18304 1884829 ISSié - 18367 18619
010 foe) o
0] % L A 18 A l ]_ Ao bt Mm‘_ﬁn L ]\Qg
f) P1:NEM, 1:20 o
100 J0103835F o @ & ® @ 0103935P Qo @
0 . A ,« masse masse
17750 18000 18300 18600  (Da) 17500 18300 18700 (Da)

Figure 11: Effet de fortes concentrations en agents alkylants sur la protéine P1. a)-e) correspondent respectivement a 1’incubation
de la protéine P1 (5 puM) avec 2.5, 5, 10, 50 et 100 uM de NEM. Spectres déconvolués de la protéine P1 en conditions dénaturantes
2 uM (Vc =40V, Pi = 2 mbar Panel de gauche) ou en conditions natives 5 uM (V¢ = 200V, Pi = 6 mbar, Panel de droite).* correspond
a la protéine P1 sans la méthionine N-terminale

L’échantillon P1: NEM, 1:10 a ensuite été analysé par LC-MS apres réduction au DTT et
alkylation a I’TAA. Toutefois, malgré deux cycles de dessalage de cet échantillon, nous n’avons pas
été capables de discriminer les cystéines impliquées dans le doigt de zinc sensible a de fortes
concentrations en NEM, car 1’ensemble des cystéines est marqué (Tableau 2). Nous supposons donc
que le NEM présent sous forme de trace dans I’échantillon a pu réagir lors des étapes de réduction et

d’alkylation avec les cysteines impliquees dans le doigt de zinc restant.
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Tableau 2: Analyses par LC-MS des échantillons traités ou non a PEDTA puis alkylés différentiellement par le NEM et I'TAA
et digérés a la trypsine. La protéine P1 a été dessalée puis incubée a 5 UM avec 5 ou 50 UM de NEM pendant 40 minutes a
température ambiante. Les échantillons obtenus ont été dessalés puis analysés par MS supramoléculaire et par LC-MS. Les couleurs
verte, bleue et orange correspondent respectivement aux peptides contenant un pont disulfure, alkylés ou liant le NEM.

Peptides m/z RT (min) P1 P1+1NEM |P1+10NEM
(£0.1) (£0.5)
DAC, ;,DIPEHSGR-55-C,oR 737,81 16,2 X X
DAC, ;,DIPEHSGR-IAA 628,77 16,6 X X
NAEISAC, ;osNAR-IAA 553,25 16,6 X X
NAEISAC, ,sNAR-NEM 587,27 20,5 X X
DAC,,,DIPEHSGR-NEM 662,78 20,7 X
VGWVSVSFAC,,TQC,, TAHYYTSEQVK-21AA | 936,76 28,9 X X
YFTNIPPVHFDVVCo,ADCosER- 2 IAA 1170,00 30 X
VGWVSVSFAC,TQC,, TAHYYTSEQVK-2 NEM | 982,11 32,4 X
YFTNIPPVHFDVVCo,ADCqsER- 2 NEM 1238,06 33,1 X

3.2.3 Caractérisation des doigts de zinc par alkylation différentielle

Afin d’identifier les cystéines impliquées dans le doigt de zinc sensible a ’EDTA, nous avons
réalisé une alkylation différentielle des cystéines grace a 1’action successive de deux agents

alkylants : le NEM puis I’IAA sur un échantillon préalablement traité ou non a ’EDTA (Figure 12).

a) Chélation de I'atome de zinc sensible a 'EDTA

b) Alkylation par le NEM des cystéines c) Alkylation par I'l|AA des cystéines non
libres apres traitement EDTA par le NEM alkylées par le NEM
+/- DTT
MEM MEM MERM MEM MEM ;AA 144 NEM NEM NEM NEM REM

C C C C C C C

r r r r r
i i = e b

Figure 12: Alkylation différentielle des cystéines de la protéine P1 traitée a PEDTA, a I’aide des agents alkylants NEM et TAA.

a. Marquage des cystéines libres apres traitement EDTA a I'aide de I'alkylant 1 : le NEM

La protéine P1 a donc été soumise a un traitement EDTA permettant d’obtenir majoritairement la
chélation d’un des deux atomes de zinc de la protéine P1 (Figure 5, b). Dans un second temps, cet
échantillon a été incubé avec du NEM selondesratios: 1:1,1:2,1:5et1:10 (Figure 13).

L’analyse de ces échantillons en conditions dénaturantes nous a permis de mettre en évidence la
fixation d’une molécule de NEM par protéine P1 traitée a ’TEDTA (Mmesuree = 18 053.3 + 0.4 Da)
pour des ratios P1:NEM 1:1 (Figure 13), 1:2 et 1:5 (non présentés ici). Le fait qu’une seule
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molécule de NEM soit fixée méme pour un ratio 1 : 5 peut s’expliquer par le traitement EDTA qui a
permis la réaction du NEM sur la cystéine libre, mais aussi sur les cystéines impliquées dans le
premier doigt de zinc. Nous observons donc que la protéine P1 est majoritairement marquée une fois
par du NEM sur la cystéine libre ou sur une cystéine impliquée dans le doigt de zinc sensible a
’EDTA. A partir d’un ratio P1 : NEM 1 : 10, la fixation de 2 et 3 molécules de NEM est observée en
faible proportion (Mmesurées = 18 176.8 + 1.6 Da et 18 302.4 £ 1.1 Da) par comparaison au marquage
observé en absence de traitement a ’EDTA (Figure 11, e).
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Figure 13: Effet du traitement de la protéine P1 2 PEDTA sur la fixation d’un agent alkylant : le NEM. a)-c) Analyse de la
protéine P1 en conditions dénaturantes (2 UM, eau/acétonitrile/Acide 50/50/1, V¢ = 40V, Pi = 2 mbar) aprés un traitement EDTA (200

équivalents) (a), puis aprés ajout de 5 (b) ou 50 uM (c) de NEM. ¥, o, e et ¢ correspondent respectivement a la protéine P1, a une
molécule de NEM, a un atome de zinc et a des adduits de 38 Da). Panel de droite : agrandissement de 1’état de charge 19+.

L’analyse de ces échantillons en conditions natives nous a permis de mettre en évidence la
fixation d’une molécule de NEM sur la forme P1 avec 1 atome (Mmesurse = 18 115 * 2 Da, Mingorique =
18 117 Da) ou 2 atomes de zinC (Mmesurée = 18 181 £ 1 Da, Minsorique = 18 181 Da) (Figure 14).
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Figure 14: Effet du traitement de la protéine P1 a PEDTA sur la fixation d’un agent alkylant : le NEM. a)-c) Analyse en
conditions natives (5 UM, tampon AcNH, 50 mM pH 8, V¢ = 120V, Pi = 6 mbar) de la protéine P1 respectivement apres un traitement

EDTA (a) (200 équivalents), puis apres ajout de 5 (b) ou 50 uM (c)de NEM. =, o, e et ¢ correspondent respectivement a la protéine
P1, & une molécule de NEM, & un atome de zinc et & des adduits de 38 Da). Panel de droite : agrandissement de I’état de charge 8 +.

120



Partie 3 : De la MS a I’IM-MS supramoléculaire pour la caractérisation de systemes protéine/ligand

b. Marquage différentielle des cystéines restantes, a I'aide de l'alkylant 2 : I'lAA

Les échantillons traités ou non a ’EDTA ont été incubés selon des ratios 1:1 et 1: 10 avec du
NEM. Les échantillons ont ensuite été réduits au DTT puis alkylés a I’'TAA avant d’étre soumis a une
digestion trypsique. Ils ont enfin été analysés par LC-MS de maniére & identifier les cystéines liées
au NEM ou a I’'TAA (Tableau 3).

Tableau 3: Analyses par LC-MS des échantillons traités ou non EDTA puis alkylés différentiellement par le NEM et ’'TAA et
digérés a la trypsine. La protéine P1 (50 uM) incubée pendant une nuit a 4°C avec 10 mM EDTA a été dessalée puis incubée a 5uM
avec 5 ou 50 uM de NEM pendant 40 minutes a température ambiante. Les échantillons obtenus ont été dessalés puis analysés par MS
supramoléculaire et par LC-MS. Les couleurs verte, bleue et orange correspondent respectivement aux peptides contenant un pont
disulfure, alkylés ou liant le NEM.

Peptides m/z | RT(min) p1 |pr+inem| preeota |THPEPTA N pr L 1onEm|PLFEDTA
01) | (x05) +1NEM +10NEM
DAC, 4gDIPEHSGR-55-C, 4R 737,81 16,2 X X
DAC,4,DIPEHSGR-IAA 628,77 16,6 X X X X
NAEISAC,;NAR-IAA 553,25 16,6 X X X X
NAEISAC ;NAR-NEM 587,27 20,5 X X X X
DAC,4,DIPEHSGR-NEM 662,78 20,7 X X X
VGWVSVSFAC,TQC,, TAHYYTSEQVK-2 IAA 936,76 28,9 X X X X
YFTNIPPVHFDVVC 5, ADCoER- 2 IAA 1170,00 30 X X X X
VGWVSVSFAC,,TQC,, TAHYYTSEQUK-2 NEM 982,11 32,4 X X X
YFTNIPPVHFDVVC 5, ADCosER- 2 NEM 1238,06 33,1 X X

Malgré un traitement préalable de I’échantillon au DTT, nous avons pu observer la présence d’un
pont disulfure entre les cystéines C140 et C149 de la protéine P1 en absence de traitement EDTA
suggeérant que ces deux cystéines seraient impliquées dans le méme doigt de zinc.

L’analyse de la protéine P1 incubée avec de ’EDTA puis avec 1 équivalent NEM nous a permis
de mettre en évidence I’alkylation des cystéines C64, C67 et C140 par le NEM (lignes oranges du
Tableau 3, colonne P1+EDTA+1 NEM). La présence d’alkylation de ces cystéines par I'TAA
provient du fait que la chélation de 1’atome de zinc sensible a ’EDTA n’est pas compléte (Figure 5).
Par conséquent un mélange de peptides marqués et non marqués au NEM peut étre observé.

Au contraire, les cystéines C92 et C95 ne sont alkylées que par I’TAA suggérant que ces cysteines
sont impliquées dans le doigt de zinc résistant a ’EDTA.

Le traitement de 1’échantillon P1 a la trypsine ne nous a pas permis de mettre en évidence la
cystéine 149. En effet, cette derniére n’est observable qu’en présence d’un pont disulfure avec la
cystéine 140, suggérant son appartenance au doigt de zinc sensible a ’EDTA. Afin de confirmer
cette hypothése, nous avons réalisé une digestion des précédents échantillons avec 1’enzyme Glu-C.
En effet, la digestion de la protéine P1 par la Glu-C nous a permis d’obtenir un fragment peptidique
observable (HSGRC14,RFVKYLNF) contenant la cystéine 149. Toutefois, bien que nous ayons pu
observer la cystéine 149 liée au NEM (peptide 2+, :m/z = 876.44, RT = 29.51 min), nous ne pouvons
pas valider nos résultats, car le NEM a été observé avec et sans traitement EDTA bien que les
analyses contrdles réalisées par MS supramoléculaire soit validées. De plus, la digestion a la Glu-C
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ne permet pas d’obtenir des fragments peptidiques facilement exploitables a cause de sites non-
clivés. L’expérience devra donc étre réalisée a nouveau pour confirmer la présence de la cystéine
C149 dans le doigt de zinc sensible a ’EDTA.

3.3 Effet d’un milieu oxydant sur la protéine P1

En paralléle, nous avons étudié I’effet d’un milieu oxydant sur la protéine P1. La protéine P1 a
donc été soumise a des concentrations croissantes en H,O, : 1.5, 2.5 et 5 mM (Tableau 4).

Tableau 4: Analyse de la protéine P1 aprés un traitement avec 0, 1.5, .2.5 ou 5 mM de peroxyde d’hydrogéne (H,O,). ND : non
déterminé, ?: ponts intra ou intermoléculaires

Concentrations H,0, | Masses mesurées (Da) | Interprétation | Nb ponts S-S | Types de ponts|
omM 17798,15 + 0,09 Monomere 0
17929,38 £ 0,09 Monomere 0
17797,11+£0,27 Monomere =1 intra
15mMm 17928,11+0,27 Morﬁor\nére =1 : intra
35724,15+0,34 Dimeére =2 linter+1?
35855,76 + 0,47 Dimere =2 linter+17?
17796,70 +0,39 Monomere 1 intra
17927,47 +0,32 Monomere 1 intra
35722,99 +0,38 Dimeére 2 linter+17?
35854,33 +0,34 Dimere 2 linter+17?
25mM 53781,61 £0,57 Trimere 3 Linter+2?
53650 +1 Trimere 3 linter+2?
71709+ 1 Tétramere ND ND
107562 +3 Hexamere ND ND
17795,22 +0,82 Monomere = 2intra
17926,49+ 0,72 Monomere =2 2intra
5mM 35852,10 + 0,66 Dimeére = 2intra+2?
71704 +1 Tétramere ND ND
107557 +7 Hexamere ND ND

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence la modification de 1’état d’oligomérisation de la protéine
P1, en présence d’H,0,, en conditions dénaturantes grace a la formation de ponts disulfures intra- et
intermoléculaires. Il est intéressant de noter que la résolution de notre instrument n’étant pas
suffisante pour séparer des protéines différentes de 2 Da, nous mesurons une masse intermediaire
correspondante a un mélange de forme avec plus ou moins un pont disulfure. C’est notamment le cas
lors de traitement H,O, a 1.5 ou 5 mM. Des analyses LC-MS réalisées en paralléle sur ces
échantillons ont permis de mettre en évidence la présence de ponts disulfures intramoléculaires entre
les cystéines C64-C67, C92-C95 et C140-C149 et des ponts intra- ou intermoléculaires entre les
cystéines C119-C140. Des ponts disulfures intermoléculaires ont aussi pu étre mis en évidence entre
2 cystéines libres C119. Toutefois, afin d’obtenir de plus amples informations concernant les doigts
de zinc de la protéine P1 ainsi que les ponts disulfures formés en conditions oxydantes, nous
poursuivrons notre étude sur plusieurs formes tronquées de la protéine. De plus, des expériences de
modélisation moléculaire sont en cours afin de valider nos hypothéses concernant les cystéines

impliquées dans les deux doigts de zinc.
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4 Conclusion

L’ensemble de cette étude nous a permis de caractériser finement des domaines a doigts de zinc.
Dans un premier temps, cette étude nous a permis de mettre en évidence une différence de réactivité
des atomes de zinc vis-a-vis d’un traitement a ’EDTA. En effet, "TEDTA ne permet la chélation que
d’un atome de zinc, 1’autre étant résistant a la chélation. Cette caractéristique de la protéine nous a
permis de caractériser les deux doigts de zinc grace au développement d’une méthode couplant la
MS supramoléculaire & des approches moléculaires. L utilisation d’une alkylation différentielle des
cystéines impliquées dans le doigt de zinc sensible & ’EDTA nous a permis de déterminer que la
cystéine C119 est une cystéine libre, que les cystéines 64, 67, 140 et probablement 149 font partie du
doigt de zinc sensible a ’EDTA et enfin que les cystéines C92 et C95 font parties du doigt de zinc
résistant a ’EDTA. Le doigt de zinc sensible a ’EDTA serait donc formé de 4 cystéines alors que
celui résistant a ’EDTA serait formé de deux cystéines et de deux histidines. Cette observation
semble en accord avec les précédents travaux réalisés par O. Séneque et al., montrant que les doigts
de zinc ZnC,4Ho sont plus sensibles & PEDTA que les doigts de zinc ZnCsH; et ZnC,H, >

En paralléle, afin de poursuivre cette étude, une analyse par cristallographie de cette protéine sera
réalisée. Toutefois, face aux différents problémes liés a la cristallisation de cette protéine, des
troncons de la protéine possédant des domaines individuels de liaison au zinc seront produits puis
analysés par MS supramoléculaire et par LC-MS/MS.

La protéine P1 dont la fonction est contrdlée par I’environnement de la plante présente une
modification de son état d’oligomérisation en présence de peroxyde d’hydrogéne. L’effet de cette
modification sur la capacité de cette protéine a se lier a un ARN sera notamment évalué par des
études biochimiques, mais aussi par MS supramoléculaire.

Enfin, les données obtenues par MS et IM-MS supramoléculaires pourront étre comparées aux

données obtenues par des méthodes biophysiques plus résolutives.
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ABSTRACT

Viral suppressors of RNA interference (VSRs) target host gene silencing pathways, thereby
operating important roles in the viral cycle and in host cells, in which they counteract host
innate immune responses. However, the molecular mechanisms of VSRs are poorly understood.
We provide here biochemical and biophysical features of the dual suppressor/activator VSR P1
protein encoded by the rice yellow mottle virus. In silico analyses of P1 suggested common
features with zinc finger proteins and native mass spectrometry unambiguously confirmed that
recombinant P1 binds reversibly two zinc atoms, each with a different strength. Additionally, we
demonstrate that the reaction of P1 with H;0; leads to zinc release, disulfide bond formation and
protein oligomerization. A reversible protein modification by redox alterations has only been
described for a limited number of zinc finger proteins and has never been reported for VSRs.
Those reported here for P1 might be a general feature of Cys-rich VSRs, and could be a key
regulatory mechanism for the control of RNA silencing.



INTRODUCTION

RNA silencing consists of pan-eukaryotic,
sequence-specific processes whereby non-
coding short RNAs (sRNAs) cause gene
inactivation (1, 2). It operates a broad set of
biological functions essential to development
and to the maintenance of eukaryotic genome
integrity (3, 4). RNA silencing also functions as
an immune response to invading pathogens. It
has been particularly described as an
important antiviral mechanism whereby
viruses initiate and are the targets of RNA
silencing (5). In turn, to evade host immune
responses, viruses have evolved viral
suppressors of RNA silencing (VSRs) that
block host RNA-silencing defenses to prevent
degradation of their genomic RNA or mRNAs
(6). Double strand RNA (dsRNA) binding is a
common strategy to suppress RNA silencing
(5,6). Remarkably, some VSRs are multi-
functional capable of modulating silencing
pathways at different steps. For instance, the
tobacco etch virus (TEV)-encoded HcPro
operates by binding dsRNA and by interacting
with the host protein calmodulin (7, 8), and
the cucumber mosaic virus (CMV)-encoded 2b
protein suppress RNA silencing by dsRNA
binding and inhibiting Agol cleavage activity
(9, 10). However, the molecular mechanisms
whereby VSRs switch from one function to
another remain largely unknown, mostly
because of the lack of biochemical data.

The VSR P1 encoded by the rice yellow mottle
virus (RYMV) genome (11) is a small 18-kDa
protein, initially described as an infectivity
factor involved in both viral replication and in
spreading (12). P1 protein was among the first
plant suppressors of RNA silencing discovered
(13). In previous work, we have shown that in
addition to inhibiting host RNA silencing
pathways, P1 could also act as a systemic
activator of RNA silencing (14), a property not
described for other VSRs. One critical question
is to elucidate the biochemical mechanisms by
which P1 regulates the suppression or the
activation of silencing, and affects wviral
replication and spreading processes. P1 does
not resemble any other known proteins or
protein domains with defined functions. Yet
the occurrence of two cysteine-rich regions
allowed us to assign P1 to the so-called
cysteine-rich VSR family (Cys-rich VSR) (15).
These cysteine residues are strictly conserved

in all P1 proteins from RYMV isolates, despite
the high sequence diversity observed in this
protein family (15), and thus could have a key
function in P1. In fact, two cysteine residues in
P1 were shown to play critical roles in cell-to-
cell movement and in local silencing (15).
Interestingly, a role of cysteine residues has
also been suggested in other Cys-rich VSRs.
Mutations of cysteines were notably shown to
impair RNA-silencing (16-19) and to abolish
RNA- or DNA-binding properties (20-23),
subcellular localization (16) and gene
transactivation (16, 18, 24, 25). Cysteines
residues can form structural or regulatory
disulfides bonds (S-S), and can bind metals,
thereby affecting proteins structure and
function (26, 27, 28). In the case of the Cys-rich
VSR proteins, how the conserved cysteines
contribute to protein function remains to be
investigated.

Here, we analyzed the biochemical and
biophysical properties of the pathogenicity
factor P1 from RYMV in order to get insights
into the structural basis of this Cys-rich VSR.
We report that P1 is an atypical zinc-binding
protein that binds and releases zinc in a redox-
dependent manner. We also show that H,0;
induces a conformational change in P1
through disulfide formation. Such capacity for
being structurally and reversibly modified by
redox alterations has only been described for
about a limited number of zinc-binding
proteins (28) and has never been reported for
eukaryotic VSRs.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

In silico sequence analyses. Sequences
analyzed in this study are given in
Supplemental Table 1. All protein sequences
were obtained using BlastP by similarity
searches against the non-redundant protein
database available at the National Center for
Biotechnology Information (Bethesda, MD,
USA). Accession numbers were obtained from
UniProKD. PredictProtein (29) program was
used to define secondary structure models.
Proteins were run in the different programs
either as full-length proteins or truncated
polypeptides. Multiple sequence alignments
were obtained using ClustalW2 at the
European Biolnformatics Institute (EBI) and
checked using T-Coffee (30).



Construction of P1 clones. The open
reading frame (ORF) of P1 originating from
the Tanzanian3 (Tz3) viral isolate was used
(15). The P1 ORF was amplified using GoTaq
polymerase (Promega, France) using Ndel-

P1.F (CGCCATATGACACGGTTGGAAGTTCT)
and BamHI-P1.R (GCGGGATCCTCAGAAA-
TTGAGGTACTTAACAAAC) restriction site-

containing primers, and cloned into a pGEM-T
Easy vector (Promega, France) for sequencing.
The P1 ORF was excised from pGEM-T using
Ndel and BamHI enzymes and ligated into the
pET3b vector (Novagen, MerckBiosciences,
France). All DNAs were sequenced on both
strands.

Expression and purification of rP1. E. coli
strain BL21 (DE3) (Novagen,
MerckBiosciences, France) cells were
inoculated at an ODggo of 0.5 at 30°C for 3h in
LB medium with ampicillin (100 pg/mL) and
IPTG (0.4 mM). The BL21 supernatant was
loaded onto 1 mL Q-sepharose Fast Flow pre-
equilibrated with buffer A (50 mM Tris-HCI
pH8.0, 1 mM DTT). The column was washed
with buffer A, and rP1 was eluted with buffer
B (buffer A + 1 M NaCl). Elution fractions
containing rP1 were pooled and loaded into a
Superdex 75 Hiload 26/60 column (GE
Healthcare) equilibrated with buffer C (25 mM
Tris-HCI pH7.5, 75 mM NaCl, 1 mM DTT, 300
UM ZnS04). The purified proteins were
vacuum-concentrated and kept at 4°C until
use. Protein concentrations in the cell extracts
were determined by Bradford assay using a
Bio-Rad  protein assay kit (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) with bovine
serum albumin as a standard. The
concentration of purified rP1 was determined
by measuring absorbance at 280 nm using the
calculated value of 31,315 M- cm! with a
Nanodrop spectrophotometer (Labsystem).

Circular dichroism spectroscopy. Far-UV
CD spectra of reduced or oxidized rP1 (12 pM)
were acquired at 20°C in 4 mM Na,HPO4 pH
7.5, 300puM ZnSO4 using a Chirascan circular
dichroism spectrophotometer (Applied
Photophysics Ltd, United Kingdom). Spectra
were collected in the 190- to 250-nm
wavelength range with a 1-nm increment in a
1-cm path length quartz cuvette using a scan
speed of 20 nm/min with a time constant of 1
s. For all experiments, molar ellipticity was

calculated as described (31), and an average of
three independent measurements was used.

SDS-PAGE sample preparation and
analysis. For bacterial fraction analyses,
samples were treated in Laemmli buffer (40
mM Tris-HCl pH 6.8, 1% SDS, 50 mM DTT,
7.5% glycerol, 0.003% bromophenol blue) and
analyzed by SDS-PAGE in denaturing
conditions using 15% acrylamide gels (37.5/1
ratio acrylamide:bis-acrylamide, 40%).
Purified rP1 (25 pM) was analyzed similarly;
non-reducing SDS-PAGE was also performed
without DTT. rP1 under different redox
conditions was incubated at 20°C for 45 min
with either H;0, or DTT at different
concentrations (see Text) prior to SDS-PAGE
analysis. Incubations were performed in
different buffers depending on the experiment
(see figure legends). Free thiols were detected
by alkylation using 1.6 mM malPEG (32). For
MS analysis, gels were incubated in 50 mM
iodoacetamide for 30 min at 20°C in the dark.
For zinc chelation, 20 mM EDTA was used to
incubate rP1. After treatments, samples were
boiled at 100°C for 5 min with Laemmli buffer,
and rP1 isomers were separated by SDS-PAGE
(37.5/1 ratio acrylamide:bis-acrylamide, 40%)
in non-reducing conditions at 20°C. In-gel
detection of zinc in rP1 after SDS-PAGE was
performed using the zinc-complexing probe 4-
(2-pyridylazo) resorcinol (PAR) according to
Lee and Helmann (2006) (33). For plant
protein analyses, samples were extracted in
native conditions in an extraction buffer
containing 20 mM Tris-HCl pH7.5, 100 mM
NaCl, 0.1% Triton, 25 mM glucose and 5%
glycerol.

Characterization of rP1 by native mass
spectrometry. Before mass spectrometry
experiments, purified rP1 was buffer-
exchanged against 50 mM ammonium acetate
pH 8.0 (adjusted with ammonia) using
microcentrifuge gel-filtration columns (Zeba
0.5 mlL, ThermoScientific, Rockford, IL).
Protein concentrations were determined with
the Bradford assay using 2 g.L-1 BSA standard
solutions.

Native MS experiments were performed on a
high-resolution electrospray quadrupole-time-
of-flight mass spectrometer (Synapt G2,
Waters, Manchester, UK) equipped with an
automated  chip-based nanoelectrospray



device (TriversaNanomate, Advion
Biosciences, Ithaca, NY). Calibration was
performed with the multiply charged ions
produced by 2 uM horse heart myoglobin
diluted in 1:1 (v:v) acetonitrile:water with 1%
formic acid. Molecular mass, integrity and
homogeneity of rP1 were first checked in
denaturing conditions by diluting rP1 down to
2 uM in 1:1 (v:v) acetonitrile:water acidified
with 1% formic acid. Analyses in native
conditions were carried out using 5 pM rP1 in
50 mM ammonium acetate pH 8.0. Optimal
acceleration voltages applied on the sample
cone (Vc) and a well-adapted pressure in the
interface (Pi) was used to preserve weak
noncovalent interactions in the gas phase. For
oxidation experiments, rP1 was incubated
with 2.5 mM of H;0; for 45 minutes at room
temperature. For EDTA treatment, rP1 was
incubated overnight at 4°C with 20 mM EDTA
and 1 mM DTT. For dynamic monitoring of
zinc reversibility, EDTA-treated rP1 was
incubated with 90 uM zinc acetate addition.
Characterization of rP1 cysteine carrying a
free thiol was performed by treating of
reduced rP1 with 1 molar equivalent of N-
ethylmaleimide alkylating reagent (NEM). All
samples were buffer-exchanged against
ammonium acetate (50 mM, pH 8.0) using
microcentrifuge gel-filtration columns (Zeba
0.5 mL, ThermoScientific, Rockford, IL) before
MS analyses. ICP-MS analyses of rP1 are
provided as Supplementary experimental
procedures.

Characterization of disulfide bridges by
mass spectrometry. Disulfide bridges were
determined from SDS-PAGE bands of interest
or liquid digestion with or without NEM
treatment, subjected to alkylation and trypsin
digestion and analyzed by MALDI-MS and
microLC-MS. More details are provided as
Supplementary experimental procedures.

Fluorescence spectroscopy. Tryptophan
fluorescence was recorded using a TECAN
Safire2 spectrophotometer (TECAN France,
Lyon, France). Steady-state emission spectra
of reduced and oxidized P1 were recorded
between 305 and 420 nm after excitation at
295 nm with excitation and emission
bandwidths set at 5nm. For time-course
measurements, 55 pL of 5-uM purified protein
were rapidly mixed with 5 pL of increasing

concentrations of H»0; with an excitation
wavelength of 295 nm and an emission
wavelength of 335 nm. Both excitation and
emission bandwidths were set at 10 nm. The
buffer solution for all measurements (60
uL/well) consisted of Tris-HCl 25mM pH7.5,
75 mM NaCl and 100 pM DTT at 20°C. All
experiments were performed in triplicate.
Time-course data analysis is detailed in
supplementary experimental procedures.

Measurement of Zinc2+ release using PAR
probe. Zinc-binding domain reactivity was
measured using the zinc-complexing PAR
probe in 96-well plates. Reactions (100
uL/well) contained increasing concentrations
of H0; (0.25 to 25 mM), Tris-HCl 25mM
pH7.5, 75 mM NaCl, 50 uM PAR and 100 pM
DTT at 20°C. Reactions were initiated by rapid
addition of 5 uM rP1 and were followed at 497
nm using a microplate reader (TECAN Safire2)
with the UV-vis absorbance module. Because
DTT is a strong zinc chelator (34), possibly
interfering with zinc binding at concentrations
higher than 500 pM in the presence of PAR
(35), we performed a control experiment to
evaluate the possibility that DTT competes
with PAR for zinc chelation. In this control
experiment, a gradient of DTT (10 uM to 250
uM) was assayed in a solution containing 50
uM PAR, 25 mM TrisHCl pH7.5, NaCl 75 mM
and 10 uM ZnSO4 and absorbance at 497 nm
(A497) was measured. No significant decrease
in A497 could be monitored after the addition
of DTT up to 150 uM values, indicating that
DTT used at a concentration of 100 uM in our
assays was unable to disturb the Zn(PAR):
complex formation. All experiments were
performed in triplicate. For each experiment,
the relative absorbance values were plotted on
the standard curve in which a gradient of zinc
(0-15 uM) was added to the reaction buffer
without rP1. Time-course data analysis is
detailed in the supplementary experimental
procedures.

RESULTS

P1 is a zinc-binding protein. P1 contains 7
cysteine residues and 6 histidines residues
conserved in all RYMV isolates (Figure 1A).
Cysteines are concentrated in two Cysteine
Rich Regions (CRR1 and CRR2), which contain
4 and 3 cysteines, respectively. By sequence



homology modeling, we found that the CRR1
region presents similarities with the CxxC-
type zinc finger (ZF) domains (Figure 1B) and
is surrounded by uncharged and mostly
aliphatic and aromatic residues are present in
the P1 sequence (Figure 1B) as observed in
most ZF proteins (26). The predicted CRR1
secondary structure (Figure 1A) resembles
those encountered in zinc ribbon ZFs as well
(26). Outside CRR1, the remaining P1 cysteine
and histidine residues of P1, including those of
CRR2, did not align with any known ZF
proteins.

Experimental evidence for the presence of zinc
in P1 came first when attempting to purify the
recombinant P1 protein (noted as rP1) in
Escherichia coli. Although expressed at high
levels, rP1 primarily accumulated in insoluble
fractions (Figure 2A, left panel) and was
poorly detected in soluble extracts unless zinc
was added to the bacterial cell growth
medium. Moreover, zinc supplementation
promoted rP1 solubility in a concentration-
dependent manner, without affecting the total
amount of rP1 expressed (Figure 2A, upper
panels). Extracellular zinc was proportionally
incorporated into rP1 protein, as revealed by
the zinc-binding probe 4-(2-pyridylazo)
resorcinol (PAR) (Figure 2A, right lower
panel). During protein purification under
native conditions, zinc remained associated to
a monomeric form of rP1 throughout the
procedure that included ion exchange
chromatography and gel filtration (Figure
S1A).

Purified rP1 protein exhibited a circular
dichroism (CD) spectrum typical of a globular
protein of mixed alpha/beta secondary
structures (Figure S1B) that fitted with in
silico predictions (Figure 1A). Characterization
of rP1 by electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS) under denaturing
conditions revealed a major species (17929.7
+ 0.1 Da) with a mass in perfect agreement
with the theoretical molecular weight
calculated from rP1 amino acid sequence
(17929 Da), and a minor species (177989 *
0.5 Da) that corresponded to rP1 trimmed of
its N-terminal methionine (17798 Da) (Figure
2B upper spectrum). By native MS (36) we
detected the presence of zinc in rP1 by
revealing a major species at 18055.9 + 1 Da
consistent with the theoretical mass of
monomeric rP1 containing two bound zinc

atoms (18055 Da) (Figure 2, lower spectrum).
This result was confirmed by an ICP-MS
analysis of rP1 (Figure S2).

Zinc-binding to rP1 involves six cysteine
residues. Residues that coordinate zinc are
usually histidine, glutamine, asparagine and
cysteine (37). In silico results suggested that
the P1 CRR1 cysteine residues might form a
zinc-finger like motif, but could not exclude
that the cysteines and histidines in CRR2
formed also a zinc-binding motif. To test the
importance of cysteine residues in zinc
coordination, we treated rP1 with excess of
the cysteine-reactive agent iodoacetamide
(IAA) (rP1:IAA ratio = 1:2000). SDS-PAGE
analysis showed that this treatment provoked
a shift in rP1 electrophoretic mobility (Figure
3A, upper panel), and completely abolished
PAR probe zinc detection (Figure 3A, lower
panel), indicating that one or more Cys
residues labeled by IAA contribute to zinc
coordination. Analysis of tryptic peptides of
[AA-treated rP1 by MALDI-TOF MS revealed
that 6 Cys-containing peptides had a mass
increase compatible with cysteine
carbamidomethylation. =~ The last  Cys-
containing peptide was too short (2 amino
acids) to be detected by MALDI-TOF MS
(Figure 3B, lower panel).

We next sought assessing the number of rP1
free Cys residues using the cysteine-alkylating
agent malPEG (5 kDa) at the highest
concentration that would not displace bound
zinc atoms (rP1:malPEG ratio = 1:64), as
established in preliminary titration
experiments (not shown). Reaction of rP1 with
malPEG produced a single additional SDS-
PAGE band at an apparent molecular weight
consistent with rP1 being alkylated by only
one malPEG molecule (Figure 4A, upper
panel), without affecting zinc-binding, as
indicated by PAR labeling (Figure 44, lower
panel). Therefore, at least one out of the 7 rP1
Cys residues is in the free thiol form, while the
other six remain inaccessible to malPEG
modification due either to steric hindrance or
to zinc-binding. Denaturing ESI-MS analysis of
rP1 reacted with N-ethylmaleimide (rP1:NEM
ratio = 1:1) showed that rP1 contained one
NEM molecule (+125 Da, measured molecular
mass of 18054.5 * 0.1 Da) (Figure 4B, compare
mid panel to upper panel). Further, native MS
analysis confirmed that two zinc atoms still



remained bound to NEM-treated rP1 (Figure
4B, lower panel). Finally, microLC-MS analysis
of tryptic fragments of NEM-treated rP1 that
were reduced by DTT and alkylated by IAA
revealed NAEISAC119NAR as the unique Cys-
containing peptide carrying a NEM molecule
(measured mass of 1173.52 Da) (Figure 4C),
which indicate that in zinc-bound rP1, Cys 119
is in the free thiol form. Of note, except for
Cys119, mutation of all other P1 cysteine
residues lead to insoluble rP1 variants (data
not shown), which suggest that all these
residues, but Cys119, might bind zinc and/or
contribute to the P1 structure.

By combining these data with those of the rP1
in silico analyses (see Figure 1A and B), it is
now thus possible to predict the involvement
of the rP1 cysteines residues in zinc-binding in
two domains: the CRR1 zinc-binding domain
comprising residues [C64-X;-C67-X24-C92-X;-
C95], and a second possible zinc-binding
domain CRR2, with atypical features (26),
including residues in CRR2 [H109-X34-C140-
X4-H145-X3-C149].

rP1 possesses two zinc-binding sites of
distinct affinity. The release of zinc from rP1
was first investigated by competition with the
metal chelator EDTA. As shown in Figure 4A,
EDTA at 20 mM caused a clear rP1 SDS-PAGE
electrophoretic mobility shift, indicating the
occurrence of a conformational change.
However rP1 was still labeled by PAR, but
showing a lower intensity band, which
indicates that rP1 still contains zinc, but in
amount lower than in EDTA-unreacted protein
(Figure 5A, lower panel). We next monitored
EDTA-induced zinc release from rP1 by native
MS. Addition of 20 mM EDTA led to partial
zinc removal, and produced a major ion series
corresponding to rP1 containing one zinc
atom (measured mass 17991 + 1 Da), and a
minor one corresponding to rP1 with its two
zinc ions (Figure 5B and 5C, middle
spectrums). The presence of a distribution of
charged states in the lower m/z range of the
mass spectrum also indicated partial
unfolding. Higher EDTA concentrations (up to
30 mM, Kgpra ~ 1014 M-1) could not induce
complete zinc release (data not shown),
suggesting that one of the zinc atoms is tightly
bound to the protein. Finally, when the EDTA-
treated rP1 was incubated with 90 uM zinc
acetate, the equilibrium was displaced

towards the formation of the species
containing two zinc atoms, as shown by native
MS. Interestingly, =zinc re-binding was
accompanied by a nearly complete
disappearance of the ion distribution in the
lower m/z range of the ESI mass spectrum,
indicating the concomitant refolding of the
partially unfolded protein (Figures 5B and 5C,
lower spectra).

H:0:-induced rP1 oxidation leads to total
zinc release and disulfide formation. Since
P1 is synthesized during RYMV infection, it
might be exposed to reactive oxygen species
such as H;0; that may impact protein
structure and function. We therefore analyzed
the influence of H,02 on rP1 conformation.

Upon incubation with H;0; at 5 mM, rP1 SDS-
PAGE migration was shifted from a unique
band to several slower migrating species.
However, zinc was not detected in any of the
P1 migrating species, in contrast to what was
observed after EDTA treatment (Figure 6A4,
second lane). When H;0:-oxidized rP1 was
treated with 10 mM DTT, it recovered both the
zinc-binding and  the  electrophoretic
properties of reduced rP1 (Figure 64, third
lane). Denaturing ESI-MS analysis of an rP1
sample treated with 2.5 mM H;0; confirmed
the existence of higher covalent oligomeric
forms. In addition to monomeric oxidized rP1
(17927.5 £ 0.3 Da), dimeric (35854.3 + 0.3 Da)
and trimeric (quite minor species, 53781.6 +
0.6 Da) rP1 forms were detected (Figure 6B).
These data account for the formation of both
intra-molecular disulfide bridges (loss of 2 Da
in the monomeric form compared to reduced
rP1) and inter-molecular disulfide bridges.
Analyses of proteolytic peptides obtained from
oxidized rP1 revealed the presence of 5
disulfide bridges (Figure 6C). Those engaging
the Cys64-Cys67 and Cys92-Cys95 residue
pairs were intra-molecular, whereas those
engaging Cys119, Cys140 and Cys149 could be
either intra- or inter-molecular. No disulfide

bonds were detected between the two
peptides  comprising Cys64/Cys67 and
Cys92/Cys95.

Non-reducing SDS-PAGE titrations of rP1
reacted with H;0; at concentrations from 30
pM up to 8 mM, showed that 1mM was
sufficient to provoke full Zn release (rP1:H:0;
ratio = 1:40, Figure 7A). However, change in
rP1 oligomeric state was only detected



starting from 2 mM H;0; (rP1:H:0; ratio =
1:80, Figure 7A). The reactivity of rP1 towards
H,0, was further assessed by measuring zinc
release measured by spectrophotometry at
497 nm using the PAR assay. In this
experiment 5uM of the protein was titrated
against H,O, at concentrations ranging from
27 uM to 25 mM. Figure 7B shows that Zn
release is accelerated when increasing H:0;
concentration. From pseudo first-order
kinetics fitting (Supplementary Equation 1),
we obtained a Zn release rate constant of 0.08
+0.02 M1s1,

Upon reaction with H»0,, zinc release and
protein oxidation of the model redox-
regulated zinc-binding protein Hsp33 is seen
at a protein:H,0; ratio of 1:40 (38), which
appears similar to the one established for P1.
However, in the case of P1, this response is
seen at 20°C, whereas in the case of Hsp33,
reactivity is only observed when the
experimental temperature is augmented up to
43°C.

P1 oxidation leads to secondary and
tertiary structure modifications. All P1
proteins among RYMV isolates contain four
conserved tryptophan (Trp) residues that can
be used as sensitive probes of conformational
changes (39). We found that the total intensity
of rP1 Trp fluorescence spectra dramatically
decreased upon oxidation (Figure 7C),
suggesting a major change in the tertiary
structure of rP1. Because the zinc release rate
was directly correlated with increasing
oxidant concentrations, we next studied the
kinetics of the conformational changes
reported by Trp fluorescence. Trp
fluorescence decreased following a single-
exponential behavior with time-course
coefficients in the same order of magnitude of
zinc release rate constant obtained from zinc
release quantified with the PAR assay. The
single exponential describing the fluorescence
changes suggests a “two-state” mechanism of
conformational change (Plra to Plg)
independent of oxidant concentration. Finally,
the assessment of secondary structure
changes monitored by circular dichroism
showed that an important decrease in the
helical content also occurred upon rP1
oxidation (Figure 7D and Table S2).

DISCUSSION

The mechanisms whereby RNAi suppressors
and activators perform their multiple
functions remain largely uncharacterized, first
because they belong to very different protein
families despite their common VSR function,
and second because of insufficient information
regarding their biochemical and structural
properties. In this paper we have analyzed the
biochemical features of the RYMV-encoded
VSR P1. This protein operates both as a local
suppressor (13) and as a systemic activator
(14) of RNA silencing, and has several other
activities in viral and host cellular machineries
(13, 15). As it belongs to the class of Cys-rich
VSRs, better knowledge acquired on this Cys-
VSR could also improve our understanding of
the mechanisms whereby other VSRs interact
with viral and host cell machineries. Our main
goals were to acquire information about the
biochemical features of P1 and to investigate
how these biochemical /biophysical properties
might provide the basis for a possible
regulation of the protein by a change of
conformation. We show that the Cys-rich VSR
P1 binds two zinc atoms with different affinity
and demonstrate that zinc-binding and release
occur in a reversible, redox-dependent
manner. We also show that zinc release
provoked by  oxidizing environments
generates conformational changes in P1.

That P1 could bind zinc atoms was initially
suggested by Bonneau et al. (1998) (12), but
had not been demonstrated until now, due to
the difficulty in obtaining soluble protein for
biochemical analyses. The two key
modifications of the procedure used by
Bonneau et al (12) were first to extract and
purify rP1 in the presence of DTT, and second
to supply ZnSOs during bacterial growth all
along the rP1 biosynthesis process. These
modifications allowed the production of high
amounts of soluble rP1, and provided a first
indication of the key structural role of zinc in
P1. By mass spectroscopy we next established
that P1 binds two zinc atoms. Displacement of
only one atom of zinc upon reacting millimolar
amounts of EDTA (Kepra ~ 1014 M-1) with
micromolar amounts of rP1 indicates that one
of the two atoms is bound with a constant
significantly = higher = than  101* M-
Interestingly, both zinc atoms were released



upon reacting rP1 with H;0; at a ratio of 1:40,
suggesting that release of the first low affinity
binding atom and the ensuing oxidation of the
protein leads to a conformation change that
destabilize the EDTA-resistant high affinity
binding zinc atom. In contrast to Hsp33, a
model zinc-binding  redox regulated
prokaryotic chaperone, in which an elevated
temperature of 43°C is needed for the release
of zinc and the oxidation of the protein by
H,0, (38), P1 zinc release and oxidation
occurred at the low temperature of 20°C. Such
difference between P1 and Hsp33 might be
due to the presence of the low affinity zinc-
binding site in the former protein that favors
the reaction of its cysteine residues with H;0..
This study enlightens the role of P1 cysteines
zinc coordination. In silico analyses predicted
the presence of at least one zinc-binding
domain in CRR1 of the form [C64-X;-C67-X24-
C92-X;-C95]. This motif is also found in zinc
ribbon TFIIS and ZF transcription factors,
which carries, as P1, conserved uncharged
aromatic and aliphatic residues in its close
vicinity (26 and Table S1). The second
predicted zinc-binding site in CRR2 is more
atypical and comprises residues in the long C-
terminal region containing the [H109-X34-
C140-X4-H145-X3-C149] stretch. The
occurrence of an atypical zinc-binding site is
not uncommon as other atypical zinc-binding
domains have also been described in other
viral proteins such as Ncp7 (40) and the HIV
virus VSR Tat (41, 42). The analysis of several
cysteine and histidine mutant P1 proteins is
currently under progress to investigate the
role of individual residues in zinc-binding.

Another major result of the present study is
the demonstration that rP1 can undergo
several redox-dependent conformational
changes in vitro. They include reduced
monomeric and oxidized monomeric and
oligomeric forms associated with zinc-binding
and zinc release, respectively. Interestingly,
different electrophoretic mobility in forms of
P1 were observed in RYMV infected rice (12)
that could correspond to the redox conformers
obtained here upon protein oxidation by H20..
We found that part of the complex P1 patterns
in RYMV-infected leaves as observed in non-
reducing SDS-PAGE (Supplementary results
section and Figure S3) corresponded to
different oxidized states of P1, most probably
exhibiting different disulfide bond

organization. Several Cys-rich viral proteins
including VSRs have been also described as
multimeric bands during in vitro or in vivo
analyses (16, 43-46), but no link with their
redox state was demonstrated except for Tat
whose redox state was found to play a direct
role on its functions (46-49). Interestingly,
some of these works highlight the role of key
cysteine residues for VSR and other viral
functions (16, 46). As for P1 and Tat, redox
modifications associated with zinc-binding
and zinc release could be a general feature
common to many Cys-rich VSRs.

Redox polymorphic structural rearrangements
such as those observed for P1 have been
proposed to generate functional multiplicity
(50) and could provide several advantages to
VSRs. The production of reactive oxygen
species (ROS) and nitrogen species (RNS) (51-
53) is among the earliest events following
pathogen recognition. In plants, quantitative
components of ROS signalling monitor several
resistance mechanisms against pathogens,
including a programmed cell death termed
hypersensitive response (54) and a systemic
acquired resistance (55). A key player in ROS
signalling networks in both mammalian and
plant cells is NADPH oxidase (NOX), which
contributes to the accumulation of H:0:
during pathogen infections (53, 55). While the
intracellular H,0, concentration ranges from 1
to 100 uM in plants cultured under standard
conditions (56), it was reported that H,O:
production could be increased by 3 to 20
times its initial concentration upon pathogen
infection (57; 58). Consequently, a high
content of H,02 and of others ROS and RNS
compounds influences dithiol/disulfide
balance in both host and pathogenicity
proteins. Host inflammatory and immune
responses have been shown to modulate
positively or negatively several viral functions,
such as virion assembly and maturation (59-
61), host entry and infectivity (62, 63),
replication (64, 65), as well as transactivation
(24, 66, 67). Our biochemical study shows the
ability of the VSR P1 to switch from a reduced,
zinc-bounded monomeric form to complex
oxidized monomers and oligomers in the
presence H;0: at concentrations compatible
with that observed during pathogen infections
(above 500 pM considering a P1 concentration
of 25 pM, Supplemental Figure S3), with
conformational changes detected by spectral



studies even at lower levels of H;0.. This
suggests a potential role of the cellular redox
state on structural and most probably
functional regulations of P1 in an infection
context. This protein is likely to constitute a
new class of zinc-binding proteins, acting as a

redox-reactive protein capable of
conformational switches in response to
environmental redox imbalances. Future

investigations are now needed to establish the
processes whereby cellular redox imbalances
modify the functions of P1. Several proteins
capable of sensing redox imbalances rapidly,
such as OxyR and Yapl factors (68) and the
zinc-binding proteins Hsp33 and RsrA (69) are
known to exhibit the property of switching
from one function to another. Whether P1
could exhibit such a redox sensor property
also needs to be assessed.
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Figure 1. In silico analysis of the RYMV-encoded P1. (A) Positions of conserved cysteines
(vellow) and histidines (red) in RYMV P1 isolates and secondary structure prediction. The two
Cysteine Rich Regions (CRR1 and CRR2) are indicated. Beta-strands are displayed as arrows and
alpha-helices as cylinders. (B) Alignment of P1 CRR1 primary sequence with representative
protein sequences of zinc finger fold groups. UniProtKB entry names and related starting and
ending residue numberings are indicated. Uncharged residues surrounding zinc coordination
site (all amino acids except D,E,K,R) in mostly hydrophobic sites and common to zinc finger
groups are highlighted in grey. UniProtKB accession numbers are given in Table S1.
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Figure 2. rP1 is a zinc-binding protein. (A) SDS-PAGE analysis (upper panels) showing that
extracellular zinc supplied as ZnSO. incorporates into rP1 during production in E. coli and
promotes rP1 solubility. rP1 protein produced in BL21 strain in the absence of ZnSO, mostly
accumulated in insoluble fractions (left upper panel) whereas very low protein amounts were
detected in the soluble fractions (right upper panel). Increasing ZnSO4 concentration up to 1 mM
during bacterial culture greatly enhanced rP1 accumulation in soluble fractions. Zinc detection
using the PAR probe indicates that zinc detection co localizes with rP1 (lower panels). Ni: Cells
carrying an empty pET3b vector. (B) Deconvoluted ESI mass spectra obtained under denaturing
conditions (upper spectrum) and native conditions (lower panel). Mass difference between
denaturing and native rP1 corresponds to 2 Zinc atoms binding to rP1 (126.2 Da). Asterisks
indicate the detection of minor rP1 without its N-terminal methionine (-131 Da).
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Figure 3. Six cysteines of rP1 are involved in zinc-binding. (A) SDS-PAGE of purified rP1
(lane 1) treated with 50 mM IAA (lane 2). [AA treatment of rP1 induces a change in its
electrophoretic mobility and in zinc release. The gel was stained with Coomassie blue (Upper
Panel) or using the PAR probe (lower panel). (B) Maldi-TOF MS analysis of rP1 after thiol
labeling by IAA. Upper panel shows tryptic fragments (from T1 to T16) mapping to rP1. Peptides
T1, T14 and T15 remained undetectable. Lower panel shows Maldi-TOF MS spectrum of rP1
prior to [AA treatment. Peptides T10 (containing Cys119), T13 (containing Cys140), T7
(containing Cys92 and Cys95) and T6 (containing Cys64 and Cys67) display a 114 Da mass
increase by comparison with their respective calculated mass values, that corresponds to a
carboxyamidomethylation of reduced Cys (marked Alk for each modified cysteine). Dipeptide
T14 (containing Cys149) was undetectable but observations converge to suggest that Cys149 is
also reduced when rP1 binds zinc atoms: a majority of rP1 was firstly observed as a monomer
when treated with IAA (Figure A) suggesting lower intermolecular disulfide bond formation in
this condition. Secondly, all other cysteines were detected as free thiols suggesting that cys149
could not be involved in intramolecular disulfide bond formation.
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Figure 4. Reduced rP1 contains one free Cys residue. (A) SDS-PAGE of purified rP1 (contro],
lane 1) treated with 1.6 mM of malPEG (lane 2). MalPEG treatment of rP1 induces a change in its
electrophoretic mobility. (B) Deconvoluted denaturing mass spectra of rP1 before (upper panel)
or after (middle panel) NEM treatment (1:1 ratio). The mass difference between the upper and
middle panel corresponds to the binding of 1 NEM molecule. Deconvoluted native mass
spectrum of rP1 after NEM treatment is presented in the lower panel: 2 zinc ions are still
detected after NEM treatment. Asterisks indicate the detection of minor rP1 without its N-
terminal methionine (-131 Da). (C) MicroLC-MS identification of the free Cys residue after NEM
treatment. microLC chromatograms are presented before (upper panel) and after (lower panel)
NEM treatment, indicating the detection of the NEM-labeled NAEISACnemyNAR peptide with a
retention time of 20.5 min.
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Figure 5. Zinc-binding in rP1 is a reversible process. (A) SDS-PAGE rP1 reduced with 5 mM
DTT or treated with 20 mM EDTA (upper panel) and colocalization of zinc with rP1 revealed by
PAR probe (lower panel). (B) Native ESI mass spectra of reduced rP1 (upper spectrum), reduced
rP1 sample treated with 20 mM EDTA (middle panel), and EDTA-treated rP1 samples after
addition of 90 uM zinc acetate addition (lower panel). Right-hand panels correspond to
enlargements of 8+ charge states of full-scale mass spectra.
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Figure 6. Effect of different redox environments on rP1 conformations. (A) SDS-PAGE
colocalization analysis of rP1 revealed by Coomassie blue staining (upper panel) and using the
PAR probe (lower panel). rP1 treated with 1 mM DTT (lane 1R), 5 mM H;0:; (lane 20x), or 5 mM
H20; during 45min followed by 5 mM DTT addition (lane 3rev). (B) ESI-MS detection of rP1
oligomeric forms. Deconvoluted rP1 ESI mass spectra obtained under denaturing conditions of
reduced rP1 (upper spectrum) or after rP1 treatment with 2.5 mM H,0; (lower panel): reduced
rP1 appeared as a unique monomeric form, whereas H,0-oxidized rP1 formed covalent dimers
and trimers. Asterisks indicate the detection of minor rP1 without its N-terminal methionine (-
131 Da). (C) Identification of peptides containing disulphide bridges by proteomic analysis.
Proteolytic peptides containing cysteines residues identified and position of disulfide bonds
(intramolecular or intermolecular) in rP1 are summarized in the table.
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Figure 7. Kinetics of Zinc release and structural changes upon oxidation of rP1. Increasing
concentrations of H,0, were added to rP1 at 20°C. (A) rP1 conformation sensitivity towards low
concentrations of H»0;. rP1 was dialyzed overnight against a DTT-free buffer (lane 1), and
treated with increasing concentrations (from 30 pM to 8 mM) of H;0; for 20 min at 20°C.
Samples were then analyzed by SDS-PAGE in a 15% acrylamide gel and stained with Coomassie
blue (upper panel) and with PAR (lower panel). The Rev 7 lane shows conformational reversion
of oxidized rP1 (treated with 2 mM H;0,) following a treatment with 10 mM DTT for 15 min at
20°C. (B) Zinc release time-courses versus H»0, concentration (from 27 uM to 25 mM). (C)
Changes in the Trp fluorescence spectra of rP1 upon oxidation. (D) CD spectra of reduced and
oxidized rP1. The quantification of alpha-helix changes upon oxidation is detailed in Supporting
Table 2.



Partie 3 : De la MS a I’IM-MS supramoléculaire pour la caractérisation de systemes protéine/ligand

Chapitre 2 : Etude d’un complexe protéine/acides
nucléiques : le systeme TGT/ARN

Les interactions protéine/acides nucléiques jouent un rdle crucial dans divers processus
biologiques (transcription, traduction, transports vers des compartiments cellulaires spécifiques,
etc..). Plusieurs techniques biochimiques ont été développées pour permettre 1’étude de ces
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I

interactions comme : I’analyse de complexes par retard sur ge (electrophoretic shift mobility

assay), par empreinte 2 (foot printing) ou par co-immunoprécipitation 3%

(RNA pull down assay). La
MS intervient également comme une technique d’analyse des interactions protéine/acides nucléiques.
Une analyse par MS moléculaire va permettre d’identifier les partenaires protéiques ayant une
affinité pour un acide nucléique cible et de caractériser les sites d’interactions protéine/acides
nucléiques **% 3. Une fois les partenaires identifiés, une analyse par MS supramoléculaire permettra
de détecter en conditions natives les complexes protéine/acides nucléiques, mais aussi de déterminer
leur stoechiométrie et spécificité d’interaction ainsi que leurs affinités en phase gazeuse .

L’étude des interactions protéine/acides nucléiques par MS supramoléculaire sera abordée au

travers de 1’étude de la tRNA-guanine transglycosylase (TGT).

1 Contexte biologique de I'étude de TGT

La Shigellose ou dysenterie bacillaire est une infection intestinale invasive aigué, endémique
dans les régions tropicales, qui se manifeste cliniquement par une diarrhée souvent sanglante %353,
Chaque année au moins 80 millions de cas de diarrhée sanglante sont recensées dont 700 000 décés.
Les enfants de moins de 5 ans sont les plus touchés puisqu’ils représentent environ 70% des cas de
Shigellose avec environ 60% des déces. Cette maladie est provoquée par des bactéries appartenant au
genre Shigella au sein desquelles 1I’espéce S. flexneri est la principale cause de shigellose endémique
dans les pays en voie de développement. Plusieurs traitements antibiotiques ont été utilisés contre
cette maladie depuis des années et ont conduit a ’émergence de souches multi-résistantes. Par
conséquent, de nouveaux antibiotiques dits « de réserve », tels que la Ciprofloxacine, ont été mis sur
le marché. 1l a donc été necessaire de rechercher de nouveaux traitements utilisant de nouveaux
principes actifs afin de disposer d’un nouvel antibiotique de réserve. Les différentes études portant
sur le pathogéne Shigella Flexneri ont permis de mieux comprendre sa pathogénicité et de mettre en
évidence un géne fortement impliqué dans sa virulence et codant pour I’enzyme TGT 314 Cette
enzyme, impliquée dans la biosynthése d’ARNt hypermodifié, catalyse 1I’échange de la Guanine 34
de la boucle anticodon des ARNt spécifiques des acides aminés Asp, Asn, His et Tyr, par les bases
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modifiées preQ1 (7-aminomethyl-7-deazaguanine) ou Queuine (Q, 7-(3,4-trans-4,5-cis-dihydroxy-1-

cyclopenten-3-ylaminomethyl)-7-deazaguanine) (Figure 15).
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Figure 15: Echange de la Guanine 34 de la boucle anticodon des ARNTt spécifiques des acides aminés Asp, Asn, His et Tyr par
les bases modifies preQ1 et Queuine chez les organismes Procaryotes et Eucaryotes. D’aprés °.

La protéine TGT joue ainsi un role dans la traduction de I’ARN messager virF, qui code pour une

protéine ayant un role clé dans la régulation de la virulence du pathogéne *'°.

La mutation du gene codant pour la protéine TGT entraine donc une réduction significative de la
pathogénicité de la bactérie S flexneri. Comme aucune dépendance des facteurs de virulences des
pathogénes bactériens vis-a-vis de la base modifiee preQ1 n’a été observée a ce jour, les enzymes
impliquées dans la biosynthese des ARNt hypermodifiés sont des cibles de choix pour la synthese de
médicaments sélectifs *°. L’enzyme TGT est donc une cible pour le développement d’inhibiteurs

spécifiques capables de réduire la virulence des Shigelles.

Une premiere série d’études a été menée au laboratoire par le Dr. C. Atmanene sur la protéine
TGT de Zymomonas mobilis par MS supramoléculaire et a permis de confirmer [1’état
d’oligomérisation de cette protéine et sa steechiométrie d’interaction avec I’ARNt. En effet, cette
protéine contenant un atome de zinc est présente sous forme dimérique et est capable de fixer une
molécule d’ARNt*’. De nouvelles stratégies d’inhibition reposant sur la déstabilisation de
I’interface dimérique ou la dissociation de I’interaction TGT/ARNTt ont alors été proposées par le Pr.
Klebe. Il a été montré par MS supramoléculaire et par des techniques enzymatiques que des
mutations au niveau de la zone d’interaction protéine/protéine permettaient la dissociation partielle
du dimeére TGT et I’inhibition de I’activité catalytique de I’enzyme. D’autre part, des inhibiteurs
ciblant I’interface du dimere de TGT ont permis d’empécher les interactions TGT/ARNTt sans pour
autant que le dimere de TGT seul ne soit déstabilise.
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2 Objectifs de I’étude

Dans ce contexte, nous avons dans un premier temps poursuivi la collaboration précédemment
engagée avec 1’équipe du Pr Gerhard Klebe (Philipps-Universitat, Marburg, Allemagne) pour suivre
I’effet de mutations ou 1’effet d’inhibiteurs sur la stabilité de I’interface du dimére de la protéine
TGT de Zymomonas mobilis.

Dans le cas de développement d’inhibiteurs thérapeutiques de protéines bactériennes, il est
essentiel de s’assurer de I’innocuité de ces inhibiteurs sur des protéines de Mammifere et plus
particulicrement chez I’Homme. Dans un second temps, nous avons donc déterminé 1 état
d’oligomérisation de la protéine mTGT de Mus musculus ainsi que celui de la protéine mQTRD1
avec laquelle elle interagit. Nous avons ensuite étudié les stcechiométries d’interaction de
I’hétérodimére mTGT/mQTRD1 avec un ARNt. Enfin, nous avons démarré 1’étude de la protéine
TGT humaine.

3 Résultats

3.1 Analyse de la protéine TGT seule

Dans un premier temps, notre étude a été menée sur la protéine TGT de Zymomonas mobilis dont
nous avons Veérifié la masse moléculaire de la protéine en conditions dénaturantes et natives ainsi que

I’homogénéité de I’échantillon et 1’état d’oligomérisation de la protéine sur le Synapt G2 (Figure 16).
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Figure 16: Etude de I’état d’oligomérisation de la protéine TGT de Zymomonas mobilis. La protéine a été dessalée deux fois par
gel filtration (Zeba) avec un tampon AcNH, 1M pH 8.0. a) Analyse en conditions dénaturantes de la protéine TGT (2 uM) diluée dans
une solution eau/acétonitrile/acide 50/50/1 (Vc=40V, Pi = 2 mbar). Cadre : agrandissement de 1’état de charge 52+ mettant en évidence
I’hétérogénéité de la protéine TGT, b) analyse de la protéine TGT en conditions natives (10 uM en monomere) diluée dans un tampon
AcNH, 500mM (Vc=80V, Pi = 6 mbar). (® et ™ correspondent & TGT seule et TGT avec ion Zn?*)

Bien que la masse observée en conditions dénaturantes soit en accord avec la masse théorique
(Mmesuree = 42 740.9 + 0.2 Da ; Mingorique = 42 738.5 Da), I’échantillon est assez hétérogéne comme le

montre la Figure 16. L’analyse de la protéine en conditions natives permet de mettre en évidence, la
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formation quantitative d’un dimére de TGT fixant un ion Zn** par sous-unité (Mmesurce = 85 611 +
2 Da; Mineorique = 85613 Da). L’hétérogénéité observée en conditions dénaturantes conduit en
conditions natives a I’obtention de pics larges (Hy2 = 30 m/z en moyenne). Cette protéine, qui n’est
stable qu’a des forces ioniques élevées (1 a 2 M NaCl), est difficile a dessaler et nécessite
I’utilisation d’un tampon acétate d’ammonium 1 M ce qui altere la qualité des spectres MS.
L’hétérogénéité de 1’échantillon ainsi que la force ionique du tampon utilisée entraine un
élargissement des pics du dimere de TGT. Néanmoins, 1’état d’oligomérisation de la protéine peut

étre clairement défini.

L’un des procédés permettant 1’inhibition de cette protéine serait la déstabilisation de I’interface
de dimérisation. Pour cela, plusieurs mutants de la protéine TGT ont été réalisés afin d’identifier les
résidus essentiels a la dimérisation. Dans un second temps, grace a des études de modélisations

moléculaires, des inhibiteurs ciblant ces résidus ont été développés.

3.2 Déstabilisation de l'interface du dimeére de la protéine TGT Zymomonas mobilis

a. Mise en évidence de résidus essentiels a la dimérisation de la protéine TGT
Gréce a des études de dynamique moléculaire, différents acides aminés impliqués dans la zone de
dimérisation de la protéine TGT ont été identifiés. Ainsi, plusieurs mutants ont été produits puis
purifiés avant d’étre analyses par MS supramoléculaire, afin de vérifier leurs masses moléculaires,
mais aussi de déterminer leur état d’oligomérisation. Il est important de vérifier ’homogénéité des
préparations, car la production de simples et de doubles mutants conduits souvent & des mélanges

hétérogénes se traduisant sur les spectres par des pics plus larges ou supplémentaires (Figure 17).
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Figure 17: Déstabilisation de I’interface de dimérisation de la protéine TGT par mutation de résidus spécifiques. Analyse en
conditions natives des mutants TGT Y330D (b), TGT F92C (adduits de 340 Da) (c) et TGT W326E/E339Q (d) dessalés 2 fois par gel
filtration (Zeba) dans un tampon AcNH4 1M pH7.5. (V¢ = 100V, Pi = 6 mbar).
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Parmi les mutants étudiés, les mutants TGT Y330D, TGT F92C et le double mutant TGT
W326E/E339Q ont été observés majoritairement sous forme monomérique suggérant que la mutation
de ces acides a un role important dans la dimérisation de la protéine TGT (Figure 17). Les résultats
obtenus par MS supramoléculaire sont en accord avec les données de modélisation moléculaire
suggérant que ces mutations entraineraient la dissociation de I’homodimére TGT. Des études
cristallographiques ont ensuite été réalisées par nos collaborateurs sur ces mutants afin de mieux
comprendre les modifications structurales associées a ces mutations. Ainsi, I’importance d’un réseau
d’acides aminés aromatiques a pu étre mise en évidence. La mutation de ces résidus par des acides
aminés trés polaires permet d’augmenter I’énergie de solvatation de cette région et induit par
consequent la déstabilisation du complexe TGT. En paralléle, des études enzymatiques ont permis de
montrer une diminution de I’activité de la protéine TGT en présence de la mutation F92C. Ces
résultats suggerent que la phénylalanine 92 joue un réle important dans la structure et la fonction de

cet homodimere.

b. Recherche d’inhibiteurs déstabilisant I'interface de dimérisation de la protéine TGT

L’étude de ces mutants a permis de mieux comprendre les acides aminés essentiels a la
dimérisation de la protéine TGT. Dans un deuxieme temps, nos collaborateurs ont développé de
nouveaux inhibiteurs de la protéine TGT dirigés contre ces résidus dans le but de déstabiliser
I’interface dimérique.

Des inhibiteurs susceptibles de déstabiliser le dimere TGT ont donc été développés grace a des
modeles de modélisation moléculaire : LIB175, LIB141, LIB169 et LIB142 (Tableau 5).

Tableau 5: Ligands susceptibles de déstabiliser le dimere TGT.

LIB175 LIB141 LIB169 LIB142
640,17 Da 545,68 Da 567,61 Da 470,57 Da

HO F

Les interactions entre ces différents ligands et TGT ont ensuite été étudiées par MS
supramoléculaire afin de trouver un inhibiteur capable de déstabiliser le dimere de la protéine TGT

(Figure 18). Pour cela, les différents ligands ont été incubés avec la protéine TGT puis analysés dans
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des conditions expérimentales strictement identiques. Ainsi, les intensités relatives des différents

ligands pourront étre comparées.
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Figure 18: Déstabilisation de P’interface de dimérisation de la protéine TGT par ajout de ligands. La protéine TGT, dessalée
deux fois par filtration sur gel (Zeba) avec un tampon AcNH, 1M pH7.5 a été incubée seule a 5 uM en dimére (a) ou avec 50 uM de
ligands (b) LIB175, (c) LIB141, (d) LBJ169 ou (e) LIB142. Les spectres de masse de droites correspondent & un agrandissement de
I’état de charge 19+ ((LIC) @ et @) correspondent au dimére de TGT seul, au complexe 2 :1 TGT : inhibiteur et au complexe 2 :2
TGT : inhibiteur. (Vc=60V, Pi =5.5 mbar)).

L’analyse des interactions protéine/ligands nous a permis de différencier les ligands LIB175 et
ligands 2 : 1 et 2: 2 (Figure 18, b et
c), des ligands LIB169 et LIB142 qui se fixent uniqguement selon un ratio 2 : 2 TGT : ligands (Figure

LJB141 qui présentent des stecechiométries d’interaction TGT :

18, d et e). Ces expériences nous ont donc permis de mettre en évidence des différences d’affinité
entre les ligands et la protéine TGT dimérique. En effet, les ligands LIB169 et LIB142, qui se fixent
de maniére totale au dimere de TGT, présentent une meilleure affinité vis-a-vis de la protéine que les
ligands LJB175 et LJB141, ne se fixant pas totalement a la protéine TGT. Toutefois, aucune
augmentation significative des signaux correspondant a la forme monomérique (Tableau 6) en

présence de ces ligands n’a pu étre observée.

Tableau 6: Comparaison des pourcentages de dimeres de TGT en absence ou en présence de différents ligands capables de

déstabiliser I’interface du dimére de TGT.

TGT TGT + UB145|TGT + UB141| TGT + UB169) TGT + LUIB142
% monomere 5% 6% 5% 4% 4%
% dimere 95% 94% 95% 96% 96%
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Ces ligands ne permettent donc pas de déstabiliser le dimere de TGT. De nouveaux ligands

censes déstabiliser I’interface du dimére de TGT sont en cours de synthése.

3.3 Caractérisation de la protéine TGT Mus musculus (mTGT)

En paralléle, nous nous sommes intéressés a la caractérisation de la protéine TGT Eucaryote par
MS supramoléculaire. La compréhension de la structure et du fonctionnement de cette protéine
Eucaryote est une étape essentielle pour s’assurer de 1’innocuité des inhibiteurs qui auront

préalablement été sélectionnés grace au modéle Procaryote.

3.3.1 Détermination de l'état d’oligomérisation de la protéine mTGT

L’analyse de la protéine mTGT par MS supramoléculaire nous a permis de Vérifier la masse de la
protéine MTGT (Mmesuree = 44 237.46 = 0.56 Da, Min¢orique = 44 237 Da). L’analyse de la protéine
mTGT en conditions natives, nous a permis de montrer que contrairement a la protéine TGT
Procaryote, la protéine mTGT est majoritairement sous forme monomérique et fixe un ion Zn*
(Mmesurée = 44 301 % 1 Da, Mineorique = 44 301 Da) (Figure 19).
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Figure 19: Etude des états d’oligomérisation de la protéine mTGT. La protéine mTGT a été dessalée par filtration sur gel (Zeba),
avec un tampon AcNH, 500 mM pH7.5 puis ont été analysées (a) en conditions dénaturantes (2 uM, V¢ = 20V, Pi = 1 mbar) et (b) en
conditions natives (5 UM monomeére, V¢ = 150V, Pi =5 mbar).

3.3.2 Détermination de l'état d’oligomérisation de la protéine mQTRD1

Contrairement a la protéine TGT Procaryote, la protéine Mus musculus forme un hétérodimere

avec la protéine : mQTRDT1 (Queuine tRNA-ribosyltransferase subunit 1 Isoform 1) *!8. Toutefois,
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aucun cristal de cet hétérodimére n’est actuellement disponible. La protéine mQTRD1 a donc été
analysée par MS supramoléculaire. Cette protéine, dont la masse mesurée en conditions dénaturantes
est de 47 161.81 + 0.67 Da (Mueorique = 47 161Da), est majoritairement sous forme dimeérique
(Mmesuree = 94 461 £ 1 Da, Mingorique = 94 450 Da) fixant un ion Zn®* par sous-unité en conditions
natives (Figure 20). La préparation de cet échantillon a nécessité de nombreuses optimisations en ce
qui concerne le choix du tampon ainsi que la méthode de dessalage. Par conséquent, la force ionique
du tampon a di étre augmentée pour éviter que celle-ci ne précipite totalement et la protéine a été
dessalée par filtration sur gel sur une colonne NAP-5. Des optimisations instrumentales ont aussi été
nécessaires afin de permettre la formation d’un spray stable (Vgs) = 1.8 kV, Pgs; = 0.8 psi). Malgré
nos différentes optimisations, nous n’avons pas pu obtenir des pics plus fins sur les spectres de masse
de la protéine mQTRD1. Toutefois, les largeurs de pic observées nous permettent de poursuivre

notre étude.
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Figure 20: Etude des états d’oligomérisation de la protéine mQTRD1. La protéine mQTRD1 a été dessalée par filtration sur gel
(NAP-5), avec un tampon AcNH,4 500 mM pH 7.5 puis ont été analysées a) en conditions dénaturantes (2 pM, V¢ = 20V, Pi = 1 mbar)

et b) en conditions natives (5uM monomeére, V¢ = 150V, Pi = 5 mbar), * corresponds a un adduit de 2 040 Da.

3.3.3 Etude de la formation de I’ hétérodimére mTGT/mQTRD1

Dans le but de caractériser la forme TGT de Mus musculus, nous avons suivi les interactions se
produisant entre les deux protéines mTGT et mQTRDL.

Ces deux protéines ont donc été incubées selon un ratio 1 : 1 puis analysées directement par MS
supramoleculaire (Figure 21). Ainsi aprés 1 minute d’incubation des deux protéines a 5 uM en
monomeére, un hétérodimere 1/1 mTGT/mQTRD1 apparait avec une masse de 91528 + 3 Da

(Mtnéorique = 91 527 Da). Cette premiére observation suggere que 1’homodimere de mQTRD1 a été
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déstabilisé, permettant 1’association d’une sous-unité de mQTRD1 au monomeére de mTGT. La
formation de cet hétérodimére n’est cependant pas quantitative a ce stade puisque chaque partenaire
libre est encore visible dans la zone 3 000-5 000 m/z. A partir de 2 minutes d’incubation, 1’intensité
des pics correspondant a 1’hétérodimére augmente au détriment de celle du monomere de mTGT et
de I’homodimére de mQTRD1. Il est cependant intéressant de noter qu’a 2 minutes, une forme
monomeérique de la protéine mQTRD1 apparait (Mmesurce = 47 225 £ 1 Da, Mineorique = 47 226 Da).
Cette observation confirme que ’homodimére mQTRDI1 se dissocie et qu’une de ses sous-Unités se
réassocie a la protéine mTGT.

Nous pouvons donc conclure qu’il y a bien formation d’un hétérodimére de TGT Mus musculus,
formé du monomeére de mTGT et d’une sous-unité de I’homodimére mQTRDI, et que ce phénoméne

nécessite au moins 5 minutes.
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Figure 21: Suivi de formation de I’hétérodimére mTGT/mQTRDI1 1/1. Panel de gauche: mTGT et mQTRD1 incubés a 5 pM en
monomere de 1 & 5 minutes dans un tampon acétate d’ammonium 250 mM pH 7.5. Vc = 150 V; Pi = 5.5 mbar. Agrandissement de la
zone des monomeres (Panel central : 3300-3500 m/z) et de la zone des diméres (Panel de droite : 4000-4600 m/z). Les lignes
pointillées indiquent les différentes espéces présentent.

3.3.4 Formation d’un complexe ternaire impliquant mTGT, mQTRD1 et '’ARNtDy"

317

" a été reconstruit 37,

De la méme maniere que le complexe TGT Zymomonas mobilis/ARNt
nous avons étudié les interactions qui existent entre ’hétérodimére mTGT/mQTRDI1 et I’ARNt™

obtenu par transcription in vitro.

a. Etude de 'ARNt™Y" par MS supramoléculaire

Afin de s’assurer de la qualit¢ de I’ARNt™ produit, ce dernier a été analysé par MS
supramoléculaire. L’analyse des ARN par MS supramoléculaire n’est pas triviale, car des
hétérogéneités dues a la méthode de production des ARN ainsi que des probléemes de dessalage

peuvent étre rencontres. Le dessalage des ARN est une étape importante, car les nombreux
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groupements chargés négativement qui le composent interagissent avec des cations incompatibles
avec I’ionisation ESI. Trois cycles de dessalage par filtration sur gel (colonne NAP, tampon acétate
d’ammonium 250 mM pH 8) ont donc été nécessaires pour permettre un dessalage correct de
I’ ARNt"™" bien que quelques adduits de sodium soient encore observés (Figure 22).

Toutefois, I’analyse de cet ARNt™" en conditions natives nous a permis de mettre en évidence
une hétérogénéité du nombre de phosphates en 5’ ainsi que la perte ou I’ajout de nucléotides
supplémentaires en 3°. Ces hétérogénéités sont dues au mode de production des ARN par

transcription in vitro. (Figure 22).
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Figure 22: Analyse en conditions natives de PARNt™" produits par transcription in vitro. L’ARNt (5uM) a été dessalé par 3
cycles de dessalage par filtration sur gel (NAP-5) contre un tampon AcNH, 250 mM pH 8.0. VVc=120V, Pi =6mbar. Le spectre de
masse en insert a été obtenu a 1’aide de I’algorithme de déconvolution Maxent I (Waters). Les astérisques («) correspondent a des
adduits de sodium ou de potassium.

La qualitt de ARNt™" est un facteur important & prendre en compte lors de I’étude
d’interactions protéine/ARN. En effet, plus 1’échantillon est hétérogeéne plus I’interprétation des

spectres de masse sera difficile.

b. Steechiométries d’interaction des complexes mTGT/ARNt™Y" et mQTRD1/ARNtTyr et
mTGT/mQTRD1/ARNtTyr

Des expériences de titrage de I’hétérodimére mTGT/mQTRDI par I’ARNt™" ont été menées par

MS supramoléculaire.

- Etude des interactions mTGT : ARNt"™" et mQTRD1 : ARNt™"
Les steechiométries d’interaction entre chacune des sous-unités de 1’hétérodimeére

MTGT/mQTRD1 et ’ARNt™ ont tout d’abord été déterminées. L’ARNt™" a été incubé soit avec la
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protéine mTGT, soit avec I’homodimére mQTRD1 selon des ratios mTGT : ARNt™ et
mQTRD1 : ARNt™ de 1:30ul:6 (5uM en monomeére) (Figure 23).
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Figure 23: Etude des stoechiométries d’interaction mTGT :ARNt™ et mMQTRD1 :ARNt™". Chacune des protéines dessalées a été
incubées avec I’ARNt™ en conditions natives dans un tampon AcNH, 100 mM pH 7.5 (Vc=150V, Pi = 5.5 mbar). a) et d), b) et e), c)
et f) correspondent respectivement aux protéines seules, au ratio protéine/ARNt 1:3 et 1:6. (O, @ et @@, correspondent
respectivement aux monomeres de mTGT et de mQTRD1 et au dimére de mQTRD1.

Quels que soient la protéine et le ratio étudié, nous n’avons pas pu mettre en évidence de signaux
correspondant a une interaction entre I’ARNt et les protéines seules suggérant que chacune des sous-
unités ne semble pas interagir avec I’ARNt individuellement. Ces résultats sont en accord avec des

données d’activité enzymatique obtenues par nos collaborateurs.
- Steechiométries d’interaction entre PARNt™" et I’hétérodimére mTGT/mQTRD1

Les protéines mTGT et mQTRD1 ont été incubées ensemble selon un ratio 1:1 (5 uM en
monomere) pendant 5 minutes de maniére a former 1’hétérodimere mTGT et mQTRD1 (Figure 24, a)

puis différentes concentrations d’ARNt™"

(de 5 a 25 pM) ont été ajoutées a I’hétérodimeére
précédemment formé. Un complexe mTGT/mQTRDI/ARNt™" 1/1/1 a été mis en évidence lorsque
chacun des partenaires sont incubés dans des proportions steechiométriques (Mmesurge = 11 9178 +
9 Da, Mineorique = 11 9038 Da) (Figure 24, b). La différence observée entre la masse théorique et la
masse mesurée est due a I’hétérogénéité de ’ARNt qui se traduit sur les spectres de masse par des
pics larges perturbant les mesures de masses exactes. De plus, nous pouvons observer que
I’augmentation de la concentration en ARNt se traduit sur les spectres par une suppression du signal
dans la zone comprise entre 4 000 et 5000 m/z. A partir du ratio 1/1/3 mTGT/mQTRD1/ARNt™"
(Figure 24, d-e), nous avons pu mettre en evidence la formation quantitative (> 90%) du complexe
mTGT/mQTRDL/ARNt™. Par conséquent, cette condition expérimentale sera utilisée pour les
expériences suivantes. Aucun complexe d’ordre supérieur n’a pu étre en évidence pour des

Tyr

concentrations en ARNt”" plus élevées. Ces expériences de titrage nous ont donc permis de

démontrer la fixation d’une unique molécule d’ARNt"™" par hétérodimére mTGT/mQTRDL.
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Figure 24: Steechiométrie d’interaction entre I’hétérodimére mTGT:mQTRD1 et PARNt™". Les protéines dessalées ont été
incubées & 5 UM en monomére pendant 5 minutes (a).puis ont été incubées avec différentes concentrations d’ARNt™" (b) 5 puM, c)
10 pM, d) 15 pM et e) 20 uM) (V¢ = 150 V, Pi = 5.5 mbar, Tampon AcNH, 100 mM pH 7.5).

Pour confirmer que ce complexe ternaire résulte bien d’une association spécifique en solution,
nous avons étudié 1’effet d’une augmentation de la force ionique du tampon sur le complexe. Le
complexe ternaire a donc été¢ incubé dans des tampons acétate d’ammonium dont les concentrations

sont comprises entre 100 mM et 1 M (Figure 25).
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Figure 25: Déstabilisation du complexe ternaire mTGT/mQTRD1/ARNt™" par augmentation de la force ionique du tampon.
Le complexe ternaire a été incubé selon un ratio mMTGT/mQTRD1/ARNt, 1/1/3 avec a) 100 mM AcNHy,, b) 250 mM AcNH,, c)
500 mM AcNH,ou d) 1 M AcNH, (Vc = 150V, Pi = 5.5 mbar ; & 00, @& et &2 correspondent respectivement 8 mTGT, (MQTRD1),,
mTGT/mQTRD1 et mMTGT/mQTRD1/ARNL).

Cette expérience, nous a permis de montrer qu’une augmentation de 1a force ionique du tampon

entraine une dissociation progressive du complexe mTGT/mQTRDL/ARNt™"
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en phase gazeuse résulte donc d’une association spécifique en solution * 3. En conclusion, nous

Tyr

avons pu démontrer qu’une seule molécule d’ARNt'” se fixe par hétérodimére méme en présence

d’un excés d’ARNt™ comme cela avait été observé pour la protéine TGT Procaryote.

- Cinétique de formation du complexe ternaire mTGT/mQTRD1/ARNt™"

La formation de I’hétérodimere est dépendante du temps d’incubation des deux partenaires
protéiques. Nous avons donc souhaité étudier la cinétique de formation du complexe ternaire
mTGT/mQTRD1/ARNt™". Pour cela, deux expériences ont été réalisées : soit les trois partenaires
ont été incubés ensemble et la cinétique de formation du complexe a été suivie par MS
supramoléculaire, soit I’hétérodimére mTGT/MQTRD1 préformé a été incubé avec I’ ARNt™" (Figure
26).

Incubation simultanée des partenaires Pré-incubation de mTGT et mQTRD1 avant incubation de I'ARNt™"
ARNt
mTGT mQTRD1 mTGT mQTRD1 ARNt
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par MS supramoléculaire minutes par MS supramoléculaire

Figure 26: Modeéles expérimentaux mis en place pour mettre en évidence I’étape limitante de la réaction de formation du
complexe ternaire mMTGT/mQTRD1/ARNt™",

Dans un premier temps, les 3 partenaires ont été incubés ensemble et la cinétique de formation du
complexe mTGT/mQTRD1/ARNt™" a été suivie par MS supramoléculaire (Figure 27, a-d et Figure
28)
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Figure 27: Cinétique d’interaction entre ’ARNt™" et I’hétérodimére mTGT/mQTRDL. a), b), ¢) et d) correspondent aux spectres
de masse obtenus apres 1, 4, 6 ou 8 minutes d’incubation de mTGT, mQTRD1 et ’ARNt™ dans un tampon AcNH, 250 mM Ph 7.5
(Vc=150V, Pi = 5.5 mbar). Les protéines mTGT et mQTRD1 ont été incubées pendant 5 minutes (e et f) dans un tampon AcNH, 100
mM pH 7.5 puis PARNt™" a été ajouté au mélange mTGT et mQTRDL1. g) et h) correspondent aux spectres de masse obtenus 1 et 3
minutes aprés ’ajout de PARNt™ (V¢ = 150V, Pi = 5.5 mbar). Les différents partenaires ont été incubés avec un ratio mTGT :
mQTRD1 : ARNt™ 1 :1:3 (5uM), (15 scans de 4 secondes ont été cumulés pour chague analyse).
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Aprés 1 minute d’incubation, des signaux correspondant au complexe ternaire apparaissent, mais
des signaux correspondants aux protéines mTGT et mMQTRD1 seules sont toujours visibles dans la
zone 3000-5000 m/z. A partir de 4 minutes, les signaux correspondant au complexe ternaire
augmentent encore. Toutefois, on voit apparaitre le complexe mTGT/mQTRD1 sous forme libre. A 8
minutes, un équilibre est atteint ou 1’espéce majoritaire est le complexe ternaire
mTGT/mQTRDL/ARNt™ 1/1/1.

Incubation simultanée de mTGT, mQTRD1 et de 'ARNt™ » b) Pré-Incubation mTGT, mQTRD1 Ajout de 'ARNE™
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Figure 28: Mise en évidence de I’étape limitante de la formation du complexe ternaire mTGT/mQTRD1/ARNt™". Suivi de la
formation des complexes mTGT/mMQTRD1 et mMTGT/mMQTRDI/ARNt™" lors d’une compétition directe entre les 3 partenaires (a) et
lorsque les protéines mTGT et mMQTRD1 sont incubées pendant 5 minutes avant ajout de I’ARNt™" (b).

Dans le but de pouvoir déterminer I’étape limitante de la formation du complexe ternaire, nous
avons incubé les protéines mTGT et mMQTRD1 pendant 5 minutes puis nous avons ajouté I’ ARNt™"
et suivi la formation du complexe ternaire au cours du temps (Figure 27, e-h). Dans ces conditions,
’ARNt™" se fixe rapidement a I’hétérodimere seul ayant pour conséquence, 1’apparition de signaux
correspondants au complexe ternaire et la disparition de ceux correspondants a 1’hétérodimere
(Figure 28, b). La présence des protéines mTGT et mQTRD1 seules suggérent que la formation de

" est fixé totalement a

I’hétérodimere n’est pas quantitative. Aprés 3 minutes d’incubation, I’ARNt
I’hétérodimére MTGT/mMQTRD1. Ces deux expériences suggerent que 1’étape limitante a la
formation du complexe ternaire est la formation de 1I’hétérodimére mTGT/mQTRD1.

Y a lieu

Cette série d’analyse a permis de déterminer que la fixation d’une molécule d’ARNt
uniquement lorsque 1I’hétérodimeére est formé ce qui confirme 1’importance des 2 sous-unités mTGT
et mMQTRD1. Des études par microcalorimétrie, enzymologie et cristallographie sont actuellement en

cours afin de pouvoir caractériser le fonctionnement de I’hétérodimére mTGT/mQTRD1.

3.4 Caractérisation de la protéine TGT Humaine (hTGT)

Aprées avoir étudié I’hétérodimeére mTGT/mQTRD1, nous nous sommes intéressés a 1’étude de
I’hétérodimére hTGT/hQTRD1. Contrairement a la protéine TGT Mus musculus, nos collaborateurs

ont eu de nombreux problemes lors de la production des protéines humaines.
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Une premiére analyse de la protéine hTGT a éte réalisée par MS supramoléculaire (Figure 29 , a),
révélant la présence de cette protéine (Mmesuree = 44 193.18 + 0.92 Da, Min¢orique = 44 191.8 Da), mais
aussi de nombreux contaminants dans 1’échantillon. De plus, le dessalage réalis¢ n’a pas permis
d’obtenir un spectre de bonne qualité comme le montre le bruit de fond présent dans la région des
bas m/z (500-2 000) du spectre de masse obtenus en conditions dénaturantes. L’analyse de cet
échantillon en conditions natives a permis de mettre en évidence la protéine hTGT majoritairement

sous forme monomérique avec un ion Zn** (Mmesurce = 44 258 + 1 Da, Minéorique = 44 257 Da).
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Figure 29: Caractérisation de la protéine hTGT issue de deux purifications différentes. La protéine hTGT a été dessalée deux fois
par filtration sur gel (Zeba) contre un tampon AcNH, 150 mM pH 7.5, a) et b) panels hauts : les protéines ont été diluées a 2 uM dans
une solution eau/acétonitrile/acide 50/50/1 (Vc = 40V, Pi=2mbar). a) et b) panels bas : les protéines ont été diluées a 5 UM dans un
tampon AcNH,4 150 mM pH 7.5 (Pi = 6mbar, a) Vc=150V ou b) 120V).

Une deuxieme purification de cette protéine a donc été réalisée permettant d’obtenir un
échantillon de meilleure qualitté comme le montre le spectre obtenu en conditions dénaturantes
(Figure 29, b). Nous observons aussi que les états de charge de cet échantillon sont différents de ceux
obtenus lors de la premiére purification. D’autre part, comme nous avons pu 1’observer avec la forme
Mus musculus, la protéine hTGT est majoritairement sous forme monomérique.

Dans un second temps, la protéine hQTRDL1 a été analysée par MS supramoléculaire (Figure 30).
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Figure 30: Caractérisation de la protéine hQTRD1. La protéine hQTRD1 a été dessalée deux fois par filtration sur gel (Zeba) contre
un tampon AcNH, 300 mM pH 7.9 puis reconcentrée par ultrafiltration (Vivaspin). a) analyses en conditions dénaturantes a 2 UM dans
une solution eau/acétonitrile/acide 50/50/1 (V¢ = 40V, Pi = 2 mbar). b) la protéine a été analysée a 2 uM (Vc = 180V, Pi = 6 mbar).
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L’analyse de cet échantillon en conditions dénaturantes nous a permis de mettre en évidence un
dessalage de mauvaise qualité ne permettant pas des analyses par MS supramoléculaire comme le
montre 1’analyse de cet échantillon en conditions natives (Figure 30, b). Malgré le manque de
précision liée aux pics larges, les analyses en conditions natives nous ont permis de montrer la
présence de la protéine hQTRD1 sous une forme monomérique fixant un ion Zn* (Mmesurée = 45 151
+ 10 Da, Minsorique = 45 159 Da) est sous forme de dimére fixant deux atomes de Zn* (Miesurée =
90 330 * 13 Da, Mnsoriqe = 90 317 Da). Dans ces conditions, nous ne pouvons cependant pas
déterminer 1’état d’oligomérisation de cette protéine. Nos collaborateurs essayent actuellement
d’améliorer la préparation de cette protéine difficile a produire.

Lorsque les proteéines hTGT et hQTRD1 seront analysables par MS supramoléculaire, nous
étudierons la formation d’un hétérodimére hTGT/hQTRDI ainsi que les steechiométries d’interaction

entre cet hétérodimére et ’ARNt"™".

4 Conclusion

Les expériences de MS supramoléculaire réalisées au cours de ce projet ont été menées a la fois
sur la protéine TGT Procaryote de Zymomonas mobilis, sur deux protéines TGT Eucaryote (Mus
musculus et humaine).

De précédentes études portant sur la protéine TGT Zymomonas mobilis avaient permis de
montrer que la déstabilisation de I’interface de dimérisation de la protéine TGT constituait une
stratégie prometteuse pour l’inhibition de 1’activité catalytique de 1’enzyme. L’étude par MS
supramoléculaire de nouveaux mutants de la protéine TGT Procaryote nous a permis d’identifier des
acides aminés essentiels a la dimérisation de la protéine. En effet, une simple mutation de certains
acides aminés a conduit a la déstabilisation de I’homodimére de TGT. La recherche de nouveaux
inhibiteurs a aussi été poursuivie, mais aucun inhibiteur testé n’a permis de déstabiliser le dimére de
TGT. La recherche de nouveaux inhibiteurs va donc étre poursuivie en croisant les informations
obtenues par cristallographie et par MS supramoléculaire. L’innocuité de ces inhibiteurs vis-a-vis des
protéines Eucaryote devra ensuite étre réalisée.

L’étude de la protéine TGT Eucaryote nous a permis de montrer que la protéine mTGT forme un
hétérodimeére de steechiométrie 1 : 1 avec la protéine mQTRD1. De plus, nous avons pu montrer que
les états d’oligomérisation de ces 2 protéines sont différents, I’'une forme un monomére (MTGT),
I’autre, un dimere (MQTRD1). Nous avons pu montrer que la forme Eucaryote de cette protéine
forme un complexe ternaire mTGT/mQTRD1/ARNt de stcechiométrie 1/1/1. De plus, un suivi
cinétique de la réaction par MS supramoléculaire nous a permis de montrer que 1’étape limitante était

la formation de I’hétérodimére mTGT/mQTRD1. Les informations obtenues par MS
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supramoléeculaire seront corrélées a des analyses par microcalorimétrie ainsi que des déterminations
d’activité enzymatique par nos collaborateurs.

Dans le but de poursuivre la caractérisation de la protéine TGT Eucaryote, nos collaborateurs ont
essaye de produire la protéine TGT humaine. Cependant pour le moment, seule la protéine hTGT a
pu étre produite avec une pureté suffisante pour réaliser une étude par MS supramoléculaire.
Parallelement, une étude cristallographique a été initiée. Toutefois, aucun cristal utilisable n’a pu étre
observé pour le moment. Une fois le mécanisme d’action de cette forme Eucaryote connue, des
études d’interaction avec des inhibiteurs de la protéine TGT Procaryote seront réalisées. L’ensemble
de ces études a pour objectif ultime le développement de nouveaux medicaments contre la dysenterie
bacillaire.

Les informations obtenues par MS supramoléculaire, par cristallographie et par enzymologie ont
permis d’obtenir des informations précieuses concernant les protéines TGT Procaryote et de Mus
musculus. Toutefois, dans le cas de la protéine TGT humaine de nombreux problemes de
cristallisation ont été observés. De plus, afin d’obtenir rapidement des informations concernant les
changements conformationnels induits par des mutations ou par la fixation de ligands sur les

protéines TGT Procaryote et Eucaryote, une étude par IM-MS sera réalisée.

5 Valorisation

Les travaux réalisés dans le cadre de ce projet ont fait 1’objet de la publication suivante :

Florian Immekus, Luzi Jakob Barandun, Michael Betz, Francois Debaene, Stephanie Petiot-Bécard, Sarah
Sanglier-Cianferani, Klaus Reuter, Frangois Diederich and Gerhard Klebe. Launching spiking ligands into a
protein-protein interface: A promising strategy to destabilize and break interface formation in a tRNA
modifying enzyme. Rédaction en cours.
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Chapitre 3 : Optimisation des parametres
instrumentaux du couplage IM-MS pour la détection
de faibles changements conformationnels : Etude du

systeme Bcl-xL/ABT-737

Le criblage de chimiothéques est 1’une des premiéres étapes des études de drug discovery.
L’objectif de cette étape est de déterminer rapidement quelles molécules sont les meilleurs candidats
pour moduler I’activité d’une cible thérapeutique. Parmi les techniques utilisées dans le cas du
criblage protéine/ligand, la MS supramoléculaire a montré depuis plusieurs années, sa capacité a
répondre aux exigences de 1’industrie pharmaceutique. Elle est maintenant reconnue comme une
technique permettant de déterminer des steechiométries d’interaction, des affinités et des spécificités
de fixation de systémes protéine/ligand *>***', De la méme maniére, une technique émergente : le
couplage IM-MS pourrait devenir une technique indispensable dans le criblage de chimiothéques.
Des travaux préliminaires réalisés au laboratoire ont permis de suivre des changements
conformationnels induits par la fixation de petites molécules sur des complexes multiprotéiques de
hauts poids moléculaires (100-300 kDa). Toutefois, seules des différences de CCS de I’ordre de 5%
ont pu étre mises en évidence °. Cependant, dans les systémes biologiques, des changements
structuraux fins peuvent rendre compte d’une activité physiologique importante *°. Ainsi, jusqu’a
présent peu ou pas de données sont disponibles sur 1’utilisation du couplage IM-MS pour 1’étude de
changements conformationnels subtils induits par la fixation de petites molécules chimiques sur des
protéines. Nous avons donc souhaité étudier le potentiel du couplage IM-MS pour I’étude de
changements conformationnels fins. Afin de développer notre méthode analytique, nous nous

sommes intéressés a un systeme bien caractérisé : le systéme Bcl-xL/ABT-737.

1 Contexte biologique de I’étude des interactions Bcl-xL/ABT-737

L’apoptose ou mort cellulaire programmeée est un processus cellulaire fondamental permettant
I’élimination de cellules endommagées ou potentiellement dangereuses. Une dérégulation de ce
processus conduit & une prolifération anormale des cellules et donc & la formation de tumeurs 2.
L’une des stratégies thérapeutiques anticancéreuses consiste a activer ce processus. Plusieurs études
ont été réalisées afin d’identifier des molécules capables d’activer I’apoptose. L’une d’entre elles a
permis d’identifier une classe de molécules dont fait partie la molécule ABT-737, capable d’activer

I’apoptose en se liant a des facteurs de survie tels que Bcl-xL *?2, Cette classe de composés est
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actuellement utilisée dans plusieurs programmes de recherche clinique de phase I/Il. Lors de 1’étude
de ce systeme par cristallographie, il a été mis en évidence que la fixation du ligand ABT-737 (MW=
813.43 Da) sur la protéine ABcl-xL (MW= 19 576.5 Da) induisait un repositionnement majeur des
hélices H3 et H4 de la protéine ABcl-xL et que le changement conformationnel global était de
0,9 A *2®. Pour nous assurer que notre modéle peut étre étudié par couplage IM-MS, nous avons
déterminé les sections efficaces théoriques des structures apo (structure non publiée) et holo ABcl-xL
(PDB 2XYJ). La forme apo de la protéine présente une CCS de 15,4 + 0,8 nm? alors que la CCS de
la structure holo est de 16,3 + 0,8 nm?. Par conséquent, la différence de CCS théorique de 0.9 nm? est
significative (p < 0,001), en accord avec le changement conformationnel global observé, et
représente 6% de variation de CCS.

La mobilité ionique permet une séparation des ions en fonction de leur forme, mais aussi en
fonction de leur taille et de leur charge. Pour que des changements conformationnels subtils puissent
étre mis en évidence, il est important que le ligand n’induise pas une augmentation significative de la
taille et ni de la charge de la protéine cible.

La protéine ABcL-XL est monomérique (Mmesuree = 19 578 = 1 Da ; Minsorique = 19 577 Da) et
présente deux états de charges majoritaires : 7 et 8+. L’étude des interactions entre la protéine ABcl-
XL et le ligand ABT-737 nous a permis de mettre en évidence la fixation d’un ligand par protéine
(Mmesuree = 20 392 + 1 Da ; Mingorique = 20 391 Da) et la conservation des états de charge majoritaire
de la protéine ABcL-xL. La fixation du ligand (ABT-737) sur la protéine ABcl-xL n’a donc pas eu
d’effet sur la charge de la protéine et n’a pas entrainé d’augmentation significative de la masse de la
protéine (< 5%) (Figure 31). Par conséquent, si une différence de mobilité est observée, celle-ci ne

pourra étre attribuée qu’a un changement de la forme de la protéine.
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Figure 31: Spectre de masse obtenu en conditions non dénaturantes d’un mélange ABcl-xL/ABT-737 en proportion sous
steechiométriques (1/0,5). La protéine a été infusée a 5 uM dans un tampon acétate d’ammonium 50 mM (pH 7.5).

Nous avons donc utilisé ce systéeme pour déterminer si les instruments dont nous disposons au
laboratoire nous permettaient de visualiser des changements conformationnels tres subtils sur des

systemes proteiques de faibles poids moléculaires.
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2 Objectifs de I'étude

- L’optimisation des paramétres de mobilit¢ ionique pour la détection de changements
conformationnels trés faibles.

- La mise au point d’une méthode permettant un calcul de CCS la plus juste possible.

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont fait 1’objet d’une publication dans Analytical

Chemistry. Un résumé des principaux résultats est présenté ci-dessous.

3 Résumé de la stratégie mise en ceuvre et des résultats obtenus

3.1 Optimisation fine des paramétres instrumentaux

L’optimisation des paramétres IMS est une étape sine qua non dans toute étude de changement
conformationnel par IM-MS. Ceci est d’autant plus important lorsque 1’on étudie des changements
conformationnels trés faibles. Notre étude a donc porté sur 1’optimisation des parameétres de
séparation en IMS (WH, WV, Qe et Qn2) pour détecter de faibles changements de conformation.

Il est important de rappeler que contrairement aux études réalisées sur des instruments Synapt
G1, sur un Synapt G2, la lecture de la pression dans la cellule IMS n’est pas un paramétre fiable. En
effet, la présence d’une cellule d’hélium entraine une diffusion de 1’hélium dans la cellule IMS. Par
conséquent, la lecture de la pression Pi dans la cellule IMS est fausse, car les jauges sont étalonnées
uniquement pour des gaz purs. La pression Pi mesurée dans la cellule IMS dépend donc des débits
d’hélium et d’azote. Du fait de cette diffusion d’hélium, 1’évolution de la pression mesurée au sein de

la cellule IMS n’est pas monotone (Figure 32).
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Figure 32: Evolution de la pression lue dans la cellule de mobilité (P,s) en fonction des débits de gaz d’hélium et d’azote (Qy
et Qnp). Différents couples (Que, Qn2) peuvent conduire a des pressions similaires montrant I’importance de fournir des informations
concernant les débits de gaz en plus de la pression lue dans la cellule lors d’étude de mobilité ionique sur le Synapt G2 HDMS
(Waters).
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Par conséquent, plusieurs combinaisons de debits de gaz d’hélium et d’azote peuvent donner la
méme lecture de pression. C'est pourquoi il est important de préciser les débits de gaz utilisés lors
d’études IM-MS réalisées sur un Synapt G2.

Afin d’optimiser les paramétres de mobilité ionique, plusieurs étapes ont été nécessaires.

- Optimisation des vitesses (WV) et des hauteurs (WH) de vagues

Pour étudier I’effet des vitesses de vagues, nous avons fixé la hauteur de vagues puis nous avons
fait varier la vitesse des vagues de maniére a obtenir des temps de passage des ions dans la cellule de
mobilité recouvrant I’ensemble du mobilogramme. Cette étude a été faite pour 3 hauteurs de vagues
(20, 30 et 40V) et pour 2 rapports de débits d’hélium/azote (Qne/Qn2 = 2 et Qne/Qnz = 4).

Afin d’évaluer la qualité de la séparation en IMS, nous avons calculé les facteurs de résolution Rs
(voir Partie 2, Chapitre 3, Paragraphe 1.1) entre 1’état de charge 7+ des formes apo et holo ABcl-xL
pour chaque condition expérimentale (Figure 33).
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Figure 33: Optimisation des hauteurs et vitesses de vagues. La protéine ABcl-xL (5 uM) a été infusée en présence d’une
concentration sous-steechiométrique de ligand ABT-737. @) Que/Qnz =150/75 (Pjms = 3 mbar) et b) Qpe/Qnz = 150/35 (Pjys = 5 mbar).
Les facteurs de résolutions Rs ont été calculés entre les formes apo et holo de la protéine ABcl-xL. La zone située entre les pointillés
correspond aux couples (WH, WV) permettant d’obtenir un temps de passage des ions dans la cellule de mobilité se trouvant dans le
second tiers du mobilogramme. Les cercles noirs représentent les valeurs de WV permettant d’obtenir le meilleur Rs pour chaque
hauteur de vague testée.

Ces optimisations nous ont permis de montrer que de meilleures séparations des formes apo et
holo ABcl-xL étaient obtenues pour des hauteurs de vagues comprises entre 30 et 40 V et pour des

rapports de débits de gaz Que/Qn2 plus élevés (Figure 33, b).

- Optimisation des rapports de débits de gaz d’hélium et d’azote (Qne/Qn2)
Pour mieux comprendre 1’effet des débits de gaz sur le facteur de résolution, nous avons fait
varier les débits d’hélium pour 3 rapports Que/Qn2 (2, 3 et 4). Pour chacune des conditions de débits

de gaz, 3 hauteurs de vagues ont été testées (20, 30 et 40 V). Les vitesses de vagues ont été
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optimisées pour que les temps de passage des ions dans la cellule de mobilité soient compris entre 7
et 14 ms (Figure 34).
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Figure 34: Amélioration de la séparation par IM-MS des formes ABcl-xL apo et holo (état de charge 7+) grice a ’optimisation
des débits de gaz d’hélium et d’azote. L’astérisque (») correspond aux conditions expérimentales induisant 1’activation des ions. n.d :
le facteur de résolution n’a pas pu étre calculé a cause de ’activation des ions. Les couleurs utilisées vont du vert pour les valeurs les
plus faibles aux valeurs les plus élevées en rouge.

De meilleures séparations des formes apo et holo ABcl-xL (Rs > 1) ont été obtenues pour des
hauteurs de vagues et des rapports de débits de gaz plus élevés (Figure 34, a). De plus, nous avons pu
montrer qu’une diminution des débits de gaz d’hélium et d’azote permet une meilleure séparation des
formes apo et holo ABcl-xL par mobilité ionique. Par exemple, pour un rapport Que/Qnz de 4 et une
hauteur de vague de 30 V, une augmentation du facteur de résolution Rs de 1 a 1.4 est observée
lorsque le débit d’hélium diminue de 180 mL.min™" & 100 mL.min™.

Toutefois, il existe une limite. En effet, une diminution trop importante des débits de gaz peut
conduire a une activation des ions en phase gazeuse, caractérisée sur les mobilogrammes par une
augmentation de la largeur des pics de mobilité (Figure 35). Ainsi pour un méme rapport de débit de
gaz (Que/Qn2 = 3), une augmentation de la largeur des pics de mobilité est observée lorsque le débit

d’hélium diminue de 100 2 60 mL.min ™.
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Figure 35: Effet de la diminution des débits de gaz d’hélium et d’azote sur la largeur des pics de mobilité ionique. Temps de
passage de I’ion de m/z 2798 (a) (état de charge 7+ de la forme apo ABcl-xL) et de I’ion de m/z 2915 (b) (état de charge 7+ de la forme
holo ABcl-xL) dans la cellule IMS enregistrés en absence d’activation (ligne continue — WH = 40 V, WV = 1435 m.s}, Qe = 100
mL/min; Que/Qny = 3) et en présence d’activation (ligne pointillée - WH = 40 V, WV = 1435 m.s™, Que = 60 ml/min; Que/Qnz = 3).

- Conclusion

L’ensemble de ces optimisations nous a donc permis de déterminer ’importance des différents
parameétres sur la séparation par mobilité ionique.
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Pour obtenir la meilleure séparation possible : le rapport Qune/Qn2 doit étre supérieur ou égal a 3
avec un débit d’azote le plus faible possible, la hauteur de vague doit étre la plus haute possible (30-
40 V) et la vitesse des vagues est ajustée de maniere a ce que le temps de passage des ions dans la
cellule de mobilité se trouve dans le deuxiéme tiers du mobilogramme.

De plus, il est indispensable de s’assurer que les paramétres instrumentaux choisis n’induisent

pas I’activation des ions en phase gazeuse.

3.2 Une nouvelle méthode d’étalonnage pour un calcul plus précis des CCS

La comparaison des temps de passage des ions dans la cellule de mobilité permet d’obtenir une
information précise concernant la séparation des différents conformeres en phase gazeuse.

Cependant, cette information ne peut étre comparée a d’autres méthodes biophysiques
contrairement a la section efficace rotationnelle (CCS). Cette valeur est obtenue grace a un
étalonnage de la mobilité ionique avec des étalons dont la CCS théorique a été déterminée dans des
tubes de mobilité classiques. Le choix des étalons est une étape cruciale permettant d’obtenir des
CCS fiables et donc de conserver I’information d’un changement conformationnel. Récemment,
Ruotolo et al., ont montré que pour déterminer avec précision des CCS de molécules en conditions
natives, un ensemble d’étalons, utilisés en conditions natives, avec des masses et des mobilités
encadrant 1’analyte doit étre choisi *'’. Le coefficient de corrélation (R?) de la courbe d’étalonnage
permet de vérifier la qualité de 1’étalonnage. Toutefois, comme ce parametre varie en fonction de la

185

vitesse de vague et de la pression dans la cellule de mobilité =, nous avons souhaité évaluer 1’effet

de ces parametres de mobilité sur I’étalonnage en mobilité ionique (Figure 36).
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Figure 36: Corrélation entre la séparation par IM-MS des formes ABcl-xL apo et holo (état de charge 7+) et le facteur
d’étalonnage X déterminé lors du calcul de CCS expérimentales. L’astérisque (=) correspond aux conditions expérimentales
induisant 1’activation des ions. n.d : le facteur de résolution n’a pas pu étre calculé a cause de I’activation des ions. Les couleurs
utilisées vont du vert pour les valeurs les plus faibles aux valeurs les plus élevées en rouge.

Nous avons ainsi pu montrer que le coefficient de corrélation diminuait progressivement lorsque
les conditions de mobilité favorisaient une augmentation de la séparation ce qui est en accord avec de
précédentes études sur le sujet *° (Figure 36 et Figure 37, a).

De méme, nous avons pu montrer qu’en utilisant 1’é¢talonnage proposé par Ruotolo et al., les CCS
mesurées a partir de 1’état de charge 7+ de la protéine ABcl-xL diminuent lorsque le pouvoir résolutif

augmente (Figure 37, b). Or, des différences de sections efficaces entre les états de charge 7+ des
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formes apo et holo de la protéine ABcl-xL (ACCS) sont identiques quel que soit le pouvoir de
résolution (Rs) (Figure 37, c). Les incohérences observées entre le calcul de CCS et les différences
de CCS, nous ont conduits a développer une nouvelle méthode d’étalonnage prenant comme ion
étalon, un ion de méme charge et de méme masse que ’ion dont on détermine la CCS. Les CCS
calculées avec cette nouvelle méthode d’étalonnage ne varient plus en fonction du pouvoir de
résolution (Figure 37, b), ce qui est en accord avec I’absence d’effet du facteur Rs sur les différences
de CCS (Figure 37, c).
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Figure 37: Influence des parametres instrumentaux permettant une augmentation de la résolution en mobilité ionique sur la
détermination de la CCS de la protéine ABcl-xL a) Evolution du coefficient de corrélation (R2) en fonction du pouvoir de résolution
(Rs). b) CCS de I’état de charge 7+ de la protéine ABcl-xL et c¢) différence de CCS entre les états de charge 7+ des formes apo et holo
de la protéine ABcl-xL, en fonction du pouvoir de résolution (Rs), en utilisant la procédure de étalonnage conventionnelle de Ruotolo
et al (carrés et pointillés gris) ou la procédure modifiée utilisant un standard externe (cercles blancs et pointillés noirs). Les lignes
pointillées correspondent aux CCS moyennes sur I’ensemble de la gamme de Rs.

Ainsi, nous avons pu montrer avec notre nouvelle méthode d’étalonnage que pour des meilleures
séparations en mobilité ionique, nous conservions une différence de CCS moyenne constante entre la

protéine apo et la protéine holo (0.41 £ 0.08 nm2).
De plus, cette différence est du méme ordre de grandeur que la différence calculée a partir des

CCS théoriques (0,9 nm?).

3.3 Mise en évidence de changements conformationnels fins par IM-MS

L’ensemble des optimisations réalisées au cours de cette étude, nous a permis de mettre en
évidence une séparation de la protéine ABcl-xL sous forme apo et sous forme holo par IM-MS. En
effet, une différence de temps de passage des ions dans la cellule IMS de I’ordre de la milliseconde a

pu étre mise en évidence (Figure 38, a).
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Figure 38: Mise en évidence de changements conformationnels fins par IM-MS lors d’étude protéine/ligand. a) Mobilogrammes
des états de charge 7 et 8+, b) Calcul des CCS expérimentales mettant en évidence un changement conformationnel fin (3%).
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Gréace aux calculs des CCS experimentales, nous avons pu montrer que cette séparation
correspondait & une différence de CCS de 3% (Figure 38, b).

Par conséquent, aprés avoir optimisé finement les parametres IM-MS, il est possible d’étudier des
changements conformationnels de I’ordre de 3% sur un systéme protéine/ligand du type ABcl-

XL/ABT-737.

4 Conclusion

L’étude du systeme ABcl-XL/ABT-737 par IM-MS nous a permis de montrer pour la premiére
fois que 1’étude de changements conformationnels subtils est possible grace au Synapt HDMS G2.
L’étude des différents paramétres IM-MS nous a permis de mettre au point une stratégie
d’optimisation pour 1’étude de changements conformationnels tres faibles.

Bien que le temps de passage des ions dans la cellule de mobilité soit le parameétre le plus
représentatif de la qualité de la séparation dans la cellule de mobilité, nous avons aussi proposé une
nouvelle méthode d’étalonnage en IMS permettant de diminuer la perte d’information structurale lors
du calcul des CCS (parametre permettant la comparaison entre les différentes méthodes
biophysiques).
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ABSTRACT: Evidencing subtle conformational transitions in proteins occurring upon small modulator binding usually requires
atomic resolution techniques (X-ray crystallography or NMR). Recently, hyphenation of ion mobility and mass spectrometry
(IM-MS) has greatly enlarged the potentials for biomolecular assembly structural characterization. Using the well 3D-
characterized Bcl-xL/ABT-737 protein model, we explored in the present report whether IM-MS can be used to differentiate
close conformers and monitor collision cross section (CCS) differences correlating with ligand-induced conformational changes.
Because comparing CCS derived from IM-MS data with 3D-computed CCS is critical for thorough data interpretation,
discussing pitfalls related to protein construct similarity and missing sequence sections in PDB files was of primary importance to
avoid misinterpretation. The methodic exploration of instrument parameters showed enhanced IM separation of Bcl-xL
conformers by combining high wave heights and velocities with low helium and nitrogen flow rates while keeping a high He/N,
flow rate ratio (>3). The robustness of CCS measurements was eventually improved with a modified IM calibration method
providing constant CCS values regardless of instrument settings. Altogether, optimized IM-MS settings allowed a 0.4 nm®
increase (i.e.,, 2%) of BclxL CCS to be evidenced upon ABT-737 binding.

In 1991, pioneering reports from two American groups
evidenced for the first time that intact noncovalent
complexes can be analyzed by electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS)."” The following 2 decades were
dedicated to methodological studies providing strategies for
rational optimization of experimental conditions and instru-
ment settings,3_5 allowing native MS to become a robust and
versatile technique to characterize intermolecular interactions
involving proteins, peptides, oligonucleotides, metals, and small
molecules. Concomitant publication of numerous case studies
has contributed not only to define the possibilities afforded by
native MS but also to explore the limitations of the method in
order to probe to which extent gas-phase measurements can be
correlated with solution-phase properties. Thanks to this
groundwork, native MS is now broadly approved to address
key questions like protein oligomerization states,”” complex
binding stoichiometries and affinities,’ ligand site-speciﬁcities,8
or interaction networks within multimeric complexes.®

v ACS Publications  © xxxx American Chemical Society

Ion mobility-mass spectrometry (IM-MS) is likely to follow
similar developments. Ion mobility is an analytical technique
allowing ions to be separated by a weak electric field in a
defined gas environment according to their mobility, which
depends on ion charge and collision cross section (CCS, Q).
Accumulation of methodological and practical studies focusing
on native biomolecules has been accelerated by the recent
advent of traveling-wave IM-MS. Practically, traveling-wave (T-
wave) IM separation is achieved by submitting ions to waves of
potential that move along a radiofrequency-confining cell filled
with a carrier buffer gas. For a given charge state, the ion-
neutral collision frequency increases with extended ion
conformation resulting in a higher propensity to roll back
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Figure 1. (a) General scheme of the Synapt G2 HDMS. (b) Resolution factor (Rg) calculation based on apo and holo BclxL arrival time
distributions (ATD). t, and Af, represent, respectively, the maximum and the width-at-half-maximum of the corresponding ATD. (c)
Nondenaturing nanoESI mass spectra of substoichiometric 1/0.5 Bcl-xL/ABT-737 mixture: protein was infused at S uM in a 50 mM NH,OAc

solution (pH 7.5).

over the waves. Consequently, compact ions display shorter
drift times (¢p) than ions with expanded structures. The
possibility of compiling data of ion f, together with mass and
charge expands one notch further the range of information that
can be gathered on native biological assemblies, including
conformational polydispersity, ligand-induced conformational
transitions, or multimeric complex topology.'®~>*

One key issue in such IM-MS experiments is to improve IM
resolution. The major modifications implemented into the
second-generation of traveling-wave IM-MS instruments were
intended to address this point. While technical enhancements
of the Synapt G2 HDMS have been detailed elsewhere,”>** it is
important emphasizing the addition of a helium gate in front of
the T-Wave IM separator (Figure 1). Operating the He gate at
high pressure (i) provides efficient ion collisional cooling, (ii)
allows higher N, pressure to be used in the IM cell, and (iii)
favors ion transfer against the pressure gradient existing
between the trap T-wave (filled with Ar) and the IM cell
(filled with N,).*

The effect of IM wave height (WH) and velocity (WV) on
IM resolution has been approached both theoretically and
experimentally.”*** Conversely, the influence of helium and
nitrogen flow rates (Qy. and Qy;,) entering, respectively, the
helium and IM cell has not been thoroughly examined yet. The
main focus of the present study was to investigate the effect of
Que and Qy, on IM separation of closely related protein
conformers. To this end, we used the Bcl-xL protein model:
BclxL is a Bcl-2 related survival factor that undergoes
conformational changes upon small-molecule inhibitor ABT-
737 binding as previously evidenced by X-ray crystallography.*®
Using this model system, we addressed a number of critical

points including (i) difficulties related to theoretical CCS
computation from coordinate files, (ii) effects of WH, WV, as
well as Qg and Qy, on IM separation of apo versus holo Bcl-
xL, and (iii) robustness of CCS measurements on a traveling-
wave IM-MS instrument.

B EXPERIMENTAL SECTION

Sample Preparation. Recombinant Bcl-xL was produced
in E. coli and purlﬁed by affinity chromatography as described
by Muchmore et al.*” The peptidic sequence of the construct
included N-terminal (His)s-tagged deletion mutant (AM4S-
A84) of BclxL (M1-R209), hereafter called ABcl-xL.
Thrombin cleavage site (LVPRG) located downstream of the
His-tag sequence was used to remove the tag before IM-MS
experiments. Protein storage buffer was exchanged against 50
mM ammonium acetate buffered at pH 7.5 using a micro-
centrifuge gel-filtration column (Zeba 0.5 mL, ThermoScien-
tific, Rockford, IL). The protein concentration was determined
using the Bradford assay. ABT-737 (Selleck Chemicals,
Houston, TX) was incubated substoichiometrically with
ABclxL to avoid saturation and allow apo and holo protein
to be concomitantly monitored during the same analysis.

Computation of Rotationally Averaged Theoretical
Collision Cross Sections. Theoretical CCS values reported in
the present paper were obtained using the Mobcal trajectory
method with a number of complete cycles of average mobility
calculation set to 30.°**° Computed CCS error values
correspond to standard deviations reported in Mobcal output
files.

lon Mobility Mass Spectrometry. IM-MS experiments
were performed on the Synapt G2 HDMS (Waters, Man-
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Figure 2. Comparison of Bcl-xL structures. (a) Sequence alignment of Bcl-xL constructs used in different structural studies. 1LXL: NMR structure of
BclxL. 1R2D: X-ray structure of Bcl-xL. 2YX]: X-ray structure of ABcl-xL/ABT-737 complex. C43: X-ray structure of apo ABcl-xL. Visible residues
are underlined in sequences. (b, c) Three-dimensional structures of Bcl-xL from (b) NMR (PDB 1LXL) and (c) X-ray crystallography (PDB 1R2D).
(d) Superimposed structures of apo ABcl-xL (C43) and ABcl-xL/ABT-737 complex (2YX]). Overlapping regions are gray-colored; helices H3 and
H4 are colored in green/yellow in apo ABcl-xL and blue/orange in ABcl-xL/ABT-737. (e) CCS summary. * Coordinate files corresponding to
ABclxL/ABT-737 (PDB 2YX]J) and ABcl-xL (C43) were corrected for missing coordinates in either file.

chester, U.K.). This electrospray hybrid quadrupole/ion
mobility/time-of-flight mass spectrometer was coupled to an
automated chip-based nanoelectrospray device (Triversa Nano-
mate, Advion Biosciences, Ithaca, U.S.) operating in the
positive ion mode. IM-MS data analysis was performed with
MassLynx 4.1 (Waters, Manchester, U.K.). Instrument
parameters were adjusted to transfer intact noncovalent
complexes without extensive ion activation before IM
separation while keeping satisfactory ion desolvation.®
Particularly, the sample cone voltage, the trap collision energy,
and the trap bias voltage were set to 30 V, SV, and 40 V,
respectively; the backing pressure was increased to 6 mbar to
improve ion collisional cooling. Wave parameters (WV, WH)
and gas flow rates (Qy, and Qy,) were systematically varied to
investigate their influence on IM separation. Unless mentioned
otherwise, instrument parameters were set to keep fp of apo
and holo ABclxL 7+ charge state in the second third (7—14
ms) of the accessible #, range (0—21 ms corresponding to
500—5000 m/z range). Working in this #, window (i) affords
recording simultaneously calibrants and analyte ions with
identical instrument parameters, (ii) avoids poor IM separation
to occur in the first third of the #, range, and (iii) prevents
arrival time distribution (ATD) broadening to appear in the last
third of the t, range.31

IM-MS calibration was performed as previously described
using native equine cytochrome C (1766 and 2061 m/z) and
bovine f-lactoglobulin (2041, 2296, 2624, 2825, 3060, 3336 m/
z) (Sigma Aldrich St. Louis, MO).** Details of the modified

calibration procedure are given in the last part of the Results
and Discussion.

B RESULTS AND DISCUSSION

Computation of Theoretical CCS: Difference between
Bcl-xL and Bcl-xL/ABT-737 Complex. Whether differences
in Bcl-xL CCS should be expected upon binding of ABT-737
was first investigated by computing the theoretical CCS from
published three-dimensional structures. The Protein Data Bank
(PDB, http:// Www.rcsb.org) includes several structures for the
wild type (wt) apo BclxL determined by X-ray crystallography
(PDB 1R2D, IMAZ) or NMR (PDB 1LXL) and a single
structure for the Bcl-xL/ABT-737 complex obtained by X-ray
crystallography using the deletion mutant (ABcl-xL, PDB
2YXJ). This variety of three-dimensional data obtained with
different techniques and different protein constructs incited us
to address in deeper detail a point rarely commented in the
literature, which is the choice of the coordinate sets used to
compute theoretical CCS.

NMR versus X-ray Bcl-xL Structures: Differences That
Influence Computed CCS. The 3D structure of the wt apo Bcl-
xL elucidated by NMR and X-ray crystallography used similar
constructs that contain C-terminal (His)s-tag and the large 64-
amino acid loop connecting helices H1 and H2 (Figure 2).
Computed CCS values from NMR (PDB 1LXL) and X-ray
(PDB 1R2D) data sets were 31.8 + 2.6 nm” and 159 + 0.6
nm?, respectively. The substantial difference between both CCS
values arises from different information content in X-ray versus
NMR coordinate files. Indeed, while the structured core of the
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protein was similarly resolved by both techniques (compare
parts b and c of Figure 2), only NMR could resolve the floppy
parts of the biomolecule, i.e., the large loop between HI and
H2 and the C-terminal His-tag. It is worthy to note that when
the completeness of the NMR and X-ray crystallography
structures is similar, both structures provide comparable CCS
values.®> Another interesting difference is the presence of H-
atom coordinates in NMR data only. In the case of the Bcl-xL
NMR structure, the CCS decreases from 31.8 + 2.6 nm? to
30.8 + 2.2 nm* (3% decrease) when H atoms are removed
from the coordinate file. Although the contribution of H-atom
may sound marginal, it may become significant when studying
subtle CCS differences.

Altogether, these observations suggest that comparing CCS
computed from 3D-structures obtained with the same
biophysical technique provides better reliability especially
when intrinsic unstructured motifs are present.

Examination of Coordinate Files: Spotting Missing Atoms
to Avoid Misinterpretations. To estimate the CCS shift
resulting from ligand-induced conformational changes, coor-
dinate files to be compared (e.g,, apo vs holo protein) must
ideally report the position of the same atoms to ensure that
computed CCS difference can be linked directly to the
conformational transition. This is however not always the
case because (i) slightly different constructs may be used for
free and liganded proteins (Figure 2a shows the example of Bcl-
xL), and ii) ligand binding may induce initially floppy regions of
the protein to become structured and visible in X-ray structures.
Careful examination of both amino acid sequences and 3D
structures prior to CCS computation is therefore of primary
importance to point out missing atoms. To deal with
incomplete structures, Politis et al. have recently proposed to
reconstruct missing sections of sequence using homology or
coarse-grained modeling.'” While this approach was success-
fully used to decipher the architecture of multiprotein
complexes, it may be difficult to apply such strategy in the
case of subtle conformation differences, where the accuracy of
protein structure models may not be sufficient to draw clear
conclusions. Alternatively, for minor differences existing in
protein regions that are not involved in compound binding or
conformational transition, coordinate files may be corrected by
removing atom coordinates that are not simultaneously defined
in both structures. Although this approach is likely to alter the
outcome of CCS computation, higher interest is given to the
shift in CCS (ACCS) occurring upon conformational changes
rather than to absolute CCS values.

Application to the Case of Bcl-xL: apo versus ABT-737-
Bound. The structure of BclxL in complex with ABT-737
(PDB 2YXJ) was obtained by X-ray crystallography at 2.2 A
resolution using a C-terminal His-tagged deletion mutant
(ABclxL) lacking part of the disordered amino acid loop
connecting helices H1 to H2 (M45-A84, Figure 2a). Of the 181
amino acids (1467 non-hydrogen atoms) present in this
construct, 137 residues (1119 non-hydrogen atoms, i.e., 76%
coverage) are defined in the structure leading to the computed
CCS value of 16.8 + 0.7 nm” (Figure 2e).

No equivalent X-ray structure of unbound ABcl-xL was
deposited in the PDB. We have therefore produced, crystal-
lized, and resolved the structure of the free protein (so-called
C43, Figure 2a) at 2.3 A resolution using nearly identical ABcl-
xL construct. In the resulting structure, 141 amino acids (1147
non-hydrogen atoms) of the protein 189 residues (1516 non-
hydrogen atoms, ie., 76% coverage) were resolved. CCS

computation from this data set provided a value of 15.8 + 0.6
nm?®.

To ascertain that the ACCS computed from the whole
crystallographic data sets of ABcl-xL and ABcl-xL/ABT-737
was not over- or underestimated, coordinate files were
corrected for protein atoms that are missing in either structure
(Figure 2a). Subsequent CCS computation provided values of
154 + 0.8 nm” and 16.3 + 0.8 nm” for free and ABT-737-
bound ABcl-xL, respectively, i.e.,, a ACCS of 0.9 nm? (Figure
2e). Although very close, these CCS values are significantly
different (p < 0.001). Interestingly, computed CCS of bound
ABcl-xL did not change significantly when ABT-737 atomic
coordinates were removed from the Mobcal input file ensuring
that the 0.9 nm® difference in computed CCS arises from
conformational changes.

An apparent increase in the computed CCS of bound ABcl-
xL (namely, 6% difference with free ABcl-xL computed CCS)
was correlated with the conformational changes occurring upon
inhibitor binding (0.9 A global rmsd). Superimposition of the
crystallographic structures of apo and holo ABcl-xL (Figure 2d)
showed a major shift of ABcl-xL helices H3 and H4 induced by
ABT-737 binding: in H3, amino acids S106 to Q111 moved
outward by 4.36 A up to 5.95 A; in H4, amino acids QI21 to
F123 shifted outward from 5.00 A down to 2.00 A.

Optimizing lon Mobility Separation of Conformers
with Subtle CCS Differences. IM separation of conformers
displaying only a subtle CCS difference requires fine-tuned
instrument settings to achieve maximal IM resolution. We
investigated the effect of gas flow rates and wave parameters
applied to the IM region of the Synapt G2 HDMS on IM
separation of apo ABcl-xL and the ABcl-xL/ABT-737 complex.

Experimental Design. Because IM separation of native
biomolecular ions must be optimized without altering the ion
gas phase structure, interface parameters were first adjusted to
avoid ion activation (see the Experimental Section).”’ We next
focused on parameters that primarily control ion f;, in the IM
cell of the Synapt G2 HDMS: IM wave parameters (WH and
WV) as well as helium and nitrogen flow rates (Qy. and Qy,).

Analysis of ABcl-xL under nondenaturing conditions showed
a narrow charge state distribution dominated by 8+ and 7+ ions
(Figure 1c). As the lowest charge state is expected to better
represent protein native conformation,'”*">*** the 7+ charge
state of apo and holo ABcl-xL was selected to monitor the
effects of the different parameters tested. Optimization was
performed with ABcl-xL incubated with subsaturating concen-
tration of ABT-737 in order to have both conformers
simultaneously present in solution (i.e., free and bound ABcl-
xL). By analogy to chromatography, the resolution factor Rg
was calculated for each set of parameters to quantify IM
separation of free and bound ABcl-xL:

cholu - tD;\pu

Acholo + AtDapo (1)

In eq 1, tp and Aty represent the maximum and the width-at-
half-maximum, respectively, of apo and holo ABcl-xL. ATD
assuming Gaussian distribution. Using the Rg factor (rather
than the /Aty ratio) allows values of 0.5, 1, and 2 to be
directly correlated with 25%, 50%, and 100% valley,
respectively, between apo and holo ABcl-xL ATDs. Impor-
tantly, R follows the same qualitative trend as the t,/Aty, ratio
used previously to quantify IM resolution.****
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Figure 3. Optimization of WH and WV. ABclxL (5 #M) was infused in the presence of a subsaturating concentration of ABT-737. The resolution
factor (Rg) calculated between apo and holo charge state is plotted against WH and WV. R is color-coded from the lowest (blue) to the highest
(orange) values. Black dots represent WV values leading to maximal Rg for each WH tested. Qy, and Qy, were, respectively, fixed at (a) 150 mL/min
and 75 mL/min (Ppyg = 3 mbar) and (b) 150 mL/min and 35 mL/min (Ppg = S mbar). Rg was arbitrarily set to 0 in dark blue areas, which
correspond to (WH, WV) pairs preventing ions to roll over the waves (high WH and low WV) or lead to ions ATD exceeding the f;, accessible range
(low WH and high WV).
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Figure 4. Influence of helium and nitrogen flow rates on IM separation of apo and holo ABcl-xL 7+ charge state. (a) Resolution factors calculated for
different (Qye, Qu) pairs (left-hand panel) as well as resulting IM pressure readouts (Pyys, right-hand panel). The table content is color-coded from
the lowest (green) to the highest (red) values. Asterisk: instrument settings leading to ion activation. n.d.: not determined due to ion activation. (b)
ATDs of apo ABclxL (7+) in the absence of ion activation (solid line, WH = 40 V; WV = 1435 V; Qg = 100 mL/min; Qy./Qx, = 3) and in the
presence of ion activation (dashed line, WH = 40 V; WV = 1435 V; Q. = 60 mL/min; Qp./Qu; = 3). (c—e) IM separation for different (Qy., Qnz)
pairs giving similar Pyyg. Qg was kept at 100 mL/min; WH was set to 30 V. (c) Que/Qnya = 2; Ppyg = 2.2 mbar, WV = 1000 V; Rg = 0.8. (d) Que/ Qo
= 3; Ppys = 2.2 mbar; WV = 1200 V, Rg = 1.2. (e) Qu./Qn; = 4; Piys = 2.3 mbar; WV = 1200 V, Rg = 1.4.

Tuning Wave Height and Wave Velocity to Enhance IM xL 7+ charge state that span over the whole #;, accessible range

Separation. To probe the effect of IM wave parameters, Qy (0-21 ms). R was calculated for each (WH, WV) pair, and
and Qy, were kept constant while WH was ramped stepwise

from 8 to 40 V. For each WH value, data were recorded using results were graphically represented by contour plots depicted
9—11 different WV, providing t; values of apo and holo ABcl- in Figure 3.
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In the first series of experiments, Q. and Qy, were,
respectively, set to 150 and 75 mL/min resulting in 3 mbar
pressure readout in the IM cell (Ppys). Under these conditions,
IM separation continually improved with increasing WH and
WYV, starting from Rg = 0.3 (i.e., 15% valley) and reaching up to
Rg = 0.7 (ie, 35% valley). For each WH tested, a maximum Ry
was obtained using the highest WV value accessible as
illustrated in Figure 3a (black dots). A qualitatively similar
trend was observed when experiments were carried out with a
different set of gas flow rates (Qp. = 150 mL/min, Qy, = 35
mL/min, Py = S mbar, Figure 3b). Interestingly, however, for
WH higher than 30 V, Rg does no longer increase monotoni-
cally with the WV but reaches a maximum around 1300 m/s
before slightly diminishing at higher WV values (Figure 3b,
black dots). Comparable observations were reported in a
previous publication showing that IM resolution (tp/Afp)
increases consistently with WH whereas a maximum was
attained at intermediate WV values.”*** The existence of the
WYV optimum and its position in the WV accessible range is
likely related to intrinsic properties of analyte ions (mass,
charge, mobility) as well as to instrument parameters that
directly act on ions tp (Que Qnp and WH) as illustrated in
Figure 3.

In terms of a general trend, these results indicate that, at least
in the case of native proteins with mass and mobility properties
close to ABclxL, enhanced IM separation may be achieved
using the highest WH values and careful optimization of the
WV.

Effect of Helium and Nitrogen Flow Rates on IM
Separation. Beyond WV and WH optimization, former reports
described the central effect of IM cell gas pressure on IM
separation.”**> Importantly, because of gas diffusion between
the helium gate and the IM cell, IM separation takes place in
the He/N, mixture which exact composition depends on Qy,,
Quny and the Qu./Q, ratio. Gas diffusion has two direct
consequences: (i) the IM Pirani gauge, which is calibrated for
pure nitrogen only, provides distorted Ppy values and (ii) Ppys
does not display expected monotonic evolution as a function of
Qi1 and Qypy, enabling similar Ppyg readouts to be obtained for
different (Que Qua) pairs (Figure S-1 in the Supporting
Information). Therefore, the effect of gas on IM separation was
assessed as a function of helium and nitrogen flow rates rather
than IM pressure readout.

To cover a wide range of instrument settings, experiments
were carried out at three different WH (20, 30, and 40 V) while
WV was adjusted for each (Qy,, Q) pair to keep the apo and
holo ABcl-xL 7+ charge state #, between 7 and 14 ms (see the
Experimental Section). Q. was ramped stepwise from 60 mL/
min to 180 mL/min, and Qy, was set for each Qy. to keep a
constant Qy./Qy, ratio. Three different Qy./Qy;, ratios (2, 3,
4) were tested and Rg was calculated from the apo and holo
ABcxL 7+ charge state ATDs for each set of parameters.
Results summarized in Figure 4 show better IM separation at
higher Qg./Qy; ratios independently of the WH. Moreover, for
a fixed WH and a given Qy./Qy; ratio, we observed greater Ry
at lower gas flow rates (Qp, and Qu,) coupled to higher WV
(see also Figure S-2 in the Supporting Information). Regarding
the effect of WH, higher Rg were reached at high WH as
previously illustrated in Figure 3 contour plots. However,
combining simultaneously low Qy, and Qy, with high WH led
to a slight decrease in Rg which was likely due to ion activation
as indicated by peak broadening observed on ion ATD (Figure
4b). Interestingly, substantially different Rg can be reached

using different (Qy., Q) pairs that yield similar Py readouts
(Figure 4c—e). This later observation supports that gas flow
rates rather than pressure readouts must be considered when
optimizing IM separation of the Synapt G2 HDMS.

Taken altogether, optimization of T-wave IM separation
implies considering all parameters (WH, WV, Qy,, Qx,) that
contribute to increasing the resolution of close conformers and
suggests that these parameters must be optimized together
rather than individually. Enhancing T-wave IM separation
consists indeed in increasing the difference in the number of
roll-overs experienced by each ion conformer while keeping
narrow ion bunches to avoid ATD peak broadening. The
number of ion roll-overs depends on (i) the WH (the higher
the WH, the less roll-overs), (ii) the WV controlling the
number of waves per IM cycle (the higher the WV, the more
waves per IM cycle and hence the more roll-overs), and (iii)
the gas flow rates affecting ion-neutral collision frequency,
especially Qy, (the higher Qy, the higher the collision
frequency and hence the more roll-overs). Consequently, for
a given WH value, increasing gas flow rates gives rise to longer
tp, which in turn requires the WV to be decreased to remain in
the optimal second third of the accessible t;, range (compare,
for example, part e to part c of Figure 4). While similar ¢, was
also obtained using lower gas flow rates and higher WV, the
present data interestingly show that both options are not
equivalent in regards of IM separation of apo and holo ABcl-xL
(compare, for example, part ¢ to part e of Figure 4): much
better Rg were obtained using high WV/low gas flow rates
rather than low WV/high gas flow rates (see also Figure S-2 in
the Supporting Information). Knowing about these trends may
help prioritizing between apparently equivalent instrument
settings and guide/simplify the process of instrument tuning.

CCS Determination Using IM-MS: a Modified Calibra-
tion Procedure for Robust CCS Estimation. Because
traveling-wave IM-MS uses a sequence of DC pulses to
separate ions according to their mobility in the gas-phase, t;
cannot be directly converted into CCS in contrast to standard
drift tubes. Analyte ion CCS may however be assessed using
ions of known CCS to determine the calibration factors based
on eq 2:

_ AZ(tD/)X
N @)

where Q is the CCS, A and X are calibration factors determined
from calibrant ion t, and CCS, z is the ion charge, tp is the
corrected ion drift time, and y is the reduced mass of the ion-
gas system.30’32

Effect of Enhanced IM Separation on CCS Calculation.
Recently, Ruotolo et al. showed that accuracy and robustness of
CCS determination for native biomolecules can be improved
using a small set of native calibrant proteins which closely
brackets analyte ions in terms of mass and mobility.>> Further
investigations however revealed that calibration accuracy
quantified by the correlation factor of the calibration curve
(R?) decreases at high WV and low Py values.** To which
extent ABcl-xL. CCS measurement was impacted by instrument
settings enhancing IM separation of apo and holo forms was
therefore investigated. CCS of ABcl-xL 7+ charge state was
monitored throughout the whole optimization process
summarized in Figure 4a (except for conditions leading to
ion activation). Among the available list of calibrant ions, native
cytochrome C and monomeric and dimeric f-lactoglobulin

Q
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which encompass ABcl-xL mass and mobility properties at best
were used.*” Following this calibration procedure, we observed
steady decrease of the ABcl-xL 7+ charge state CCS as Ry
increases (Figure Sb). We suspected biased calibrations to be
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Figure S. Influence of instrument parameters enhancing IM resolution
on the determination of ABcl-xLL CCS. (a) Correlation coefficients
(R?) of calibration curves plotted as a function of Rs. (b) CCS of apo
ABclxL 7+ charge state and (c) CCS difference (ACCS) between apo
and holo ABcd-xL 7+ charge state determined using either the
conventional calibration procedure (gray squares, gray dashed line) or
the modified procedure involving an external standard (white circles,
black dashed line). Dashed lines correspond to mean CCS averaged
over the entire range of Rg.

responsible for this trend in absolute CCS values rather than
protein gas-phase rearrangement. Calibration curve correlation
factors indeed progressively decreased when moving to
conditions that promote IM separation (Figure Sa), which is
in agreement with a previous report.”* Moreover, if structure
collapsing would occur in the gas phase, convergence of apo
and holo ABcxL. CCS would be expected (ie, ACCS
approaching 0 at high Rg). In contrast, Figure Sc clearly shows
mostly a constant CCS difference between apo and holo ABcl-
xL over the whole range of Rg (average ACCS 0.40 + 0.09
nm?).

Maodified Calibration Procedure for Robust CCS Estima-
tion. Using calibrant ions of mobility properties closer from the
analyte ions may improve the robustness of the standard
calibration procedure. However, because of the limited list of
published calibrants, a modified calibration procedure was
experimented to circumvent possible biases introduced by
calibrant jons that cover a broad range of mass, charge, and
mobility properties. Basically, analyte CCS was determined
relatively to a calibrant protein ion, used as an external
standard, with the same charge and similar mass. According to
this system, eq 3 can be derived from eq 2:

Q. _ Azi(tDi/)X Heq
Qstd \/F, Azstd(tDﬂd/ )X (3)

where std and i subscripts refer to the standard and analyte
ions, respectively. In the case of high mass species like proteins,
the value of reduced mass is mainly dictated by the mass of the
gas, thus y; & pys Moreover, keeping in mind that z; = zyy,
analyte CCS can be approximated by eq 4:

ty/ X
Qi = Qstd[ 2 /]
tp, (4)

To note, calibration factor A is no longer taken into account
using eq 4. In addition, judicious selection of the external
standard so that tp'/tp ' ratio is close to 1 makes €; less

sensitive to possible errors in calibration factor X. In the present
study, calibration factor X was determined using the list of
calibrant proteins mentioned above (cytochrome C, f-
lactoglobulin) and the 7+ charge state of monomeric f-
lactoglobulin was selected as the external standard. Interest-
ingly, instrument parameters providing better Rg values gave
rise to lower calibration factor X and hence better CCS
resolution as reported by Zhong et al. (Figure S-2 in the
Supporting Information).”* Using the modified calibration
procedure, CCS values of ABcl-xL 7+ charge state remained
constant regardless of Rg (Figure Sb) resulting in an average
CCS value of 16.9 + 0.1 nm* for ABcl-xL and 17.3 + 0.1 nm?
for ABcl-xL/ABT-737 complex. These results are in agreement
with the corresponding computed CCS (15.4 + 0.8 nm?* and
16.3 + 0.8 nm? respectively), although incomplete structure
resolution in the X-ray coordinate file inevitably leads to
underestimation of the latter CCS values. The CCS shift
measured between apo and holo ABcl-xL remained almost
constant throughout the accessible Rg range (Figure Sc),
providing an average ACCS of 0.41 + 0.08 nm” (2% difference
between apo and holo measured CCS), which is of the same
order of magnitude as the 0.9 nm” difference in computed CCS.
While the use of well-defined calibrant for each analyte ion of
interest may appear restrictive at first sight, the present method
represents an interesting extension of the standard procedure,
avoiding compromising between optimal IM separation and
robust CCS determination. Both methods would benefit from
expanded calibrant lists, improving the robustness of the
standard method and extending the applicability of the present
procedure to larger data sets of protein—ligand systems.

B CONCLUSIONS

Studying fine structural changes in native proteins using
traveling-wave IM-MS requires methodical instrument opti-
mization and accurate data analysis. Computing theoretical
CCS from 3D structures to interpret or anticipate IM results
has become common practice. However, the choice of
coordinate files and the potential pitfalls are points only
seldom detailed in publications. We used the Bcl-xL model to
illustrate the importance of (i) comparing coordinate files
obtained with the same technique, (ii) comparing files obtained
with very similar, if not identical, protein constructs, and (ii)
taking a close look at the extent of missing atoms through
careful examination of coordinate files, to reliably conclude at
CCS differences between two conformational states of a
protein.
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The second part of this study was dedicated to the tuning of
the Synapt G2 HDMS for optimal IM separation of apo versus
holo ABcl-xL conformers. We explored the effect of wave
parameters together with gas flow rates in the IM cell. Our
results showed better IM separation using high WH, low He
and N, flow rates while keeping Qy./Qx, ratio higher than 3,
and WV adjusted to keep ion fp, in the middle of the accessible
range. Of note, while tuning these instrument parameters,
careful attention must be paid to potential ion activation, as
evidenced by ion ATD broadening. Ion activation typically
occurred with increasing WH and WV as well as with
decreasing helium and nitrogen flow rates. Applying this
optimization workflow to ABcl-xL provided up to a 70% valley
between ATDs of apo and ABT-737-bound ABdl-xL in which
CCS differed by only 0.4 nm* (ie, 2%). Although present
optimized settings are quantitatively applicable for biomole-
cules with mass and mobility properties close to ABcl-xL only,
this work provides qualitative trends useful to streamline the
process of instrument optimization for other IM-MS studies
involving biological systems.

Observing t;, differences when studying protein conforma-
tional heterogeneity is certainly the primary information which
will determine whether further characterization of analyte ion
CCS is truly relevant. To complete this study, we thus
evaluated a modified calibration procedure involving calibrant
ion with mass, charge, and mobility properties similar to analyte
ions. The use of such external standard turned out to be more
robust than the classical calibration method, eliminating
systematic bias observed in absolute CCS values depending
on instrument settings.

Altogether, this methodological groundwork which allowed
improving close conformer IM separation to detect subtle
conformation differences is of utmost interest in structural
biology to track batch-to-batch variations of therapeutic
proteins,'>** or to monitor stimulus-induced conformation
changes occurring for instance in prion-like proteins.'®**
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Partie 3 : De la MS a I’IM-MS supramoléculaire pour la caractérisation de systemes protéine/ligand

Chapitre 4 : Caractérisation fine par MS et IM-MS
supramoléculaires d’un systeme protéine/ligands :
exemple du systeme PDF1B/Ligands

Aprés avoir mis en évidence les capacités du couplage IM-MS pour 1’étude de changements
conformationnels fins sur un systéme bien caractérisé, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude d’un

systéme peu caractérisé : le systtme PDF1B/ligands.

1 Présentation du systeme PDF1B/ligands

Au cours de cette derniére décennie, 1’augmentation de la multirésistance des bactéries vis-a-vis
des antibiotiques actuels est particulierement préoccupante. Traditionnellement, la recherche
d’antibiotiques consiste a créer des chimiotheques ou a modifier des antibiotiques existants.
Toutefois, cette méthode ne permet plus de répondre efficacement au développement de résistances
bactériennes ***. C’est pourquoi, depuis quelques années, de nouvelles méthodes mettant & profit les
apports de la génomique ont été développées. Ces méthodes consistent a rechercher des inhibiteurs
d’une cible protéique spécifique en combinant la génomique et les techniques de conception de
médicaments telles que la biologie structurale ou la chimie. C’est dans ce contexte que le systéme
PDF1B/ligands a été étudié .

1.1 Intérét de la recherche de ligands pour la protéine PDF1B

L’un des mécanismes protéolytiques majeurs responsables de la diversité des extrémités
N-terminale des protéines est ’excision de la méthionine N-terminale, acide aminé indispensable a
I’initiation de la synthése de toutes nouvelles chaines polypeptidiques. Ce processus appelé NME (N-
terminale Methionine Excision) est observé chez 50 a 70% des protéines, et est commun aux
Procaryotes comme aux Eucaryotes. Le processus NME est composé de deux étapes : d’une part la
déformylation de la méthionine N-terminale par la protéine PDF (Peptide DeFormylase) ; d’autre
part, I’excision de la méthionine N-terminale par la protéine MAP (Methionine AminoPeptidase)
(Figure 39). L étape limitante dans ce processus étant 1’action de la protéine PDF puisque son action
est indispensable pour que la protéine MAP puisse réaliser 1’excision de la méthionine N-
terminale *?°. Lors de ’apparition de multi-résistances bactériennes, le mécanisme NME est apparu
comme une nouvelle cible thérapeutique, car il présente un réle vital dans la survie de certains micro-
organismes 3¥’. La protéine PDF est présente chez tous les organismes vivants, unicellulaires comme

pluricellulaires. Deux formes de PDF ont pu étre identifiées grace a des différences de séquences et
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de structures : la forme PDF1 comprenant deux classes (PDF1A et PDF1B) et la forme PDF2. Les
PDF1B et PDF2 sont spécifiques des bactéries alors que la forme PDF1A est spécifique des

OHC-NH
@
@ Meéthionine-

et
UAcC tRNAormyl (T
transferase

Eucaryotes 2%,

OHC-N

Meéthionine AminoPeptidase

GCU
AUGGUGCGAACAC
PSR Y i
Peptide DeFormylase W

OHC-NH [valine }

Figure 39: Représentation schématique des réactions impliquant la protéine PDF1B lors du processus de traduction protéique.
1) initiation de la traduction par fixation d’'un ARNt méthionine au niveau de la sous-unité P du ribosome, 2 et 3) Elongation de la
chaine protéique naissante, 4) Déformylation de la méthionine initiatrice par le peptide déformylase (PDF), 5) Clivage de la
méthionine initiatrice déformylée par la méthionine aminopeptidase (MAP), 6) poursuite de la synthese protéique apres clivage de la
méthionine initiatrice.

La protéine PDF n’ayant jamais été utilisée comme cible métabolique dans les thérapies
humaines, elle ne présente aucune pression de sélection, ni aucune forme de résistance. Elle a donc
été proposée comme une nouvelle cible pour le développement d’antibiotiques. Cette protéine étant
présente chez tous les organismes vivants, il est important de bloquer spécifiquement et efficacement
les formes bactériennes de PDF (PDF1B et PDF2) sans pour autant altérer le fonctionnement des
PDF Eucaryotes (PDF1A). Au cours de notre étude, nous nous sommes intéresseés plus

spéecifiquement au criblage de ligands spécifiques de la protéine PDF1B retrouvée chez les bactéries.

1.2 Les ligands et leurs caractéristiques

Les premiéres ¢tudes de recherche d’inhibiteurs de PDF (PDFI) ont permis d’établir que la
structure idéale d’un PDFI serait un di- ou un tripeptide dont le groupement formyl de la méthionine
N-terminale serait remplacé par un groupement chélatant les métaux, tels qu’un hydroxamate 2% Un
inhibiteur naturel de PDF qui correspond a ces critéres est 1’Actinonine. Elle fonctionne selon un
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mode d’inhibition appelé « Slow Tight Binding » qui présente un mécanisme multi-étapes. Dans un
premier temps, le ligand inhibiteur (I) se fixe sur la protéine (P) pour conduire & la formation rapide
d’un complexe (P : I) non-covalent. Dans un second temps, un changement conformationnel conduit
a la formation d’un complexe (P : I*) plus stable dont la dissociation est extrémement lente (Figure
40). Ce type d’inhibiteur permet donc une inhibition spécifique de PDF1B avec un effet a long
terme. Le passage de la forme ouverte de la protéine a la forme fermée s’effectuerait en plusieurs

étapes selon un mécanisme appelé « Induced Fit » 3*°,

a) K;=140 + 10 nM
P+l —mm— P!| — P:I|*
G = = ———— -
Ki»=0.9+05nM

b) T Inhibiteur
) | Conformation ouverte : O
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ouverte: O
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Sélection Induced-fit || L L
conformationnelle 10ms Conformation intermédiaire
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. Conformation fermée: C
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Figure 40: a) Inhibition en deux étapes de la protéine (P) par ’inhibiteur (I). b) Représentation schématique du slow tight
binding. La protéine PDF (P) dans une conformation ouverte (O) se lie a I’inhibiteur (I). Cette fixation (P : I) induit un changement
conformationnel aboutissant & une forme intermédiaire de la protéine. Aprés un certain temps, la protéine adopte une conformation
fermée (C) correspondant a un complexe tres stable (P : 1*). Le passage de la forme ouverte a la forme fermeée est caractéristique du
mécanisme d’induced-fit. Une forme super fermée (S) existe et est en équilibre avec la forme ouverte.

Toutefois, I’Actinonine, qui aurait été un nouvel antibiotique efficace contre les pathogenes
bactériens, a récemment montré des effets néfastes sur la survie des cellules humaines **!. De
nouveaux inhibiteurs spécifiques des PDF bactériennes ont donc di étre développés. Plusieurs
criteres majeurs ont été pris en compte lors du développement de ces nouveaux inhibiteurs tels que la
présence d’un groupement liant un métal et d’autre part un groupe ayant une forte affinité pour la
poche hydrophobe de la protéine PDF 32% 3%,

Comme les poches hydrophobes des protéines PDF bactériennes et humaines sont différentes,
plusieurs classes d’inhibiteurs ont été développées par 1’équipe de Thierry Meinnel tels que des
inhibiteurs non peptidiques avec un groupement 5-bromoindole ou un groupement indole inversé
pouvant contenir ou non un groupement oxadiazole. Afin de trouver I’inhibiteur présentant les
meilleures propriétés thérapeutiques, plusieurs ligands de leur chimiothéque (Tableau 7) seront
étudiés par des techniques biochimiques telles que 1’enzymologie, mais aussi par spectrométrie de

masse supramoléculaire.

157



Partie 3 : De la MS a I’IM-MS supramoléculaire pour la caractérisation de systemes protéine/ligand

Tableau 7: Présentation des différents ligands de la protéine PDF1B

Ligands Actinonine RAS358 AB47 AT008 SM195 SM289
N4-hydroxy-n1-{1-[2-(hydroxymethyl) | (1-hydroxy carbamoylmethyl- | 2-(5-Bromo-1H- N-hydroxy-3-{3-[4-(trifluoro | 2-(1-benzyl-5- 2-(3-benzyl-5-
Noms pyrrolidin-1-yl]-3-methyl-1-oxobutan- | 2-phenylethyl) carbamicacid | indol-3-yl)-N- methyl) benzyl]-1,2,4-oxa- bromoindol-3-yl)-N- | bromoindol-1-yl)-N-
2-yl}-2-pentylsuccinamide tert-Butyl Ester hydroxy acetamide | diazol-5-yl}heptanamide hydroxyacetamide | hydroxyacetamide
MW (Da) 385 293 268 371 358 358
0 o ° = o A o _ o
° N /IN NH M S N YN D
Structures o A I N o~ HNYO Ho” o o™ b wo Q O
o
>< Br I pF Br Br

1.3 Objectifs de cette étude

Dans ce contexte, nous avons entrepris une collaboration avec I’équipe des Dr. Thierry Meinnel
et Carmela Giglione (CNRS, ISV, Gif-sur-Yvette France) dans le but de caractériser finement les
différentes interactions PDF1B/ligands par MS et IM-MS supramoléculaires.

Les objectifs de notre étude sont les suivants :

- Caracteériser les interactions PDF1B/ligands par MS supramoléculaire

- Déterminer s’il existe plusieurs sites de fixation du ligand Ras358 sur la protéine PDF1B

- Rechercher des preuves de 1’existence du mécanisme de Slow Tight Binding par MS et IM-

MS supramoléculaires

2 Caractérisation des interactions PDF1B/Ligands par MS supramoléculaire

2.1 Caractérisation de la protéine PDF1B par MS supramoléculaire

La protéine PDF1B d’Arabidospsis thaliana, modéle de notre étude, est une métalloprotéase
appartenant a la famille des Thermolysines-Metzincine. L’analyse de cette protéine en conditions
dénaturantes nous a permis de vérifier la masse de la protéine PDF1B (Mmesurée = 21 877.1 £ 0.1 Da,
Mincorique = 21 876.1 Da) (Figure 41, a).

a)

100 24+
%
o Ml | ““ Ll 054265
b) Monomére
. n
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' Dimére
16+ -
+
] SE—— PR I I . N Y R N —. SELE S
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Figure 41 : Etat d’oligomérisation de la protéine PDF1B. a) analyse en conditions dénaturantes de la protéine PDF1B diluée a 2 uM
dans une solution eau/acétonitrile/acide formique 50/50/1 (V¢ = 40V, Pi = 2 mbar). b) analyse en conditions natives de la protéine
PDF1B diluée a 5 uM dans un tampon AcNH, 100 mM pH 7.5 (Vc = 40V, Pi = 6 mbar).
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Cette protéine contient de facon constitutive un atome de Fer ferreux : Fe®* nécessaire & son
activité. Etant donné que ’oxydation de cet atome de Fer rend la protéine inactive, celui-ci a été
remplacé par un atome de nickel qui permet de préserver I’activité de la protéine tout en diminuant
les risques d’inactivation liés au phénoméne d’oxydation *** 3%, De plus, cette protéine est peu stable
dans le temps. Par conséquent, nous avons travaillé sur des lots de protéines conservés au maximum

48 heures & 4°C apres dessalage.

Une analyse de la protéine PDF1B en conditions natives, nous a permis de mettre en évidence
que la protéine PDFI1B est majoritairement sous forme monomérique et qu’elle fixe un atome de
nickel (MW= 58.6 Da) par monomeére de proteine (Mmesuree =21 933 = 1 Da, Minsorique = 21 932.7 Da)
(Figure 41, b). La protéine PDF1B est aussi présente sous forme partiellement dénaturée dans la
gamme de m/z (500-2 000) et sous forme dimérique (Mmesuce = 43 864 = 2 Da, Minéorique =
43 865 Da). La fixation d’une molécule de nickel (58.6 Da) a eu pour conséquence la perte de 2
atomes d’hydrogene (2 Da) conduisant a une différence de masse entre la forme dénaturée et la

forme native de la protéine monomérique de 56.6 Da.

2.2 Détermination des steechiométries d’interaction

Afin de déterminer les affinités des ligands pour la protéine PDF1B, les steechiométries
d’interaction entre les 6 ligands a tester et la protéine PDF1B ont été déterminées. Pour cela, la
protéine PDF1B dessalée a été incubée a 5 UM, pendant 10 minutes a température ambiante en
présence d’un exces de ligand (10 uM) afin de favoriser la formation d’éventuels complexes. Les
parameétres instrumentaux du Synapt HDMS G2 (Vc, Pi, Bias, Trap et Transfer CE) ont été optimisés
afin de permettre une bonne désolvatation et transmission des complexes en phase gazeuse, tout en
préservant les interactions non-covalentes existantes. Au cours de cette étude, 1’Actinonine qui
présente actuellement des propriétés antibactériennes avérées a été considérée comme ligand de

référence.

Les différents ligands interagissent avec la protéine PDF1B selon une stecechiométrie 1 : 1 comme

le montre les spectres MS (Figure 42) et les mesures de masses présentées dans le Tableau 8.
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Figure 42: Steechiométrie d’interaction entre la protéine PDF1B (a) et les ligands Actinonine (b), RAS358 (c) et AB47 (d). La
protéine PDF1B dessalée a été incubée a 5 uM avec les différents ligands selon un ratio 1 : 2 dans un tampon AcNH,100 mM pH7.5
Vc =40V, Pi = 6 mbar.

Afin d’obtenir des informations fiables concera nant les pourcentages d’affinités des différents
ligands pour la protéine PDF1B, les expériences d’interaction ont ét¢ réalisées au moins trois fois sur
des échantillons préparés de maniére indépendante.

Tableau 8 : Stechiométries d’interaction entre la protéine PDF1B et les 6 ligands. La protéine PDF1B dessalée (5 uM) est
incubée avec 10 UM d’un excés de ligand pendant 10 minutes puis analysée par MS supramoléculaire (Vc=20V, Pi = 6 mbar).
L’intensité des pics de complexes protéine/ligand est ensuite rapportée a 1’intensité des pics de protéines seules de maniére a
déterminer les pourcentages de complexes formés.

Actinonine | RAS358 AB47 SM195 ATO08 SM289
M, e (Da) | 2232021 | 22228+1 | 2220241 | 22293+1 | 22305+1 | 22293+1
% complexe | 91%1 8912 89+1 86+1 486 52t4

Cette premiére série d’analyses nous permet de conclure que les différentes classes de ligand
interagissent avec la protéine PDF1B dans des proportions différentes, ce qui suggeére des affinités
différentes en fonction des ligands. Deux classes de ligands se distinguent grace a ces expériences :
les ligands a forte interaction pour lesquels le taux de fixation est supérieur a 85% (Actinonine,
RAS358, AB47 et SM195) et ceux a plus faible interaction avec des taux de fixation compris entre
45 et 55 % (ATO008 et SM289).

Afin d’étudier la cinétique de fixation des ligands sur la protéine PDF1B, nous avons incub¢ la

protéine avec chaque ligand au moment de 1’injection dans le spectrométre de masse. Ainsi, nous
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avons pu montrer que le temps de fixation de chacun des ligands sur la protéine PDF1B ¢était d’une
minute, ce qui est en accord avec la premiére étape du mécanisme de Slow Thight Binding
précédemment décrit (Figure 43).
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Figure 43: Effet du temps d’incubation de la protéine PDF1B avec I’Actinonine sur le pourcentage de complexe PDF1B :
Actinonine. La protéine PDF1B dessalée a été incubée a 5 uM avec 1’Actinonine selon un ratio 1 : 2. Le pourcentage de complexe
formé est suivi au cours du temps.

2.3 Stabilité des interactions protéine/ligands en phase gazeuse (Vc50)

Dans le cas de caractérisation de complexes protéine/ligands, 1’étude de la dissociation
progressive des complexes en fonction de la tension d’accélération (Vc) permet d’évaluer la
contribution des interactions polaires au sein du complexe puisque ces derniéres sont renforcées en
phase gazeuse 2*'. Plus un complexe sera stable plus la tension nécessaire a la dissociation de 50% du
complexe initialement formé sera grande. Ainsi, la stabilité des complexes en phase gazeuse peut
étre déterminée par la mesure de la tension d’accélération conduisant a la dissociation de 50% des
complexes (Vc50) %%,

Au cours de notre étude, nous avons donc déterminé puis comparé les VVc50 obtenus pour chaque
ligand. La protéine PDF1B (5 uM) a été incubée a température ambiante pendant 10 minutes avec
chacun des ligands (10 uM) puis une rampe de tension d’accélération a été réalisée induisant la
dissociation en source de chaque complexe. La quantification des différentes espéces sur les spectres
de masse a été réalisée, pour chaque tension d’accélération, en considérant les intensités relatives des
pics correspondant aux états de charge 8 et 9 + de la protéine seule ou complexée a un ligand. La

Figure 44 met en évidence les courbes de dissociation obtenues pour chacun des ligands a tester.
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Figure 44: Détermination des Vc50 des 6 ligands interagissant avec la protéine PDF1B. 1 : ligands ayant un pourcentage de
complexation élevé. 2 : ligands ayant des pourcentages de complexation plus faibles.

Ces résultats permettent de mettre en évidence la présence de deux classes de ligands : ceux trés
stables en phase gazeuse (en rouge) et ceux moins stables (en vert) (Tableau 9). En effet, le complexe
Actinonine/PDF1B est plus stable (\Vc50 > 85 V) que les autres complexes protéine/ligand étudiés
dont les VV¢50 sont compris entre 65 et 80 V. Afin d’évaluer la stabilité des complexes en minimisant
I’effet des variations expérimentales, au moins 3 déterminations de Vc50 ont été réalisées pour

chaque ligand. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 9.

Tableau 9: Détermination de la stabilité des complexes protéines/ligands en phase gazeuse (Vc50) (Pi = 6 mbar)

Actinonine RAS358 AB47 SM195 ATO008 SM289

V50 (V) 90+4 (5) | 75+1(4) | 71+3(4) | 69+4(3) | 71+4(4) | 67 £2(3)

Contrairement a I’analyse des pourcentages de complexes en phase gazeuse, 1’étude des Vc50
nous permet de caractériser plus finement les différents complexes protéine/ligands. En combinant
les pourcentages de complexation obtenus précédemment et les résultats de Vc50, trois classes de
ligands se distinguent :

- 1 : Complexation importante et bonne stabilité du complexe en phase gazeuse (Actinonine)
- 2 : Complexation importante et stabilité moyenne en phase gazeuse (RAS358, AB47 et SM195)
- 3: Complexation et stabilité moyenne en phase gazeuse (AT008 et SM289).

Les différents complexes entre PDF1B et des dérivés indoles ou indoles inversés (AB47, SM195
et SM289) ont des stabilités en phase gazeuse inférieures a celles observées pour le ligand de
référence, reflétant une diminution des interactions électrostatiques entre la protéine et les nouveaux

ligands.
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2.4 Détermination des affinités protéine/ligands en solution

a. Compétition directe entre deux ligands pour le site de fixation de la protéine PDF1B

Afin de déterminer les affinités relatives des différents ligands pour le site de fixation de la
protéine PDF1B, nous avons réalisé des expériences de competitions directes entre les ligands
RAS358/Actinonine et AB47/Actinonine (Figure 45).
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Figure 45: Compétition directe entre 1’ Actinonine et les ligands RAS358 ou AB47. La protéine PDF1B (5 pM) a été incubée avec
les mélanges Actinonine/RAS35 (a) ou Actinonine/AB47 (b) selon un ratio PDF1B/ligand 1/ligand 2, 1:2 :2. Les pourcentages de
complexes formés ont été suivis pendant 30 minutes. Les spectres de masse correspondent a 1’état de charge 9+.

Dans les deux cas, aprés une minute d’incubation, 1’ Actinonine est majoritairement fixée sur la
protéine PDF1B et les autres ligands en compétition sont minoritairement fixés, ce qui est en accord
avec les données d’affinit¢ obtenues pour ces ligands. Le pourcentage de complexes
protéine/RAS358 ou protéine/AB47 diminue ensuite au cours du temps au profit du complexe
protéine/Actinonine. Aprés 30 minutes, un état stationnaire est observé ou 1’Actinonine a
complétement remplaceé les ligands en compétition (RAS358 et AB47).

Ces observations montrent que 1’affinité des ligands RAS358 et AB47 pour la protéine PDF1B
est suffisante pour permettre la fixation de ces deux ligands en début d’analyse. Le temps mis par
I’ Actinonine pour remplacer le ligand présent dans le site actif de I’enzyme est toujours du méme
ordre de grandeur (environ 30 min) et est relativement important par rapport au temps mis en
absence de second ligand (1 min). Cette observation pourrait s’expliquer par un changement
conformationnel induit par la fixation des ligands RAS358 et AB47, rendant la fixation de

I’ Actinonine plus complexe.
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b. Détermination des constantes d’affinités par MS supramoléculaire

Afin de pouvoir caractériser plus finement certaines interactions protéine/ligand, les constantes
de dissociation (Kd) de différents complexes ont été déterminées par spectrométrie de masse. Pour
cela la protéine PDF1B dont la concentration a été fixée a 5 UM a été incubée pendant 10 minutes a
température ambiante avec des concentrations croissantes de ligands allant de 1,25 uM a 15 pM.
Pour obtenir des courbes d’association les plus précises possible, 9 points de titration ont été réalisés.
Lors de cette étude, les parametres instrumentaux ont été optimisés pour préserver les interactions
non-covalentes en phase gazeuse. Les intensités des pics observées sur les spectres ont été utilisées
pour déterminer les pourcentages de complexes formés.

Dans un premier temps, afin d’évaluer la reproductibilité de nos analyses, nous avons effectue 4
déterminations de Kd pour notre ligand de référence, 1’ Actinonine, sur des échantillons indépendants.
Afin d’évaluer les constantes Kd, nous avons utilisé un modele prenant en compte les différences de
facteurs réponses entre la protéine seule et la protéine liée au ligand #**. Les courbes de titrages
réalisées a I’aide du logiciel SigmaPlot nous ont permis de déterminer les constantes de dissociation
des complexes PDF1B/Actinonine ainsi que les facteurs de réponses (Figure 46, a). Les valeurs
obtenues pour le Kd et le facteur réponse t présentent des valeurs similaires lors des 4 expériences
permettant de confirmer la reproductibilité de la détermination du Kd pour 1’évaluation de I’affinité
des complexes protéine/ligands. Les courbes de titrage obtenues lors des 4 expériences, représentées
sur la Figure 46, montrent aussi une reproductibilitt de nos résultats. Le complexe
PDF1B/Actinonine présente un Kd moyen de 0,34 + 0,07 uM et un facteur réponse moyen de 1,53 £
0,18. (Figure 46, a). Nous avons ensuite réalisé notre étude sur les ligands RAS358 et AB47.
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Figure 46: Titrage de la protéine PDF1B par les ligands: Actinonine, RAS358 et AB47. a) Evaluation de la reproductibilité de la
détermination de constantes d’affinités par MS (courbes bleues : représentation des 4 réplicats indépendants, courbe rouge : courbe
moyenne des 4 réplicats) ; b) Courbe de titrage de PDF1B par I’ Actinonine (rouge), RAS358 (vert clair) et AB47 (vert foncé).
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Nous avons pu ainsi mettre en évidence que les facteurs réponses sont différents en fonction des
ligands (Actinonine : 1,62, RAS358: 0,9 et AB47:1,38). En prenant en compte ces facteurs
réponses, les valeurs de Kd mesurées permettent de classer les ligands testés en deux familles : d’une
part 1’Actinonine avec un Kd de 0,33 uM, d’autre part : les ligands RAS358 et AB47 dont les Kd
sont respectivement de 0,66 uM et 0,59 uM. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par des
techniques enzymologiques montrant que le ligand de référence posséde la meilleure constante
d’affinité pour la protéine PDF1B.

Afin de compléter cette étude, les Kd des autres ligands devront étre déterminés par MS

supramoléculaire.

2.5 Conclusion

En conclusion, cette premiére série d’analyse de la stabilité des complexes en phase gazeuse et en
solution nous a permis d’affiner la caractérisation des inhibiteurs de la protéine PDF1B en les
classant en trois familles distinctes:

- les ligands a fortes interactions avec des affinités fortes (Actinonine)

- les ligands a fortes interactions avec des affinités fortes faibles (RAS358, AB47 et SM195)

- les ligands a interactions faibles avec des affinités faibles (AT008 et SM289).

Tableau 10: Caractérisation des différents ligands de la protéine PDF1B par MS supramoléculaire

Actinonine | RAS358 AB47 SM195 AT008 SM289

Moesurce (Da) | 2232021 | 22228+1 | 22202+1 | 22293+1 | 22305+1 | 22293+1
% complexe 911 89+2 89+1 86+1 48+6 52+4
Vc50 (V) 904 751 713 694 71+4 6712

3 Existe-t-il un second site de fixation du ligand RAS358 sur la protéine PDF1B ?

Des études cristallographiques réalisées par nos collaborateurs ont mis en évidence la fixation du
ligand RAS358 sur un site de fixation non attendu. Par conséquent, des études par MS
supramoléculaire ont été réalisées afin de déterminer s’il existait un second site de fixation du ligand
RAS358 sur la protéine PDF1B.

3.1 Spécificité des interactions entre PDF1B et les ligands Actinonine, RAS358 ou AB47

Pour évaluer les spécificités des interactions protéine/ligand, nous avons incubé la protéine

PDF1B (5 uM) avec des concentrations croissantes de ligands (de 2,5 a 50 uM) (Figure 47).
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Figure 47: Mise en évidence de fixation non spécifique de I’Actinonine sur la protéine PDF1B. La protéine PDF1B a été dessalée

puis incubée avec différentes concentrations d’Actinonine selon différents ratios (de 1:1 a 1:10). ()] et l correspondent
respectivement & la protéine PDF1B et au ligand Actinonine.

Parmi I’ensemble des ligands étudiés, seule 1’ Actinonine présente une fixation non spécifique a
partir de 5 équivalents de ligands, avec I’apparition de complexes de steechiométrie 1 : 2 (Mmesurse =
22 705 £ 1 Da, Mtheorique = 22 705 Da), 1 :3 (Mmesuree = 23 090 = 1 Da, Mnéorique = 23 090 Da) et
1:4 (Mmesuree = 23 746 £ 1 Da, Mrheorique = 23 745 Da) (Figure 47).

Cette fixation non spécifique de 1’Actinonine a forte concentration devra étre prise en compte
lors des études de compétition entre les différents ligands. En effet, il est important lors d’études
d’interactions protéine/ligands de faire la différence entre une fixation non spécifique et

I’identification de plusieurs sites spécifiques de fixation.

3.2 Compétition indirecte de deux ligands pour le site de fixation de la protéine PDF1B

L’objectif de cette série d’analyses est de déterminer si un ligand 2 est capable de déplacer un
ligand 1 précédemment 1ié a I’enzyme et/ou s’il se fixe sur un second site de fixation indépendant.

Pour toutes ces expériences de compétitions, le ligand 1 (10 uM) est incubé avec la protéine
PDF1B (5 uM) pendant 10 minutes a température ambiante et la formation du complexe est vérifiée
par MS. Le ligand 2 (10 uM) est ensuite ajouté au complexe précédemment formé. Le suivi de la
réaction est réalisé immédiatement et jusqu’a atteindre un état stationnaire.

Il est important de rappeler ici que chaque ligand est capable de former un complexe de
steechiométrie 1:1 avec la protéine PDF1B en 1 minute. Chaque analyse de compétition a été
réalisée a deux reprises sur des échantillons indépendants afin de s’assurer de la reproductibilité de

nos résultats.
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e Competition RAS358 (Ligand 1 : L1)/Actinonine (Ligand 2 : L2)

Dans un premier temps, le complexe PDF1B/RAS358 a été formé avant ajout de 1’ Actinonine
(Ligand 2). Nous avons pu observer que 1’Actinonine était capable de former un complexe avec la
protéine PDF1B au détriment du complexe RA358/PDF1B comme le montre la Figure 48. Ce
phénomeéne de remplacement du ligand RAS358 par 1’Actinonine n’est pas instantané puisque 30
minutes sont nécessaires pour atteindre un état stationnaire. Le fait que I’ Actinonine soit capable de
se fixer a la place du ligand RAS358 est en accord avec les données d’affinités en solution
précédemment obtenues. La comparaison du temps mis par I’ Actinonine pour remplacer le ligand 1
nous apportera une nouvelle information concernant la stabilité des complexes ligands 1/PDF1B

formés.
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Figure 48: Compétition indirecte entre le ligand RAS358 et I’Actinonine pour la protéine PDF1B. Suivi de la cinétique de
formation du complexe PDF1B/Actinonine au cours du temps pour les ratios PDF1B/RAS35/Actinonine 1/2/2, 1/2/5 et 1/2/10 (Vc =
20V, Pi = 6mbar). a) Spectres de masse correspondants au ratio 1/2/2, b) Pourcentage de complexes PDF1B/Actinonine formés en
fonction du temps.

Afin de mettre en évidence la possible existence d’un second site de fixation, nous avons réalise
cette méme expérience, mais en ajoutant des concentrations croissantes d’Actinonine. Afin de
déterminer si la concentration d’Actinonine avait un effet sur la cinétique de remplacement du ligand
RAS358, nous avons suivi ce phénoméne sur 30 minutes pour 3 concentrations d’Actinonine
différentes (10, 25 et 50 uM) (Figure 48, b). Nous avons ainsi pu mettre en évidence que la cinétique
de remplacement du ligand RAS358 par I’Actinonine est plus rapide lorsque le ratio
RAS358/Actinonine est d’au moins 2/5. Apreés ce ratio, augmenter la concentration en Actinonine ne

permet pas d’accélérer la vitesse d’échange du ligand RAS358.
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Aprés 30 minutes, I’Actinonine a donc remplacé le ligand RAS358 précédemment fixé a la
protéine PDF1B. Aucune fixation du ligand RAS358 sur la protéine PDFIB n’est observée,
suggérant 1’absence d’un second site de fixation.

Une fixation non spécifique de 1’ Actinonine est cependant observée a partir d’un ratio PDFIB :
Actinonine de 1: 5 comme lors de nos études de steechiométries d’interaction PDF1B/Actinonine.
Ainsi, nous avons pu mettre en évidence des complexes PDF1B/Actinonine 1/2 (Mmesurge = 22 706 *
1 Da, Mnéorique = 22 705 Da) et 1/3 (Mmesurée = 23 092 £ 1 Da, Mrheorique = 23 090 Da).

e Compétitions AB47 (L1)/Actinonine (L2) et AT008 (L1)/Actinonine (L2)

De méme qu’avec le ligand RAS358, 1’ Actinonine est capable de remplacer les ligands AB47 et
ATO008 fixés a la protéine PDF1B. Toutefois, le temps d’échange des ligands L1 par 1’ Actinonine
differe en fonction du ligand étudié. Nous pouvons ainsi classer ces différents ligands en fonction de
leur cinétique de remplacement par 1’Actinonine : RAS358 (30 min) > AB47 (15 min) > AT008
(1 min) (Figure 49).
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Figure 49: Compétition indirecte entre les complexes PDF1B/RAS358 ou PDF1B/AB47 et I’Actinonine. (Ratio PDF1B :ligands
1:2,5puM, Vc =20V, P1 = 6 mbar).

e Compétition Actinonine (L1)/RAS358 ou AB47 (L2)

Lorsque les ligands RAS358 ou AB47 sont incubés avec le complexe PDF1B/Actinonine, aucun
déplacement de 1’ Actinonine par les ligands n’est observé au cours du temps.

Lorsque le complexe PDF1B/Actinonine est incubé avec un exces de ligand RAS358 (ratio 2/5),
la fixation minoritaire d’un ligand (Mmesurée = 22 612 £ 1 Da, Mhéorique = 22 613 Da) ou de 2 ligands
RAS358 (Mmesuee = 22907 * 1 Da, Mrneorique = 22 906 Da) a été observée sur le complexe
PDF1B/Actinonine (Figure 50, panel de gauche). De méme pour le ligand AB47, la fixation
minoritaire d’un ligand (Mmesuree = 22 589 + 1 Da, Mrheorique = 22 588 Da) ou de 2 ligands AB47
(Mmesuree = 22 857 + 1 Da, Mrheorique = 22 856 Da) a été observée sur le complexe PDF1B/Actinonine
(Figure 50, panel de droite).

168



Partie 3 : De la MS a I’IM-MS supramoléculaire pour la caractérisation de systemes protéine/ligand

al @ 081195P O9142TERSP
100 100 o
% % | Actinonine
. PPN — e
100 1 Ras358/ 0811857 100, | i 1AB47/ 09143TERSP
1 Actinonine : 1 Actinonine
> o
T i Y
0= T 1 0 7 ™ i
c) : : ! 08070SP, : i 3 09144TERSP
100, | 2Ras3sg/ 100 ! 3 2 AB47/
% 1 Actinonine % : | 1 Actinonine
H M ' ! AN
0 - e g M N \
2740 2780 2820 2860 2740 2780 2820 2860

Figure 50: Fixation non spécifique des ligands RAS358 (panel de gauche) et AB47 (panel de droite) sur le complexe
PDF1B/Actinonine en présence d’un excés de ligands. Ratios PDF1B/Actinonine/ligand 2 : 1/2/2 (a), 1/2/5 (b), 1/2/10 (c). *
correspond a un adduit non covalent de 62 Da

Cette observation suggérerait la présence d’une fixation non spécifique des ligands RAS358 et

ABA47, présents en exces, sur le complexe PDF1B/Actinonine.

3.3 Conclusion

Ces études ont permis de montrer que les différents ligands et I’ Actinonine étaient en compétition
pour le site de fixation de la protéine PDF1B. L’Actinonine, qui est le ligand ayant la meilleure
affinité pour ce site est capable de déplacer chaque ligand fixé a PDF1B. Pour la premiere fois en
MS, nous avons pu montrer que ce phénoméne de déplacement de 1’équilibre est fonction du temps.
De plus, nous avons pu montrer que ce remplacement est d’autant plus rapide que le ratio
Actinonine/ligand est important, jusqu’a atteindre une cinétique maximale de remplacement qui
n’évolue plus a partir d’un certain ratio Actinonine/Ligand. Ainsi, nous avons pu différencier les
ligands étudiés, en fonction de leur cinétique de remplacement par 1’Actinonine. Les différences
mises en évidence au cours de cette étude pourraient étre liees a des changements conformationnels
induits au niveau de la protéine PDF1B. Les expériences réalisées lors de cette étude par MS
supramoléculaire devront donc étre réalisées en utilisant le couplage IM-MS. Pour cela, il faudra que
notre systeme d’étude soit compatible avec la résolution actuelle de cette technique.

Dans un premier temps, notre étude a porté sur la comparaison de notre ligand de référence a des
ligands candidats. Toutefois, il serait intéressant de réaliser des études de compétitions indirectes
entre ligands candidats, mais aussi des compétitions directes faisant intervenir plus de 2 ligands
candidats. Ces études pourraient notamment nous permettre d’identifier des ligands ayant des sites de
fixation différents sur la protéine et étant capables d’agir en synergie. L’action synergique de 2
ligands différents permettrait en effet, de renforcer la lutte contre la multirésistance bactérienne.

Ce criblage de ligands a été réalisé sur la protéine cible PDF1B, toutefois, afin de déterminer le
meilleur candidat parmi ces ligands, des études sur d’autres PDF (bactériennes et humaines) devront
étre réalisées.
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4 Alarecherche de preuves de I'existence du mécanisme de Slow Tight Binding

Le mécanisme de Slow Tight Binding est un mécanisme multi-étapes (Paragraphe 1.2 et Figure
40). En effet, la fixation du ligand sur la protéine en conformation ouverte (Etape 1) induirait
progressivement un changement conformationnel au niveau de la protéine cible (Etape 2) jusqu’a
atteindre un état conformationnel fermé ne permettant plus la sortie du ligand (Etape 3). Des études
cinétiques et structurales réalisées par nos collaborateurs ont apporté des preuves indirectes de
I’existence de ce mécanisme toutefois, I’appartenance de protéines au mécanisme de Slow Tight
Binding est encore treés discutée.

Notre ¢tude a donc pour but de mettre a profit les possibilités offertes par la MS et I'IM-MS

supramoléculaires pour prouver I’existence de ce mécanisme de Slow Tight Binding.

4.1 Expériences de compétitions indirectes en MS supramoléculaire

Les expériences de competitions indirectes realisées par MS supramoléculaire (paragraphe 3.2)
ont mis en évidence que 1’ Actinonine ne pouvait étre remplacée par aucun ligand ayant une force de
complexation et une stabilité en phase gazeuse similaire a celles de 1’ Actinonine (RAS358 et AB47).
Par conséquent, les interactions entre 1’ Actinonine et 1a protéine PDF1B sont trés fortes et ne peuvent
étre déstabilisées. Ces observations permettent de confirmer que 1’Actinonine est un Slow Tight
Binder puisqu’une fois fixé, le ligand est emprisonné dans le site actif de la protéine. Au contraire,

les autres ligands ne sont pas des Slow Tight Binder.

4.2 Utilisation du couplage IM-MS pour Ila caractérisation de changements

conformationnels fins

4.2.1 Moyens mis en ceuvre pour étudier le mécanisme de Slow Tight Binding par IM-MS

a. Ligands Actinonine, RAS358 et AB47

Afin de pouvoir mettre en évidence ce mécanisme, les changements conformationnels induits par
la fixation du ligand Slow Tight Binder (Actinonine) sur la protéine PDF1B seront comparés a ceux
induits par la fixation des autres ligands non Slow Tight Binder (RAS358 et AB47).

b. Mutants PDF1B G41Q et G41M

De précedentes études ont pu montrer que la protéine PDF1B possede une région riche en glycine
(G41IGLAAXQ) impliquée dans les interactions protéine/ligand. Cette région pourrait avoir un réle
dans le passage de la forme ouverte & la forme fermée **°. Afin de mettre en évidence la présence
d’états conformationnels intermédiaires entre la forme ouverte et la forme fermée de la protéine
PDF1B, des mutants de la Glycine 41 ont été realises (G41Q et G41M).
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Les mutants PDF1B G41Q (Mmesurée = 22 004 £ 1 Da, Mhsorique = 22 005 Da) et G41M (Mmesuree
=22 008 £ 1 Da, Mtheorique = 22 008 Da) sont majoritairement monomérique et présentent chacun un
atome de nickel. Par conséquent, les mutations étudiées n’ont pas eu d’effet sur la fixation de 1’atome
de nickel, ni sur I’état d’oligomérisation de la protéine PDF1B.

L’étude des steechiométries d’interaction entre 1’Actinonine et les mutants G41Q et G41M a
permis de montrer que les mutations n’ont pas d’effet sur les interactions protéine/Actinonine en
phase gazeuse (Tableau 11).

Tableau 11: Effet de la mutation de la Glycine 41 sur les interactions PDF1B/Actinonine et PDF1B/RAS358.

Actinonine PDF1B G41Q G41M RAS358 PDF1B G41Q G41M

M, eone (Da) | 2232021 | 2200421 | 220081 (| M, .o (Da)| 22228+1 | 2230141 | 22392+1

% complexe 91+1 88+1 9% +1 % complexe 91+1 78 89
V50 (V) 88V 87V 86V V50 (V) 74V 73V 72V

Toutefois, les interactions protéine/RAS358 et protéine/AB47 semblent perturbées par la
mutation de la Glycine 41. En effet, les interactions entre la protéine G41Q et le ligand RAS358
(78%) sont moins importantes qu’en absence de mutation (91%). De méme, les mutants G41Q et
G41M présentent des interactions plus faibles avec le ligand AB47 (60 et 76% respectivement) par
rapport a la protéine PDF1B sauvage (89%).

D’autre part, les stabilités des complexes protéine/Actinonine et protéine/RAS358 en phase
gazeuse ne sont pas altérées par la présence d’une mutation au niveau de la Glycine 41 puisque les

valeurs de V¢50 sont similaires a celles obtenues en absence de mutations (Tableau 11).

4.2.2 Changements conformationnels attendus : calcul de CCS théoriques

Les sections efficaces théoriques ont été determinées grace au programme Mobcal mis en ligne
par 1’équipe de Jarrold selon les trois méthodes de projections : PA, EHSS et TM (Tableau 12). Les
CCS déterminées par la méthode PA, ne prenant pas en compte les interactions entre les molécules
de gaz et les ions en phase gazeuse, sont sous-estimées par rapport aux CCS effectives. Les CCS
déterminées par les EHSS et TM sont similaires. Toutefois, la méthode de prédiction TM qui prend
en compte I’ensemble des interactions ayant lieu entre les ions et les molécules de gaz permet
d’obtenir une meilleure estimation des CCS théoriques.

Dans le but de calculer des CCS les plus justes possible, les différents fichiers PDB (Protein
Data Bank) ont ét¢ homogénéisés de manicére a ce qu’ils contiennent le méme nombre d’acides

aminés a savoir 180 dans notre cas.

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 12.
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Tableau 12: CCS théoriques calculées a I’aide du logiciel Mobcal développé par I’équipe de Jarrold MF.

CCS (nm?)

Echantillons Fichiers PDB PA EHSS ™
PDF1B 3M60 15,57 19,74 19,53
PDF1B + Actinonine 3M6P 15,64 19,93 19,66
PDF1B + RAS358 |3PN3-(ARG) 15,73 19,98 19,99
PDF1B + AB47 303! 15,38 19,63 19,51
G41Q 3PN5 -(ARG) 15,86 20,1 20,54
G41Q + Actinonine | 3M6Q-(ARG) 15,59 19,86 19,71
G41M 3PN6-(ARG) 15,86 20,14 20,24
G41M + Actinonine 3M6R 15,83 20,14 20,03

D’apres les CCS théoriques, la fixation de 1’Actinonine et de RAS358 sur la protéine PDFIB
entrainent respectivement une augmentation de 0,7 et de 1% de la CCS contrairement a la fixation du
ligand AB47 qui n’induit pas de changement conformationnel détectable par IM-MS. La fixation de
I’Actinonine sur les mutants G41Q et G41M entraine une diminution de la CCS de 4 et 1 %
respectivement.

D’apres les études cristallographiques réalisées par nos collaborateurs, la fixation de 1’ Actinonine
ou du ligand AB47 sur la protéine PDF1B devrait entrainer un changement conformationnel,
contrairement a la fixation du ligand RAS38. La fixation de 1’ Actinonine sur les protéines G41Q et
G41M devrait entrainer un changement conformationnel moins important que celui observé lors de la
fixation de 1’ Actinonine sur la protéine PDF1B.

Toutefois, les prédictions réalisées a I’aide du logiciel Mobcal ne sont pas en accord avec les
résultats attendus d’apres les études RX réalisées. Etant donné que les structures cristallographiques
disponibles dans la PDB ne correspondent pas a la méme orientation de la protéine PDF1B dans
’espace, nos collaborateurs nous ont fourni de nouveaux fichiers PDB ou les protéines ont la méme
orientation. Les CCS théoriques calculées a partir de ces nouveaux fichiers sont présentées dans le

Tableau 13.

Tableau 13: Calcul de CCS sur les nouveaux fichiers PDB dont I’orientation des molécules est identique a I’aide du logiciel
Mobcal développé par MF Jarrold.

CCS (nm?)

Echantillons PA EHSS ™
PDF1B 15,63 19,9 19,69
PDF1B + Actinonine 15,7 19,99 19,59
PDF1B + RAS358 15,7 19,96 19,6
PDF1B + AB47 15,38 19,54 19,33
G41Q 15,84 20,07 19,76
G41Q + Actinonine 15,59 19,87 19,37
G41M 15,88 20,18 20,44

G41M + Actinonine 15,81 20,12 20,2
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Cette nouvelle détermination des CCS théoriques nous a permis de mettre en évidence que la
fixation de I’ Actinonine sur les protéines PDF1B et G41M entraine une diminution de la CCS de 1%
alors que la fixation du ligand AB47 sur la protéine PDF1B et du ligand Actinonine sur la protéine
G41Q entraine une diminution de 2% de la CCS. La fixation du ligand RAS358 sur la protéine
PDF1B n’entrainera pas de changement conformationnel visible par IM-MS.

Bien que le logiciel Mobcal soit couramment utilisé pour déterminer des CCS théoriques de
protéines, il n’a pas encore été utilisé pour prédire des changements conformationnels fins.
L’ensemble des calculs que nous avons réalisé au cours de cette étude suggére que ce logiciel n’est
pas adapté pour la détermination de CCS dont la mesure doit étre fiable au centieme de nanometre

carré pres.

4.3 Etude par IM-MS du systéme PDF1B/Ligands

4.3.1 Optimisation du couplage IM-MS sur le complexe PDF1B/Actinonine

L’optimisation de nos paramétres de mobilité ionique a été effectuée sur le complexe de
référence PDF1B/Actinonine. Pour cela, la protéine PDF1B a été incubée avec 1’ Actinonine (ratio
1:1, 5 uM). Dans un premier temps, I’ensemble des paramétres instrumentaux a été optimisé pour
diminuer I’énergie transmise aux ions tout en conservant une bonne désolvatation et une bonne
transmission des ions. Par la suite, nous avons deéfini plusieurs paramétrages permettant de
déterminer le meilleur rapport débit d’hélium/débit d’azote (Que/Qnz), les meilleures hauteurs (WH)
et vitesses de vagues (WV) (Tableau 14).

Tableau 14: Optimisation des paramétres IM-MS pour la détection de changements conformationnels fins

Parameétres de pression
Que/ Qo Qe Q, Pims | Conditions| WH | WV | Conditions| WH | WV | Conditions | WH | WV
180 90 3,52 R2_A1 260 R2_B1 550 R2_C1 900
140 70 2,83 R2_A3 400 R2_B3 800 R2_C3 1100
2 120 60 2,5 R2_A4 20 500 R2_B4 30 900 R2_C4 40 1200
100 50 2,17 R2_A5 600 R2_B5 1000 R2_C5 1300
60 30 1,43 R2_A7 850 R2_B7 1200 R2_C7 1400
180 60 4,68 R3_Al 450 R3_B1 850 R3_C1 1200
140 | 46,67| 3,29 R3_A3 600 R3_B3 1000 R3_C3 1300
3 120 40 2,75 R3_A4 20 700 R3_B4 30 | 1100 R3_C4 40 | 1350
100 | 33,33 2,23 R3_A5 800 R3_B5 1150 R3_C5 1400
60 20 1,31 R3_A7 850 R3_B7 1200 R3_C7 1350
180 45 7,96 R4_Al 650 R4 _B1 1050 R4 _C1 1350
140 35 4,11 R4_A3 800 R4 _B3 1150 R4 _C3 1400
4 120 30 3,09 R4_A4 20 850 R4 _B4 30 | 1200 R4 _C4 40 | 1450
100 25 2,31 R4_A5 895 R4 _B5 1200 R4_C5 1430
60 15 1,22 R4_A7 850 R4_B7 1200 R4 _C7 1300

Lors de notre étude sur la protéine Bcl-xL, nous avons montré que les temps de passage des ions

dans la cellule de mobilité doivent étre compris dans le deuxiéme tiers du mobilogramme pour étre
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exploitables soit entre 7 et 14 ms dans le cas de cette étude. A I’issu d’une analyse, les temps de
passage des ions dans la cellule de mobilité sont relevés ainsi que la largeur a mi-hauteur des pics de
mobilité. Lors de I’étude d’un changement conformationnel fin, le temps de passage des ions n’est
pas assez informatif. En effet, deux ions peuvent avoir des temps de passage différents, mais ne pas
étre bien separés si les pics de mobilité sont larges. C’est pourquoi, le facteur de résolution Rs est le
plus approprié pour décrire la séparation des ions par IM-MS. Afin d’évaluer les meilleurs
parameétres expérimentaux, nous avons comparé les facteurs de résolution obtenus pour les états de
charge 9 et 8 + de la protéine PDF1B (Tableau 15).

Tableau 15: Evolution des facteurs de résolution en fonction des paramétres IM-MS pour les états de charge 8 et 9 + de la

protéine PDF1B seule ou en interaction avec I’Actinonine. Plus les facteurs de résolution sont élevés, plus la couleur des cellules
devient rouge.

8+ Facteur de résolution P.ms (mbar)
Que/Qv; | 2 | 3 4 2 3| 4| 2 3 4 2 3 4
— | 180/ 01/02| 02 | 01{02]|04]| 03 3,52 | 4,68 | 7,96
£ 140/ 02|01| 03 |03 |04[05]| 02 2,83 3,29 4,11
€ [ 120003|02| 04 [ 02|05 0,4 2,5 | 2,75 3,09
> | 100 03|05| 05 | 04 | 05 0,4 2,17 2,23] 2,31
S | 60|05 04| 05 1,43 (1,31 1,22
WH (V) 20 30

9+ Facteur de résolution Pims (mbar)
Que/ Qo 2 | 3| 4| 2 3 4 2 3 4
— | 180 0201|0201 02| 04 |352]|4,68]|79
E | 140 01]/02|04|02|03]|05]283]329]|411
€ | 120 01]/02/|05|02] 03 2,5 | 2,75] 3,09
@ | 100 02| 04 04 | 05 2,17 2,23 | 2,31
S [ 60 05| 04 05] 05| 05 [143]131]1,22
WH (V) 30 40

Les meilleures séparations sont obtenues pour des rapports de débits de gaz de 4 avec des débits
d’azote les plus bas possible ainsi que pour des hauteurs de vagues élevées.

Les facteurs de résolution obtenus pour 1’état de charge 8 + sont généralement plus €levés que
ceux obtenus pour 1’état de charge 9+. Ceci est dl au fait que le temps de passage des ions dans la
cellule de mobilité des ions 8+ est plus long que celui des ions 9+, et que ces derniers sont aux
limites de notre zone d’analyse. Par conséquent, les pics de mobilité des ions 8+ sont plus larges que
ceux des ions 9+. Par exemple, pour un ratio Que/Qnz de 4, avec un débit d’azote de 100 et une
hauteur de vague de 40, la largeur & mi-hauteur du pic de protéine/ligand de 1’état de charge 9+ est de
0,7 ms alors que celle de 1’état de charge 8+ est de 1,25 ms. Par conséquent, il est important de

choisir les meilleurs paramétres pour les deux états de charges.
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Une fois I’étape d’optimisation réalisée, il est important de choisir plusieurs jeux de parametres a
étudier, pour permettre une bonne compréhension du systeme protéine/ligand. Dans notre cas, les
conditions suivantes ont été sélectionnées : ratio Que/Qnz de 4, avec un débit d’azote de 120 ou de

100 et une hauteur de vague de 40.

4.3.2 Mise en évidence de changements conformationnels faibles par IM-MS

Au cours de notre optimisation, plusieurs jeux de parametres ont permis d’obtenir des séparations
par IM-MS, de la protéine seule et liée & I’Actinonine a plus de 30% de vallée. Etant donné que la
fixation du ligand sur la protéine n’induit pas un changement significatif de la masse de la protéine,
ni un changement d’état de charge, la différence de mobilité observée est bien due a un changement
conformationnel trés fin.

Notre interprétation des données est basée sur 1’analyse des temps de passage des ions dans la
cellule de mobilité. Or, méme si nous utilisons toujours les mémes paramétres instrumentaux, de
Iégeres variations de ces temps de passage apparaissent entre les répliquats. Comme nous ne
disposons pas de moyen pour étalonner les temps de passage des ions dans notre instrument, nous
avons choisi de valider nos résultats en effectuant chaque détermination au moins 9 fois, a des
moments différents, sur des échantillons indépendants.

Nous avons donc réalisé pour les ligands Actinonine, RAS35, AB47 et AT008 une analyse
compléte par MS en utilisant les jeux de parameétres instrumentaux précédemment définis. Ainsi,
nous avons pu montrer que les variations de temps de passage des ions dans la cellule de mobilité au
cours du temps n’ont pas d’effets significatifs sur notre étude apres 9 reliquats.

Les résultats obtenus pour 1’état de charge 9+ de la condition R4_C5 (définis dans le Tableau 14)
sont présentés dans le Tableau 16.

Tableau 16: Détermination des facteurs de résolution obtenus pour les ligands Actinonine, RAS358, Actinonine et AT008 dans
la condition instrumentale R4_C5.

Ligands
Etat de charge 9+
ACTINONINE RAS358 AB47 ATO08
Facteur de résolution: Rs 0,63+0,07 | 0,26+0,10 | 0,27+0,11| 0,57+£0,08
Nombre de répliquats 14 19 12 11

Ces données nous permettent de conclure que la fixation du ligand Actinonine entraine un
changement conformationnel au niveau de la protéine PDF1B (a 30% de vallée). Parmi I’ensemble
des ligands étudiés, seul le ligand ATOOS est capable d’entrainer un changement conformationnel
similaire a celui de 1’ Actinonine. Deux classes de ligands peuvent ainsi étre définies, ceux induisant
un changement conformationnel « Actinonine like » (Actinonine, AT008) et ceux entrainant un

changement conformationnel différent de celui de I’ Actinonine (RAS358 et AB47).
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L’analyse par IM-MS apporte donc une information essentielle sur I’effet des ligands sur la
protéine PDF1B en phase gazeuse.

De plus, certaines hypotheses émises lors des études par compétition peuvent étre validées grace
a ces nouvelles données. En effet, la cinétique de remplacement du ligand AT008 était relativement
courte comparée a celle des autres ligands, suggérant que le changement conformationnel induit par
ce ligand est proche de celui induit par 1’Actinonine, ce qui est confirmé par IM-MS. Ainsi, nous
pouvons en déduire que les différences de cinétiques d’échanges pourraient étre dues a des
différences de changements conformationnels.

Pour le moment seuls certains ligands ont été testés de maniére approfondie par IM-MS afin de
valider ’utilisation de cette technique lors de 1’étude de changements conformationnels trés fins.
Parmi les autres ligands, une étude préliminaire nous a permis de montrer que les ligands SM195 et
SM289 ne font pas partie de la classe « Actinonine like », avec des facteurs de résolution respectifs
de 0,37 et 0,43.

4.3.3 Déterminations de CCS expérimentales

Afin de pouvoir comparer nos données a celles obtenues par des méthodes biophysiques plus
résolutives, nous avons determine les CCS expérimentales de la protéine PDF1B en interaction avec
les ligands Actinonine, RAS358 et AB47. Pour cela, nous avons réalisé une courbe d’étalonnage,
dont le coefficient de corrélation R? supérieur & 0,98, a partir de deux étalons natifs: le
Cytochrome C et la B-lactoglobuline. Plusieurs déterminations de CCS ont été réalisées afin de
garantir le reproductibilité de nos résultats. Les CCS moyennes des états de charge 8 et 9+ ont
ensuite été calculées (Tableau 17).

Tableau 17: Détermination des CCS expérimentales obtenues a partir des données IM-MS pour les ligands Actinonine,
RAS358 et AB47 en interaction avec la protéine PDF1B. Les CCS ont été déterminées grace a une courbe d’étalonnage utilisant les

étalons natifs : Cytochrome C et B-lactoglobuline. (-L) correspond a la CCS de la protéine apo, (+L) correspond a la CCS de la
protéine holo.

ACTINONINE RAS358 AB47

(-1) 18,68+ 0,03 nm? | (- L) 18,61 + 0,01 nm? | (- L) 18,58 + 0,02 nm?
(+L) 18,872 0,05 nm? | (+ L) 18,70 + 0,02 nm?| (+ L) 18,68 + 0,02 nm?

PDF1B

La comparaison des sections efficaces calculées nous a permis d’identifier 2 classes de ligands :
ceux induisant un changement conformationnel « Actinonine like » (Actinonine : 1% de CCS) deux
fois plus important que celui observé pour les ligands RAS358 et AB47 (0,5% de CCS). Cette étude
nous a permis pour la premiere fois de mettre en évidence un changement conformationnel
extrémement fin de ’ordre de 1% en section efficace. Lors de ce type d’étude, il est impératif de
répéter plusieurs fois ces analyses pour s’affranchir des variations biologiques et expérimentales. |l
est intéressant de remarquer que la conversion des temps de passage des ions dans la cellule de
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mobilité en sections efficaces conduit a une perte d’information due a I’étalonnage (diminution des
pourcentages de séparation observée). C’est pour cela que dans des études de criblages de ligands,
nous proposons de comparer uniquement les temps de passage et les facteurs de résolutions et non
les CCS calculées.

Les résultats obtenus au cours de cette partie de 1’étude nous permettent de conclure que
I’Actinonine qui est un Slow Tight Binder induit un changement conformationnel significatif au
niveau de la protéine PDF1B. Au contraire, les ligands RAS358 et AB47, qui ne sont pas des Slow
Tight Binder, ne sont pas capables d’induire le méme changement conformationnel. Ces premiers

résultats sont une preuve de 1’existence du mécanisme de Slow Tight Binding de la protéine PDF1B.

4.4 Etude par IM-MS de I'effet de la mutation de la Glycine 41

Afin de poursuivre la recherche de preuves concernant le mécanisme de Slow Tight Binding, nous
avons étudié par IM-MS, les changements conformationnels induits par la fixation du ligand
Actinonine sur les mutants G41Q et G41M, mais aussi par la fixation des ligands RAS358, AB47 et
ATO008.

Les mutants G41Q et G41M en interaction avec les différents ligands ont été analysés par IM-MS
dans la condition R4_C5 précédemment optimisée (Tableau 18).

Tableau 18: Effet de la mutation de la Glycine 41 lors de D’interaction protéine/ligands. Les différents échantillons ont été
analysés dans la condition R4_C5 selon un ratio sous steechiométrique protéine-ligand (1 :1, 5uM). Rs = facteur de résolution, N =

nombre de reliquats. La couleur rouge correspond aux changements conformationnels « Actinonine-like ». La couleur verte correspond
aux ligands non « Actinonine-like ».

Etat de charge 9+ | ACTINONINE RAS358 AB47 ATO08

PDF Rs 0,63+0,07 | 0,26+0,10 | 0,27+0,11] 0,57 £0,08
N 14 19 12 11
+ + + +

G41Q Rs 0,55+0,06 | 0,47+0,05 | 0,42+0,07| 0,53+0,01
N 11 7 5 3
+ + + +

GA1M Rs 0,56+0,05 | 0,37+0,09 | 0,33+£0,01|0,39+0,16
N 6 6 3 3

Aucun effet significatif de la mutation de la glycine 41 a pu étre mis en évidence sur la
conformation des différents mutants en présence d’Actinonine.

D’autre part, I’effet des ligands RAS358 et AB47 sur le mutant G41M est le méme que celui
observé sur la protéine PDF1B. Par contre, nous avons pu mettre en évidence que les séparations par
IM-MS pour le mutant G41Q sont les mémes avec tous les ligands. Cette observation nous permet de
conclure qu’il y a donc un effet de la mutation sur la conformation du ligand G41Q en présence de
ligand.

Compte tenu de cette observation concernant le ligand G41Q, nous avons cherché a affiner notre

caractérisation en calculant les CCS des 3 protéines en interaction ou non avec les ligands

177



Partie 3 : De la MS a I’IM-MS supramoléculaire pour la caractérisation de systemes protéine/ligand

Actinonine, RAS358 et AB47 (Tableau 19). En effet, les CCS nous permettent de comparer, de
maniére objective, chaque protéine entre elles.

Tableau 19: Détermination des CCS expérimentales obtenues a partir des données IM-MS pour les ligands Actinonine,
RAS358 et AB47 en interaction avec les protéines PDF1B, G41Q et G41M. Les CCS ont été déterminées grace a une courbe
d’étalonnage utilisant les étalons natifs : Cytochrome C et B-lactoglobuline. (-L) correspond & la CCS de la protéine apo, (+L)
correspond & la CCS de la protéine holo. En rouge (ACCS > 1%, vert (1 % > ACCS > 0,8 %), bleu (0,8 % > ACCS >0,6 %) et gris (0,6

%>ACCS).

ACTINONINE

RAS358

AB47

PDF1B

(- L) 18,68 + 0,03 nm?

(- L) 18,61 + 0,01 nm?

(- L) 18,58 + 0,02 nm?

(+L) 18,87 + 0,05 nm?

(+ L) 18,70 £ 0,02 nm?

(+ L) 18,68 + 0,02 nm?

G41Q

(- L) 18,59 + 0,01 nm?

(-L) 18,64 £ 0,01 nm?

(- L) 18,57 + 0,01 nm?

(+ L) 18,74 + 0,02 nm?

(+ L) 18,78 + 0,02 nm?

(+L) 18,67 £ 0,02 nm?

G41M

(- L) 18,62 + 0,02 nm?

(-L) 18,63 £ 0,02 nm?

(- L) 18,62 + 0,03 nm?

(+L) 18,76 £ 0,02 nm?

(+L) 18,73 £ 0,02 nm?

(+ L) 18,73 £ 0,04 nm?

Le calcul des CCS nous a permis de mettre en évidence une différence de changements
conformationnels entre les différents mutants étudiés en présence d’Actinonine. En effet, les mutants
G41Q (ACCS = 0,8%) et G41M (ACCS = 0,7%) présentent des changements conformationnels
moins importants que ceux observés pour la protéine PDF1B sauvage (ACCS = 1%).

D’autre part, nous avons pu confirmer que la fixation du ligand RAS358 induisait un changement
conformationnel du mutant G41Q (ACCS = 0,7%) contrairement a la protéine PDF1B (ACCS =
0,5%).

L’analyse par mobilité ionique des différents mutants de la protéine PDF1B, nous a permis de
montrer que la mutation de la glycine 41 induisait la perte du Slow Tight Binding de la protéine
PDFIB en présence de I’Actinonine (Tableau 19). De plus, I’existence de plusieurs états
conformationnels intermédiaires de la protéine PDFIB en présence d’Actinonine est une preuve
indirecte que cette protéine change de conformation via un mécanisme de Slow Tight Binding.

Afin de pouvoir mettre en évidence ce mécanisme par IM-MS, il sera nécessaire de réaliser une
étude cinétique de la fixation du ligand Actinonine sur la protéine PDF1B. De plus, nous pourrions
suivre les expériences de compétitions indirectes par IM-MS, de maniere a établir une relation
directe entre le temps d’échange des ligands et la conformation de la protéine PDF1B. Ces dernieres
expériences nous permettront d’évaluer le potentiel de I'IM-MS pour I’étude cinétique de
changements conformationnels, faisant de 1’'IM-MS une technique indispensable aux études de
biologie structurale.

4.5 Conclusion

Cette étude nous a permis de caracteriser tres finement les différentes interactions PDF1B/ligands

en alliant des approches MS et IM-MS supramoléculaires. Les ligands ont ainsi pu étre classés en
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fonction de leur interaction avec la protéine PDF1B, de la stabilité des complexes en phase gazeuse
et des changements conformationnels induits par la fixation du ligand (Tableau 20).

Tableau 20: Comparaison des interactions PDF1B/ligands par MS et IM-MS supramoléculaire.

Actinonine|] RAS358 AB47
Mesuree (Da) 22320+1 | 22228 +1| 22202 +1

% complexe 91+1 89+2 89+1
Vc50 (V) 90+4 751 71+3
Rs 0,63+0,07] 0,26+0,1]0,27+0,11

Temps d'échange

e 30 min 15min
avec |'Actinonine

L’ Actinonine présente une forte interaction avec la protéine PDF1B et forme un complexe stable
en phase gazeuse. La fixation de ce ligand sur la protéine induit un changement conformationnel dit
de Slow Tight Binding ou « Actinonine like ».

Les ligands RAS358, AB47 et SM195 appartiennent a la classe des ligands a forte interaction,
mais ont des stabilités dites intermédiaires en phase gazeuse et n’induisent pas de changement
conformationnel « Actinonine like ».

L’étude du systéeme PDF1B/ligands nous a permis de caractériser finement les interactions
protéine/ligands et d’évaluer le potentiel de nouveaux candidats médicaments. Pour la premiére fois,
une étude des cinétiques d’échange entre ligands par MS a pu étre réalisée, apportant des
informations nouvelles dans les études de criblage de ligands. Les optimisations instrumentales
réalisées en IM-MS au sein de notre laboratoire ont été mises a profit au cours de cette étude et nous
ont permis d’étudier des changements conformationnels extrémement fins (1% de CCS).

La MS supramoléculaire apporte donc des informations essentielles a la comprehension de
systemes enzymatiques complexes tels que le mécanisme de Slow Tight Binding.

Afin de montrer le caractére indispensable de la mobilité ionique au cours des études de biologies
structurales, mais aussi au cours des criblages protéine/ligands, nous envisageons de suivre la

cinétique de changements conformationnels de la protéine PDF1B en présence d’Actinonine.

4.6 Valorisation

Les travaux réalisés dans le cadre de ce projet ont fait I’objet d’une communication par affiche :

Stéphanie Petiot-Bécard, Sonia Fieulaine, Carmela Giglione, Thierry Meinnel, Alain VVan Dorsselaer et Sarah Sanglier-
Cianférani. Caractérisation de complexes PDF1B/inhibiteurs par MS supramoléculaire et couplage mobilité
ionique-MS : steechiométries d’interactions, affinités et changements conformationnels ; Congres de la Société
Francaise de Spectrométrie de Masse (SFSM), 17-20 septembre 2012, Orléans.

4.7 Outils d’aide a la caractérisation des complexes protéine/ligands par MS : PLS

L’automatisation du criblage de ligands a I’aide de I’injecteur automatique d’échantillons
Triversa Nanomate a permis un gain de temps considérable lors des analyses par MS
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supramoléculaire. Cependant, le temps d’interprétation des données reste long et est actuellement un
frein au développement haut débit du criblage de ligands par MS. Au cours de ma these, un logiciel
appelé Protein Ligand Screening a été développé par 1’équipe de bio-informatique (Figure 51) de
notre laboratoire. Désormais, les données de stoechiométries d’interaction et de spécificité de fixation
peuvent étre rapidement obtenues. Il en est de méme lors de 1’étude de la stabilité des complexes en

phase gazeuse (détermination de Vc50).

7 - 7 n 5 T T
Représentation schématique d’une plaque 96 puits Compétition
>
mm PROTEIN LIGAND SCREENING T
Analysis: 30V
s vt [L0en) [l
ass
] Filter 2 " El o
i L. W povyrinor | [l resetriner | [ Rosot zoom | [l show antavie | [ show stoicniomey | [l Export tabie
Puits vert : Protéine seule (5]
Pu its ja une: Com plexe P+L Protein: PDF21934 Da)
Ligand 0: RAS358(204.35 Da)
Ligand 1: ACTINONINE{385.26 Da)
]
Mass Intensity Intensity % Intensity % (filtered) Stoichiometry
I - re e e 21934.676 5665706 7.01 18.97 P
22228 1365852 9 16.90 A574 P+17L1
\ 22318295 8717957 1079 2519 P2
2261363 182014 48 225 610 P+1L1+1712
Titration Ves50: 83.27 V, 45.24 % VCSO
I 080505 ’ ] iesured data
_ I ) ;
~
o
2 H
7 C 7
- n Voltage
Mass
Display sample % sample + control [ |
[ sampre | [ @
Filter 2 .. counts
. Export table
. Apply filter | . Resstfilter | . Reset zoom | . Show all table | . Show stoichiometry | . Export table |
Voltage Mesured % Computed %
500 86.08 86,62
= 2000 8670 8661
3000 8730 86,60
Mass Intensity Intensity % Intensity % (filtered) Stoichiometry 40.00 86.90 86.52
219376 34319 56 267 1324 P 50.00 8625 8614
| zaoa7ez | 2489911 | 17s0 | 86 76 | Pl | 60.00 83.85 84.42
70.00 76.80 7122

Figure 51: Présentation des fonctionnalités offertes par le logiciel Protein ligand Screening (équipe bio-informatique du
LSMBO).

Toutefois, pour permettre une interprétation haut débit des données de criblage protéine/ligand, il
est important de simplifier la génération des fichiers d’entrée de notre logiciel. Actuellement, cette
étape limitante est réalisée par un logiciel commercial (Biopharmalynx, Waters). Le développement
d’un outil plus adapté a la génération de spectre déconvolué devra étre réalisé par notre équipe pour
pouvoir offrir une suite logicielle compléte pour le criblage de ligands a haut débit. Toutefois, il est
important de rappeler que ’utilisation d’un logiciel d’aide a I’interprétation des données ne dispense
pas d’un regard expert sur les données brutes acquises.

Afin de compléter les études de criblages de ligands par MS, une analyse systématique des

changements conformationnels induits par la fixation des ligands pourrait étre réalisée. Dans ce but,
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nous nous sommes intéressés a 1’étude de systémes protéine/ligand par IM-MS. Nous avons ainsi pu
montrer que ce type d’étude est possible et apporte une information cruciale lors du criblage de
ligands. Toutefois, les temps d’optimisation et d’interprétation des données IM-MS rendent ce travail
long et fastidieux. Ce travail de thése a permis de simplifier I’étape d’optimisation qui est essentielle
pour des études de qualité. Cependant pour que cette technique puisse étre utilisée a haut débit, il
faudra aussi réduire le temps d’interprétation. Le développement d’un nouvel outil bio-informatique

sera donc nécessaire pour I’aide a I’interprétation des données de mobilité ionique.
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Conclusion de cette partie

Les développements méthodologiques réalisés lors de 1’étude d’interactions protéine/ligands ont
permis d’étendre le potentiel de la MS pour 1’étude de complexes multiprotéiques impliquant des
partenaires de natures différentes, mais aussi de montrer le réle primordial du couplage IM-MS lors
du criblage de ligands. L’étude des interactions existant au sein d’une protéine a doigt de zinc nous a
permis de montrer I’importance de coupler des approches supramoléculaires a des approches
protéomiques pour caractériser les sites d’interaction entre les atomes de zinc et les cystéines d’une
protéine. D’autre part, ce travail de thése a permis de montrer I’importance de suivre les cinétiques
de formation de complexes protéine/ligands. En effet, il est ainsi possible de valider des modéles
réactionnels grace a la MS supramoléculaire. L™un des grands développements réalisés au cours de ce
travail de these est I’introduction de I’IM-MS dans des études de criblages de ligands. En effet, une
étude méthodique des différents parametres IM-MS a permis de mettre en évidence des changements
conformationnels subtils lors d’interactions proteine/ligands. L’étude du systeme PDF1B/ligands par
IM-MS nous a permis de classer les 6 ligands a tester en fonction de leurs affinités pour la protéine
PDF1B, mais aussi en fonction des changements conformationnels induits en présence de ligands. Le
potentiel de I’'IM-MS, mis en évidence lors de cette étude, fait de cette technique rapide et
nécessitant de faibles quantités d’échantillons, un outil complémentaire des techniques biophysiques
actuelles (cristallographie, RMN,..). L’IM-MS pourrait devenir une technique indispensable en
amont des études structurales, s’affranchissant des problémes de cristallisation et permettant de
suivre la formation de complexe en temps réel. L’automatisation de I’interprétation des données IM-
MS permettrait de développer cette technique a haut débit, offrant aux industriels pharmaceutiques
un outil rapide et complet lors du criblage de ligands.

L’ensemble des optimisations en mobilité ionique réalisées au cours de ce travail de thése nous a

permis de déterminer un schéma d’optimisation a suivre lors du démarrage d’une étude IM-MS.
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Dessalage optimal de I'échantillon pour des données IM-MS de qualité

Analyse MS supramoléculaire Optimisation parameétres MS (Vc, Bias, Trap et Transfer CE) pour
I'IM-MS : Un compromis entre activation et transmission

Mw, état d’'oligomérisation
Vc 50, affinités, stocechiométrie

Optimisations en conditions sous stoechiométriques

IM-MS
\ \/
Choix des étalons IM-MS Choix débits de gaz He et N, || Choix hauteurs et vitesses de vagues
Encadrent gamme de m/z d’étude Ratio Qu./Quy 2 3 ) . V_VH 230 )
. . . ions dans 2°™M¢ tiers du mobilogramme
M, z étalon = M, z échantillon

Choisir : | - 2 ratios de débits de gaz

- 3 couples (Qy.; Qy;) par ratio
- 2 couples WH, WYV par couple de débits

Analyse des étalons par IM-MS

Mémes paramétres que l'analyte| | Choix des conditions donnant le meilleur pouvoir séparateur (Rs) |

N

Verifier la valeur dela
Q/ constante EDC Evaluation de la reproductibilité

Calcul de CCS expérimentales

Détermination : facteur X et
rapport Qu./tp”

3 dessalages, 3 injections par dessalage
Analyse protéine sous forme apo et holo

Interprétation des résultats

Coefficient corrélation > 0,98

Comparaison des CCS théoriques || Comparaison des temps de passage
- et expérimentales des ions dans le cellule IMS : Atp, Rs
Calcul de CCS théoriques i .
Mobcal (PA, EHSS et TV) compaction en phase gazeuse A utiliser pour des changements
- Mohca e . .. . )
! < conformationnels subtils
- Driftscope G2 (algorithme Waters) > CCS mesurée < CCS théorique
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Partie 4 : Vers une information conformationnelle
pour lI'étude de complexes de tres hauts poids
moléculaires

Cette partie a pour but de présenter des travaux préliminaires concernant 1’étude de complexes de
trés hauts poids moléculaires (de plusieurs centaines a plusieurs millions de Da) par MS et IM-MS.
L’objectif de cette étude est d’une part, d’optimiser la transmission d’édifices de trés hauts poids
moléculaires sur les instruments de derniére génération disponibles au laboratoire (Synapt G1 et G2
HDMS, Waters), mais aussi, d’évaluer le potentiel offert par le couplage IM-MS pour la

caractérisation de tels complexes.

Chapitre 1 : Difficultés liées a I’analyse de complexes de hauts poids moléculaires

Chapitre 2 : La mobilité ionique et ’analyse de complexes de trés hauts poids

moléculaires

Chapitre 3 : Données préliminaires issues de I’analyse de Ribosomes par MS

supramoléculaire
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Chapitre 1 : Difficultés liées a 'analyse de complexes
de hauts poids moléculaires

Les complexes de hauts poids moléculaires sont difficiles a caractériser du fait de leur
hétérogenéité et de leur fonctionnement dynamique. Par conséquent, 1’étude de ces complexes par
des techniques biophysiques classiques reste encore un défi pour la biologie structurale. C’est dans
ce contexte que la MS supramoléculaire a pu étre utilisée pour la caractérisation de complexes de
hauts poids moléculaires 3*. En effet, cette technique sensible (1 pmol/uL) et rapide permet
d’analyser des complexes & leur niveau d’expression endogéne **. Toutefois de nombreux problémes
restent liés a ’analyse de complexes de hauts (100-500 kDa) et de trés hauts poids moléculaires

(supérieurs a 500 kDa) par MS supramoléculaire 10% 138 142,143,237, 337

1 Les difficultés liées a I'analyse de protéines de hauts et trés hauts poids moléculaires

par MS ou IM-MS.

1.1 Préparation de I'échantillon

L’une des premiéres étapes indispensables a I’analyse des protéines de hauts poids moléculaires
est le dessalage des échantillons. En effet, la plupart de ces protéines sont produites dans des
tampons a fortes forces ioniques et contenant des agents stabilisateurs (DTT, TCEP, B-
mercaptoéthanol, EDTA, etc...) nécessaires a la stabilité des protéines en solution et au maintien de
leur intégrité conformationnelle. Par exemple, la protéine chaperone GroEL nécessite la présence de
chlorure de potassium, d’EDTA et d’ATP pour conserver son état d’oligomérisation
tétradécamérique **®. Ces agents non volatiles doivent étre remplacés par des tampons compatibles

avec les analyses ES| 339340

et dont la force ionique doit étre choisie avec attention. En effet, lors de
I’étude d’une protéine oligomérique, nous avons pu mettre en évidence que 1’augmentation de la
force ionique permettait de stabiliser la forme octamérique de la protéine (Figure 1). La force ionique
doit donc étre adaptée a chaque échantillon de maniere & maintenir les interactions non-covalentes

entre les protéines.
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a) 500 mi AcNH,4 42+
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Figure 1 : Effet de la force ionique du tampon d’échange sur la stabilité des complexes non-covalents en phase gazeuse. Analyse
d’une protéine multimérique & 50 ou 500 mM en acétate d’ammonium (V¢ = 200V, Pi = 6 mbar).

Parmi les méthodes d’échange de tampon utilisées en MS, certaines semblent plus adaptées au
dessalage de protéines de hauts et trés hauts poids moléculaires.

En effet, nous avons pu montrer que le dessalage des anticorps (150 kDa) par filtration sur gel,
sur des colonnes NAP-5 permettait d’obtenir des largeurs de pics a mi-hauteur plus faibles qu’avec
un dessalage par filtration sur gel sur colonnes Zeba (Partie 2, Paragraphe 1.2).

De méme, nous avons pu mettre en évidence lors du dessalage de la protéine chaperone GroEL
(800 kDa) que 10 cycles de dessalage par ultrafiltration sur Vivaspin 2 mL permettaient d’éliminer
les adduits présents sur cette protéine contrairement a un dessalage sur colonne Zeba (Figure 2).
L’amélioration de la qualité du dessalage s’accompagne d’un décalage du massif vers les plus bas
m/z ce qui correspond a la perte des adduits agrégés a la protéine. Ainsi, la masse exacte de cette

protéine de 800 kDa a pu étre déterminée apres dessalage par ultrafiltration.

a) Zeba b) Vivaspin Perte des adduits

(2 cycles) (10cycles) > Décalage du massif
P ]

100 100 70+ |

— ' Mesure de masse --d Mesure de masse précise

impossible % GroEL: M e = 80082116 Da
[M Thecrigue - 801 KD‘B]

%

m/z 0 m/z

9500 12000 14500 9500 12000 14500

Figure 2 : Effet de la méthode de dessalage sur la qualité des spectres de masse. Analyse de la protéine GroEL en conditions
natives (2 uM) (Vs = 1.8 kV, Peg; = 0.8 kV, Ve = 120V, Pi = 7 mbar).a) apres 2 cycles de dessalage sur colonne Zeba, b) apres 10
cycles de dessalage sur Vivaspin 2 mL.

Les échantillons traités au cours de ce travail de thése nous ont ainsi permis d’établir qu’un
dessalage par filtration sur gel sur colonne NAP est recommandé pour des protéines de hauts poids
moléculaires (100-500 kDa), telles que les anticorps alors que pour des protéines de tres hauts poids

moléculaires (supérieures a 500 kDa), un dessalage par ultrafiltration est préconisé. Cette tendance a
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notamment ¢été retrouvée dans la littérature lors de I’étude de la protéine multimérique GroEL 338 de
I’¢tude d’Hémocyanine (2,2 M Da) ** ou lors de I’étude de ribosomes (2,3 M Da) **%,

L’un des autres paramétres a prendre en compte est la purification de I’échantillon. L’ importance
de ce paramétre a pu étre mise en évidence lors de I’étude de 2 lots de protéine, purifiés dans un
tampon contenant du chlorure de sodium (250 mM) et du B-mercaptoéthanol (2 mM), puis analyses

par MS a JO et & J+2 apres dessalage (Figure 3).

(Carm)g
a) Lot 1 (10) a2+
43+ (Carm),
100 —
27+

Picsfins (Hyj3(28,= 37,68 m/z)
Mesure de masse précise

% M ..=43065,06 £ 0,44 Da
’ mesurés R M carmye= 172746 +28 Da
l Micarmys= 345898 +1 Da—_ S rosoneh
“Ii Lo Z493935P AN
0
b) Lot 2 (J+2)
43+
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M, ccurec=43068,02 £5,16 Da
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%’ (Haz(28+= 140,26 m/z)
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024765P
0. e b M, 2 mfz m!z
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Figure 3 : Analyse de différents lots de la protéine mCarml 507 . Panel de gauche : analyse en conditions dénaturantes de la
protéine mMCARML1 (Vc=40V, Pi =2mbar), Panel de droite : analyse en conditions natives de la protéine mMCARML1 (Vc= 200V, Pi=7
mbar).

L’analyse par MS en conditions dénaturantes des différents lots a permis de mettre en évidence la
présence de contaminants dans le lot 2 contrairement au lot 1. De plus, le lot 2 présente un important
bruit de fond caractéristique d’un mauvais dessalage. Toutefois, aucune des méthodes de dessalage
couramment utilisées (filtration sur gel sur colonne Zeba et NAP ou ultrafiltration) n’a permis
d’améliorer la qualité du spectre obtenu (Figure 3, panel de gauche, b). L’analyse de ces échantillons
en conditions natives nous a permis de confirmer les résultats obtenus en conditions dénaturantes. En
effet, contrairement au spectre obtenu pour le lot 2, celui obtenu pour le lot 1 permet de déterminer la
masse du tétramere (Mmesuree= 172 746 + 28 Da, Mungorique = 172 264 Da) et de 1’octamere (Mmesurée=
345 898 + 1 Da, Mineorique = 344 527 Da) de cette protéine. Les différences de masses observées entre
la masse mesurée et la masse théorique proviennent au moins en partie d’une mauvaise désolvatation
des pics. 1l est intéressant de noter que lorsque I’intervalle de temps entre la production de la protéine
et I’analyse par MS est long, la qualit¢ de I’échantillon est altérée. L’analyse de cette protéine
multimérique nous a permis de montrer que la qualité des spectres de masse obtenus est dépendante
de la qualité de la préparation de 1’échantillon, mais aussi de 1’intervalle de temps existant entre la

purification et I’analyse par MS.
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Nous avons ainsi pu constater que toutes ces notions de « préparation d’échantillons » (type de
purification, stockage, type de dessalage, etc.) sont encore plus cruciales et déterminantes dans le cas
de complexes de tres hauts poids moléculaires.

1.2 Choix du mode d’ionisation

Les études réalisées sur les protéines de hauts poids moléculaires sont généralement effectuées
grace a des sources d’ionisation nanoESI. En effet, ce type d’ionisation permet d’utiliser de faibles
quantités d’échantillons (1 UM, 5-10 pL) et forme des petites gouttes permettant une meilleure

efficacité d’ionisation contrairement aux sources d’ionisation ESI.

a. lonisation et désolvatation a 'aide d’aiguilles nanoESI

Lors de I’analyse de la protéine GroEL a ’aide d’aiguilles nanoESI, I’optimisation de la tension
appliguée au niveau du capillaire a été particulierement importante pour obtenir une bonne ionisation

et désolvatation des protéines de tres hauts poids moléculaires (Figure 4).
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Figure 4 : Effet de la tension capillaire sur la désolvatation de la protéine GroEL et sur la transmission du Csl.

En effet, pour des tensions capillaires trop faibles (Figure 4, a), 1’énergie fournie aux ions n’est
pas suffisante pour permettre une désolvatation correcte de la protéine GroEL. Dans ces conditions,
il n’est pas possible de distinguer les différents états de charge de la protéine étudiée. Lorsque la
tension capillaire augmente, I’énergie transmise aux ions permet de rompre les interactions non-
covalentes entre la protéine et les adduits présents sur la protéine. Ce qui se caractérise sur les
spectres de masse par un décalage du massif observé dans la gamme des m/z (12 000-15 000) vers
les plus bas m/z (11 000-13 000) et une diminution de la largeur des pics de masse a mi-hauteur
(Figure 4). A partir de la tension capillaire 1,9 V, il est possible de distinguer les états de charge de la
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protéine GroEL. Cependant nous observons encore des contaminants dans la gamme des m/z (500-
4 000) ainsi que du bruit de fond au niveau de la protéine GroEL contrairement a une tension
capillaire de 2 V.

Dans un second temps, nous avons ¢étudié¢ 1’effet de la tension capillaire sur la transmission des
ions lourds du Csl (> 15 000 m/z). Nous avons ainsi pu mettre en évidence qu’une augmentation de
la tension d’accélération conduit a une diminution de la transmission des ions lourds comme le
montrent les intensités relatives des ions dans la gamme des m/z (15 000-30 000) (Figure 4, b).

Par conséquent, en mode d’ionisation nanoESI avec des aiguilles nanospray, il est important
d’optimiser correctement la tension capillaire pour permettre une bonne désolvatation des protéines

étudiées sans pour autant entrainer une diminution de la transmission des ions.

b. Comparaison des sources nanoESI en aiguilles ou sur puces microfluidiques

Bien que les aiguilles nanoESI permettent d’obtenir des spectres de masse lors de I’analyse de
protéines de hauts poids moléculaires, des différences d’efficacit¢ d’ionisation peuvent étre
observées entre ces derniéres dont la géométrie et la taille sont variables **. Par conséquent, des
systémes d’injection automatisés tels que le Triversa Nanomate (Advion Biosciences) ont été
commercialisés assurant la reproductibilité de 1’obtention d’un spray ainsi que sa stabilité ***.

Afin de pouvoir comparer ces deux systémes d’ionisation, nous avons réalis¢ 1’étude de la

protéine GroEL, sur une source nanoESI classique couplée au Synapt HDMS G1 et une source

Triversa Nanomate (Advion Biosciences) couplée au Synapt HDMS G2 (Figure 5).
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Figure 5: Comparaison des sources d’ionisation nanoESI en aiguilles (a, b) ou sur puce microfluidique (c, d). Analyse de la
protéine GroEL dessalée par 10 cycles d’ultrafiltration (Vivaspin 2 mL) dans un tampon acétate d’ammonium 200 mM pH 6,8 en
conditions natives (Pi = 7 mbar, (a, c) Vc =80V, (b, d) Vc = 200V).
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Cette protéine sous forme trétadécamerique en conditions natives (800893 + 11 Da), se
caractérise sur les spectres de masse par des états de charge compris dans la zone des m/z (11 000-
12 600). La présence d’une protéine contaminante de 76 447 + 4 Da a aussi été mise en évidence
dans la zone des bas m/z (4 000-6 000). La comparaison des analyses de la protéine GroEL en
conditions natives avec des aiguilles nanoESI ou sur puce nanoESI nous a permis de remarquer une
différence de distribution des états de charge en fonction de la source d’ionisation. En effet, une
diminution des états de charge majoritaires est observée lorsque 1’on passe de la source nanoESI
(70+) (Figure 5, a) a la puce nanoESI (68+) (Figure 5, c). Ce décalage des états de charge aurait pour
origine les différences de débits et de tailles de gouttelettes chargées produites par les différentes
sources ',

L’analyse de cette protéine dans des conditions plus énergétiques nous a permis de mettre en
évidence une dissociation asymétrique du 14-mer avec 1’éjection d’un monomeére (Figure 5, ¢ et d).
Cette dissociation nous a permis de montrer que quelle que soit la source d’ionisation utilisée, les
différents états de charge du 13-mer compris dans la zone des m/z (18 000-28 000) sont observables.

L’analyse de cette protéine modéle ne nous a pas permis de mettre en évidence de différence
entre les sources d’ionisation testées. Toutefois, il est important de noter que 1’analyse sur puce
microfluidique permet d’obtenir rapidement un spray stable contrairement a 1’analyse en aiguilles

nanoESl.

1.3 Transmission des ions de m/z élevés sur les Synapt G1 et G2

a. Effet de la pression dans 'interface

Comme cela a précédemment été décrit dans la deuxieme partie de ce travail, I’optimisation de la
pression dans [D’interface est indispensable lors de [’analyse de protéines en conditions

138, 142, 143, 344

natives et plus particuliérement, dans le cas des protéines de hauts poids moléculaires.

En effet, il a ét¢é montré qu’une augmentation de la pression permet une meilleure thermalisation des

138 ot a un effet sur la détection des ions suivant leurs rapports m/z 242,

ions

Afin de mettre en évidence I’effet de la pression sur des protéines de hauts poids moléculaires,
nous avons observé ’effet de ce paramétre sur la transmission d’une protéine sous forme de
tétramere (172 kDa) ou d’octamere (345 kDa) (Figure 6). Cet exemple nous a permis de montrer
qu’une augmentation de la pression se caractérise sur les spectres de masse par une augmentation de

la forme octamérique de cette protéine (Figure 6, c).
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Figure 6 : Effet de la pression dans I’interface sur la transmission des ions de hauts rapports m/z. Analyse de la protéine Carm
dessalée 2 fois par filtration sur gel et diluée a 60 puM. (Vc = 200V).

La forme tétramérique de la protéine est toujours présente quelque soit la pression utilisée
cependant, I’intensité du signal varie en fonction de la pression dans I’interface. L’intensité optimale
des signaux du tétramére est observée pour une pression de 6,5 mbar contrairement a 1’octameére ou
I’intensité des signaux est maximale a 7,5 mbar (Figure 7, a). Les abondances relatives du tétramére
et de I"octamére varient aussi en fonction de la pression dans I’interface (Figure 7, b). En effet,
I’abondance relative du tétrameére diminue lorsque la pression augmente au profit de I’abondance
relative de la forme octamérique. Cette observation montre qu’il faut étre conscient de I’effet de la
pression sur 1’abondance relative des différentes especes en phase gazeuse lors de I’interprétation de

spectres de masse.

a) Courants d’ions totaux en fonction de la pression Pi b) Abondance relative des ions en fonction de Pi
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Figure 7 : Effet de la pression sur les abondances relatives de deux états d’oligomérisation détectés par ESI-MS. a)
Représentation des courants d’ions totaux correspondants au tétramére (Carm), ou a I’octamére (Carm)g de la protéine Carm en
fonction de la pression dans I’interface. b) Abondances relatives des ions correspondants au tétramere ou a ’octamere en fonction de la
pression dans ’interface. (Vc=200V).

Etant donné que 1’augmentation de la pression dans I’interface permet de réduire la dissociation

des especes en phase gazeuse et qu’elle permet d’augmenter la transmission des ions de rapports m/z
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élevés, il est difficile de relier les abondances relatives des différentes espéces présentes sur les
spectres de masse aux abondances de ces derniéres en solution.

La pression joue aussi un role sur la désolvatation des ions. En effet, comme cela a été présenté
précédemment, 1’augmentation de la pression peut s’accompagner d’une augmentation de la largeur
des pics de masse a mi-hauteur. Il est donc important d’en tenir compte lors de 1’optimisation des
parameétres instrumentaux, car une bonne désolvatation des ions est nécessaire pour déterminer des
masses préecises.

Sur les instruments de type Synapt, il est possible de faire varier la pression dans d’autres parties
de I’instrument et notamment dans la cellule Triwave. Au cours de notre étude sur les protéines de
hauts poids moléculaires, nous avons mis en évidence le rble particulier du gaz présent dans la
cellule Trap. Sur le Synapt HDMS G2, le débit de gaz dans la partie Trap est de 2 mL.min™ en
utilisation classique. Toutefois, ce débit doit étre compris entre 5 et 7 mL.min™ pour augmenter la
transmission des ions de hauts rapports m/z. De méme que pour la pression dans I’interface, il existe

un optimum de transmission des ions pour une pression donnée.

b. Effet des potentiels d’accélération V¢, Trap CE et Transfer CE.

Les différentes tensions d’accélération existantes au sein des spectromeétres de masse ont pour
role de fournir I’énergie nécessaire a la transmission des ions au sein de 1’instrument. Toutefois, ces
énergies doivent étre maitrisées pour éviter la dissociation des complexes non-covalents en phase
gazeuse. La Figure 8 présente 1’effet des tensions d’accélération Vc et Trap/Transfer CE sur la

détection de la protéine GroEL.
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Figure 8 : Effet des tensions d’accélération Vc et Trap/Transfer CE sur la protéine GroEL en conditions natives. Panel de
gauche : Effet de la tension d’accélération V¢, Panel de droite : effet des paramétres Trap/Transfer CE (agrandissement de 1’ion 70+).
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Lorsque la tension d’accélération Ve augmente de 80 a 100 V, une diminution de la largeur du
pic a mi-hauteur de I’ion 70+ est observée (Hy gov = 6.79 m/z, Hyj 100v = 5.74 m/z). Toutefois, pour
des valeurs de Vc plus élevées, une dissociation du complexe est observée. De méme, I’augmentation
des parameétres Trap/Transfer CE de 30 a 50 V a permis de diminuer la largeur du pic a mi-hauteur
de I’ion 70+ (Hy/2 30v = 10.98 m/z, Hyp 500 = 6.20 m/z). Cependant a 50 V, la dissociation du 14-mer
de la protéine GroEL est observée.

Les tensions d’accélération appliquées au sein du spectrométre de masse permettent d’améliorer
la désolvatation des ions en phase gazeuse, mais aussi la transmission des ions. En effet, une
augmentation de I’intensité du signal est observée pour des valeurs de tensions plus élevées (Figure
8, Panel de gauche). Toutefois, des valeurs trop élevées peuvent entrainer la dissociation des

complexes non-covalents en phase gazeuse.

c. Role du Quadripdle dans la transmission des ions (Quad Profile)

Les guides d’ions présents au sein des spectrometres de masse ont pour but de confiner les ions,
de maniére a les transmettre efficacement jusqu’au détecteur. Le quadripdle est un guide d’ions qui
ne permet pas de transmettre les ions avec la méme efficacité sur une large gamme de rapports m/z.
Par conséquent, nous avons étudié I’effet de ce parameétre sur la transmission des hauts rapports m/z
du Csl (Figure 9). Ainsi, nous avons pu mettre en évidence qu’en mode d’ionisation « AutoProfile »,
la transmission des ions est maximale dans les bas m/z et diminue progressivement (Figure 9, a). Au
contraire, une optimisation du Quad Profile, permet de déplacer la fenétre de transmission des ions

vers les hauts rapports m/z. Cependant, une diminution de la transmission des faibles rapports m/z est
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Figure 9: Mise en évidence de I’effet du Quad Profile sur la transmission des ions. Analyse du Csl 3 g.L™ dans un mélange
eau/isopropanol 50/50 sur le Synapt HDMS G1 (Vc = 200V, Pi = 7mbar). a) AutoProfile b) QuadProfile (2000/4000/8000 : 5/5/20).
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Par consequent, I’effet du Quad Profile doit étre pris en compte lors de la détermination des
abondances relatives des différentes especes présentes sur les spectres de masse.

Pour permettre de transmettre les ions sur une large gamme de rapports m/z, il convient donc
d’utiliser le mode Quad Profile du quadripble permettant de balayer plusieurs valeurs de tensions V.
Ce mode de transmission sera utilis¢ dans la suite de ce chapitre pour permettre I’étude de complexes

de hauts poids moléculaires.

d. Role du Pusher Cycle Time dans la transmission des ions

Lors de I’étude de protéines de hauts poids moléculaires, I’intervalle de temps entre chaque envoi
des ions dans le tube de vol est augmenté. En effet, cet intervalle appelé aussi « Pusher Cycle Time »
est fonction de la gamme de m/z observée. Plus un rapport m/z est elevé, plus le temps mis par les
ions pour atteindre le détecteur est long. Par conséquent, pour permettre aux ions de rapports m/z
¢élevés d’atteindre le détecteur avant I’envoi d’un nouveau paquet d’ions, la fréquence de pulsation du

pusher doit étre diminuée.

1.4 Importance des modes de détection et de digitalisation pour I'étude des protéines de

hauts poids moléculaires

Les instruments de type Q-TOF (Waters) utilisés traditionnellement pour I’analyse de protéines
de hauts poids moléculaires (QTOFII et Synapt G1) disposent d’un détecteur de type MCP couplé a
un digitaliseur de type TDC. Toutefois, 1’utilisation des instruments de type Q-TOF pour I’analyse
protéomique a conduit les constructeurs a équiper les instruments de nouvelle génération (Synapt
G2) de détecteurs de type MagnéTof couplés a des digitaliseurs de type ADC ou TDC.

L’analyse de différents échantillons biologiques en conditions natives sur le Synpat G2, nous a
permis de mettre en évidence que le mode de digitalisation doit étre adapté a la gamme de masse
étudiée. En effet, pour des protéines de bas poids moléculaires (8-40 kDa), 1’utilisation du mode
ADC permet d’obtenir de meilleurs rapports signaux/bruits dans la gamme des m/z (500-6000). Par
contre, lorsque 1’étude porte sur des protéines de plus hauts poids moléculaires (100 kDa et plus), il
est préférable d’utiliser le mode de digitalisation TDC qui permet d’obtenir des meilleurs rapports
signaux/bruits dans la gamme des m/z (6 000-30 000). Ainsi, lors de 1’étude de la transmission du
Csl sur le Synapt HDMS G2, nous avons pu mettre en évidence une meilleure observation des ions

dans la gamme des m/z (15 000-30 000) avec le mode TDC par rapport au mode ADC (Figure 10).
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Figure 10: Effet du mode de digitalisation sur la transmission des ions. Analyse du Csl 3 g.L™! dans un mélange eau/isopropanol
50/50 sur le Synapt HDMS G2 (Vc=200V, Pi =7mbar). a) Analyse en mode de digitalisation ADC b) Analyse en mode de
digitalisation TDC.

Ces observations s’expliquent notamment par le fait que les signaux correspondants aux
protéines de hauts poids moléculaires sont souvent peu intenses. En mode ADC, les ions détectés
étant tous intégrés pour fournir un spectre de masse, les ions de hauts rapports m/z peu intenses
peuvent étre confondus avec ceux du bruit de fond. Au contraire, en mode de digitalisation TDC,
seuls les ions dont I’intensit¢ du signal est supérieure a un certain seuil seront intégrés. Par

conséquent, de meilleurs rapports signaux/bruits seront obtenus pour des protéines de hauts poids

moléculaires.

1.5 Problématique liée a l'interprétation des spectres MS de ces protéines

1.5.1 Etalonnage pour les protéines de hauts et trés hauts poids moléculaires

Lors de I’analyse de protéines de bas poids moléculaires (< 40 kDa), 1’étalonnage du
spectromeétre de masse dans la gamme des m/z (500-3 000) s’effectue a 1’aide des ions multichargés
de la myoglobine de cceur de cheval en conditions dénaturantes (2 pmol/uL, Vc = 40 V, Pi =
2 mbar). L’utilisation de cet étalon pour des ions de m/z plus élevés conduit a des erreurs de masses
importantes. Il est donc nécessaire d’utiliser un étalon produisant des ions dans la gamme des m/z

(3 000-22 000). Le Csl répond a ce critere en formant en solution des ions monochargés de type
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Csv+1)In. Contrairement a la myoglobobine, 1’analyse du Csl s’effectue a une pression de 7 mbar et
une tension d’accélération de 200 V. De plus, pour obtenir une mesure de masse précise pour de
hauts rapports m/z, il est nécessaire de réaliser un lissage du spectre de masse du Csl sur une fenétre

de m/z élevés (entre 30 et 50 m/z) avant de procéder a I’étalonnage.

1.5.2 Calculs de masse pour des protéines de hauts poids moléculaires

a. Probleme lié a la largeur des pics des complexes de hauts poids moléculaires

Lors de I’analyse de protéines de hauts poids moléculaires par MS supramoléculaire, les pics de
masse détectés présentent des largeurs a mi-hauteur importantes. Cet élargissement est différent en
fonction de la complexité de 1’échantillon biologique et peut étre dd a un manque de désolvatation
des ions et/ou a un dessalage insuffisant de 1’échantillon biologique. Une des conséquences de
I’¢élargissement des pics de masses est la difficulté a déterminer une masse précise voire méme a

identifier les états de charge observés.

b. Stratégie utilisée pour le calcul de la masse des protéines de hauts poids moléculaires

Le calcul de la masse des protéines de hauts poids moléculaires reste complexe notamment a
cause de la détermination des états de charge correspondants a chacun des pics observés sur le
spectre de masse ESI. Par conséquent, il est important de respecter certaines régles lors de la

détermination de masses de tres hauts poids moléculaires :

- Additionner assez de spectres de masse pour augmenter le rapport signal/bruit.

- Soustraire le bruit de fond des spectres

- Lisser les spectres de masse en fonction de la largeur des pics de masse a mi-hauteur
- Déterminer les états de charge des pics de masse observés sur le spectre ESI-MS.

- Mesure des masses a partir des rapports m/z observés et des états de charge choisis.

c. Détermination des états de charge sur un spectre de masse ESI-MS

La détermination des états de charge est une étape importante qui nécessite une attention
particuliere. En effet, pour une détermination manuelle des états de charge, il faut :

- Lister les rapports m/z observés sur le spectre ESI-MS

- Attribuer un etat de charge pour un rapport m/z donné

- Déterminer la masse et la déviation standard associée a chaque rapport m/z

- Renouveler la derniére étape en attribuant un nouvel état de charge pour le rapport m/z

initialement choisi.
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L’attribution des états de charge est validée lorsque la plus faible déviation standard est observée.
Dans certains cas, la déviation standard minimale est difficile a déterminer. Par consequent, il est
possible d’utiliser un programme de déconvolution tel que Maxent (Waters) pour faciliter
I’interprétation des spectres. La comparaison des masses obtenues avec le programme Maxent a
celles obtenues manuecllement permet d’aider a la détermination des états de charge les plus
probables pour une série d’ions.

Les difficultés liées a la détermination des états de charge a conduit plusieurs équipes de
recherche a proposer des outils d’aide 4 I’identification des états de charge ****-34° || a ainsi pu étre
montré qu’il existait une relation entre la masse d’une protéine et la largeur des pics a mi-hauteur
observée sur les spectres ESI-MS, indépendante de I’instrument utilisé 3. De plus, il a été mis en
évidence que la masse calculée a partir d’un rapport m/z diminue lorsque la charge de I’ion
augmente. Par conséquent, Tseng et al., ont proposé un outil d’attribution automatique des états de
charge pour des protéines de hauts poids moléculaires mémes avec des résolutions spectrales de
I’ordre de 1 000 3.

d. Validation du calcul de masses de tres hauts poids moléculaires

Bien qu’il soit difficile de déterminer la masse précise de protéines de trés hauts poids
moléculaires, il est possible de déterminer 1’état d’oligomérisation de la protéine ou la stecechiométrie
d’interaction entre la protéine et son partenaire si la déviation standard observée est inférieure a la
masse des différents partenaires du complexe.

Toutefois, dans le cas de complexes impliquant différents partenaires de natures différentes, il est
difficile de mettre en évidence la perte d’un partenaire lorsque la largeur des pics et la déviation

standard sont trop importantes.

e. Logiciels d’aide a l'interprétation des spectres de protéines de tres hauts poids

moléculaires

Il existe de nombreux logiciels commerciaux permettant de déterminer la masse de petites
protéines, mais ces derniers ne sont pas adaptés pour 1’analyse de protéines de tres hauts poids
moléculaires. C’est pourquoi, depuis quelques années, des logiciels facilitant I’interprétation des
spectres lors de 1’analyse de protéines de trés hauts poids moléculaires ou de mélanges trés
complexes ont été développés.

Pour I’analyse de mélanges protéiques, il est possible d’utiliser le logiciel de déconvolution

Maxent 390, 351

. Cette approche utilise un algorithme d’entropie maximum pour déterminer la masse
d’un composé sur un spectre. De bons résultats peuvent étre obtenus pour des petites molécules et

des protéines individuelles. Cependant, cette approche devient problématique pour des spectres plus
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complexes, avec des pics plus larges ou lorsque les états de charge des différentes espéces se
recouvrent.

Le logiciel Summit développé par Taverner et al. >

permet, a partir des masses des partenaires
d’un complexe, d’identifier les différents partenaires présents sur un spectre de masse et de
déterminer les partenaires en interaction. Toutefois, ce logiciel ne peut étre utilisé que si les
différents partenaires du complexe sont connus.

Afin de pouvoir interpréter des spectres plus complexes avec des pics larges, 1’équipe de

Robinson et al. 3

a développé le logiciel Massign. Ce logiciel permet d’interpréter de maniere
automatique ou semi-automatique des spectres de masse complexes avec des pics larges et des états
de charge qui se recouvrent. Pour cela, il réalise une recherche itérative des états de charge
permettant d’obtenir une déviation standard minimale, puis compare des spectres simulés a des
spectres expérimentaux. Afin d’affiner la mesure de masse, le logiciel prend en compte les différents
problemes liés a 1’analyse de mélanges complexes et de protéines de hauts poids moléculaires :
simulation des adduits fixés de maniére non-covalente, prise en compte de la largeur des pics et du
chevauchement des états de charges.

Ces logiciels récemment mis a la disposition de la communauté scientifique devront étre évalués

lors du calcul de masses de complexes de tres hauts poids moléculaires.

1.6 Conclusion

Lors de I’analyse de complexes de trés hauts poids moléculaires par ESI-MS, la préparation des
¢échantillons ainsi que les parametres d’interface du spectrometre de masse sont trés importants. En
effet, les tensions d’accélération entre la source et I’analyseur ainsi que la pression dans I’interface
sont des paramétres cruciaux pour I’ionisation et la transmission des ions a hauts rapports m/z. lls
doivent donc étre correctement ajustés, en fonction de I’échantillon biologique analysé, pour
permettre une bonne désolvatation et une bonne transmission des ions sans pour autant rompre les
interactions non-covalentes au sein des complexes.

Cette premiére partie de notre étude ne nous a pas permis de mettre en évidence de différence
entre 1’ionisation nanoESI en aiguilles nanospray ou sur puces microfluidiques lors de 1’étude d’une
protéine modele. Cette étude nous a aussi permis de montrer les rdles du Quad Profile et du systeme
de digitalisation de type TDC sur la transmission et la détection des ions de hauts rapports m/z.

Cette partie a aussi été I’occasion de mettre en avant les problémes liés a la mesure de masse de
protéines de hauts poids moléculaires tels que la largeur des pics de masse, la difficulté d’attribuer un

état de charge a un rapport m/z élevé ainsi que le recouvrement des états de charge.
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2 Comparaison des Synapt G1 et G2 pour I'analyse de complexes de trés hauts poids

moléculaires

Avant de débuter I’étude de protéines de trés hauts poids moléculaires au sein du laboratoire,
nous avons souhaité évaluer la transmission des ions de hauts rapports m/z sur les instruments de
dernieres générations : les Synapt HDMS G1 et G2.

Afin de pouvoir analyser correctement ce type de protéines, il est indispensable de déterminer si
I’instrument utilisé€ est capable de transmettre et de détecter correctement les protéines de hauts poids
moléculaires. Pour cela, seuls deux échantillons, disponibles commercialement en grande quantité,
peuvent servir de référence et sont systématiquement analysés par MS supramoléculaire : le Csl et la
protéine GroEL. En effet, le Csl va nous permettre de Vérifier la capacité de notre instrument a
transmettre des ions lourds, mais aussi d’étalonner notre instrument pour la mesure de protéines de
hauts et trés hauts poids moléculaires. La protéine GroEL va nous permettre d’optimiser les

conditions de désolvatation et de transmission pour des complexes biologiques macromoléculaires.

2.1 Etude du CsI par MS supramoléculaire

Afin de pouvoir comparer la transmission des ions sur ces deux instruments, nous les avons
couplés a une source d’ionisation nanoESI. L’évaluation de la transmission des ions de hauts poids
moléculaires a ensuite été réalisée a 1’aide du Csl. Les parametres de transmission (\Vc, Pi, Bias, Trap
et Transfer CE, Quad Profile) des ions de hauts rapports m/z ont été optimisés sur ces deux
instruments avant de comparer les spectres de masse obtenus.

L’analyse du Csl nous a permis d’observer sur le Synapt G1 des ions dans la zone des m/z (500-
10 000) alors que sur le Synapt G2, la gamme de transmission est optimale dans la zone des m/z
(3 000-8 000). Les abondances relatives des ions dans la gamme de m/z (15 000-30 000) sont plus
élevées sur le Synapt G1 que sur le Synapt G2 suggérant une meilleure transmission des ions sur
I’instrument d’ancienne génération. De plus, I’observation des spectres dans la zone des m/z (15 000-
30 000) nous a permis de mettre en évidence, sur le Synapt HDMS Gl1, la présence de ’ion m/z
22 734 (Figure 11, a) correspondant a la forme Csgglgz. Au contraire, cet ion n’a pas pu étre mis en
évidence sur le Synapt HDMS G2 (Figure 11, b).

L’ensemble de ces observations suggere donc que le Synapt HDMS G2 permet une moins bonne
transmission et/ou détection des ions de hauts rapports m/z que le Synapt HDMS G1.

Ces expériences ont conduit a de nombreuses discussions avec le constructeur afin de pouvoir le

convaincre des problémes de transmission observés sur le Synapt HDMS G2.
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Figure 11 : Comparaison de la transmission des ions du CsI sur les Synapt G1 et G2 avec des sources d’ionisation nanoESI.
Pour plus de visibilité, plusieurs zones du spectre de masse ont été agrandies selon les facteurs multiplicatifs indiqués. Analyse du Csl
3 g.L"* dans un mélange eau/isopropanol 50/50 (Vc=200V, Pi =7mbar).

2.2 Etude de la protéine GroEL par MS supramoléculaire

L’analyse du CsI nous a permis de déterminer 1’instrument le plus adapté pour la transmission
des ions de tres hauts rapports m/z. Toutefois, 1’étude de cette molécule chimique ne permet pas de
rendre compte exactement de la transmission des protéines. C'est pourquoi il est nécessaire
d’analyser la protéine GroEL, qui est la seule disponible commercialement.

L’analyse de cette protéine sur les Synapt HDMS G1 et G2 nous a permis de mettre en évidence
une bonne désolvatation et une bonne transmission de la protéine sur la gamme des m/z (500-
30 000). Toutefois, nous avons pu mettre en évidence des largeurs de pics a mi-hauteur plus faibles
pour I’ion 70+ sur le Synapt G1 (5.47 m/z) par rapport au Synapt G2 (6.64 m/z), suggérant une
meilleure désolvatation de cette protéine sur le Synapt G1 (Figure 12).

14-mer 1-mer
100 — W195255P 100 —= 005171SP

1-mer 14-mer

% —— % —t—
13-mer 13-mer
L g
34+ 34+
nJ\l__uh- m ) ,|I||]|”|I|‘I|. m}/zz 0 e i ||lJJ.|.|n||nlll]ll L m‘fz
2000 8000 14000 20000 26000 2000 8000 14000 20000 26000

Figure 12 : Comparaison de la transmission des ions de la protéine GroEL sur les Synapt G1 (panel de gauche) et G2 (panel de
droite). Analyse de la protéine GroEL a 2 uM en 14-mer dans un tampon AcNH, 200 mM pH 6.8 (V¢=200 V, Pi = 7 mbar).
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De plus, nous pouvons observer que 1’abondance relative du 14-mer est plus importante sur le
Synapt G1 par rapport au Synapt G2 (Figure 12). L’analyse de la protéine GroEL, nous permet a
nouveau de mettre en évidence une moins bonne transmission des ions de hauts rapports m/z sur le
Synapt HDMS G2 par rapport au Synapt HDMS G1.

Par conséquent, le Synapt HDMS G1 semble étre le plus adapté pour la transmission des ions de
tres hauts poids moléculaires du Csl ainsi que pour I’analyse des protéines de trés hauts poids

moléculaires.
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Chapitre 2 : La mobilité ionique et I'analyse de
complexes de tres hauts poids moléculaires

1 Les difficultés liées a I'analyse de protéines de hauts poids moléculaires par IMS

1.1 Perte de sensibilité lors du passage du mode MS au mode IMS

L’un des premiers problémes posés par I’analyse de protéines de trés hauts poids moléculaires
par IM-MS est la perte de sensibilité observée lors du passage du mode MS au mode IMS. En effet, il
a pu étre mis en évidence lors d’analyses de protéines de trés hauts poids moléculaires telles que la
protéine GroEL que I’intensité des signaux observés en IMS (Figure 13, b) est 10 fois moins

importante que celle observée en MS (Figure 13, a).

14-mer
a) Mode MS 65+ b) Mode IMS
100 100
1= 13 coups/min 14-mer 1=1 coups/min
65+

% % WJ\M'\LM
06345 NG2A7

0 063455P m/z 0 063475P . m/z
10000 12000 14000 15600 10000 12000 14000 15600

Figure 13: Perte de sensibilité liée au passage du mode MS au mode IMS lors de I’étude de la protéine GroEL (Synapt HDMS
G2).

Ce probléme de perte de sensibilité lors du passage du mode MS au mode IMS a un impact limité
lorsque I’intensité des signaux observée est importante. Cependant, dans le cas des protéines de tres
hauts poids moléculaires, cette perte de sensibilité rend difficile I’analyse de ces protéines par IM-
MS.

1.2 Optimisation de la transmission des ions en IMS

Lors d’analyse de protéines de trés hauts poids moléculaires par IM-MS, les paramétres de
transmission habituellement utilisés ne permettent pas d’observer les protéines de tres hauts poids
moléculaires. Par conséquent, ces paramétres ont di étre optimisés pour éviter la perte d’ions lors du
passage dans la cellule de mobilite tels que I’augmentation des valeurs de Trap Bias (15 V au lieu de
5V sur le Synapt G1 et 60 V au lieu de 40 V sur le Synapt G2). Les parametres de mobilité ont aussi
da étre adaptés par rapport aux conditions habituelles. En effet, lors de 1’analyse de proté€ines de tres
hauts poids moléculaires par IM-MS, il est important de laisser le temps aux ions de hauts rapports

m/z de progresser au sein de la cellule de mobilité. Pour cela, la vitesse des vagues doit étre
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diminuée. Ainsi, sur le Synapt G1, la vitesse des vagues habituellement comprise entre 350 et
450 m.s* a donc été ramenée a 225 m.s*. De méme, sur le Synapt G2, la vitesse des vagues

habituellement comprise entre 800 et 1 200 m.s™ a été ramenée & 600 m.s™.

1.3 Diffusion dans la cellule de mobilité

Comme nous 1’avons précisé¢ précédemment, lors de 1’analyse de protéines de trés hauts poids
moléculaires, les vitesses de vagues doivent étre réduites pour permettre aux ions d’étre entrainés par
les vagues de potentiels régnant au sein de la cellule IMS. Toutefois, il ne faut pas trop réduire la
vitesse des vagues de maniére a éviter la diffusion des ions dans la cellule de mobilité. Il est donc
nécessaire de trouver le bon compromis entre transmission des ions de rapports m/z éleves et

limitation de la diffusion de ces ions dans la cellule de mobilité.

2 Etude de la protéine GroEL par IM-MS

2.1 Comparaison des Synapt G1 et G2

C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés a 1’étude de la protéine GroELpar IM-
MS 334 [ stude de cette protéine a donc 6té réalisée sur les Synapt HDMS G1 et G2 de maniére &
déterminer I’instrument le plus adapté pour I’étude de protéines de trés hauts poids moléculaires par

IM-MS (Figure 14).
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Figure 14 : Comparaison des analyses IM-MS de la protéine GroEL realisées sur les Synapt HDMS G1 (a) et G2 (b).
Mobilogrammes extraits des états de charge 66 et 68 + du tétradécamére de GroEL. (a) Vc= 200V, Pi = 7,5 mbar, Bias=15V, WH = 8
V, WV =225 m.s?, Pims= 0,5 mbar, Trap CE=10V, Transfer CE = 10V. (b) Vc= 150V, Pi = 7,5 mbar, Bias=60V, WH = 35 V, WV =
600 m.s™, Pims= 3,6 mbar, Trap CE=10V, Transfer CE = 4V.

Dans un premier temps, nous avons pu remarquer que 1’intensité du signal obtenue sur le Synapt
HDMS G1 était plus intense que celle obtenue sur le Synapt HDMS G2 comme le montre les
driftscopes obtenus Figure 14. Toutefois, la comparaison des mobilogrammes extraits des états de
charge 66 et 68+sur les Synapt HDMS G1 et G2, nous a permis de mettre en évidence I’amélioration
de la résolution en IM-MS sur le Synapt G2. En effet, pour I’état de charge 66+, la largeur des pics
de mobilite a mi-hauteur est de 6,69 ms sur le Synapt G1 contre 2,22 ms sur le Synapt G2 (Figure
14).
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Toutefois, il est important de noter que sur les édifices de tres hauts poids moléeculaires, la mise
en évidence de différence de mobilité ionique entre deux especes est plus difficile que sur des
édifices de bas poids moléculaires compte tenu de I’hétérogénéité des échantillons de trés hauts poids

moléculaires.

2.2 Comparaison de nos résultats a ceux de la littérature

Les résultats obtenus en IM-MS sur la protéine GroEL au cours de ce travail de thése sont en
accord avec les données publiées dans la littérature %> 3>, En effet, lors de ces deux études, des
largeurs a@ mi-hauteur comprises entre 2.6 et 2.9 ms ont été obtenues sur le Synapt HDMS G2 et une
largeur @ mi-hauteur de 5.5 ms a été obtenue sur le Synapt HDMS G1 pour I’ion 66+ (Figure 15).

a) Synapt HDMS G1 LSMBO c) Synapt HDMS G1 Littérature
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Figure 15: Comparaison des mobilogrammes obtenus sur les Synapt HDMS G1 et G2 au LSMBO (a et b), dans la

littérature *® (c et d).

De plus, les parameétres de mobilité rapportés dans la littérature pour observer la protéine GroEL

sur les Synapt HDMS G1 et G2 correspondent a ceux utilisés au cours de notre étude (Tableau 1).

Tableau 1 : Comparaison des paramétres IMS utilisés lors de I’analyse de la protéine GroEL sur les Synapt G1 et G2 avec ceux
utilisés dans la littérature %,

Synapt G1 Synapt G2
Littérature LSMBO Littérature LSMBO
Paramatres Pression (mbar) 0,5 0,5 3 3,6
VS WV (m.s-1) 250 225 650 600
WH (V) 9 8 40 35
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Les optimisations réalisées en IM-MS sur les Synapt HDMS G1 et G2 permettront d’initier

I’étude de protéines de trés hauts poids moléculaires par IM-MS.

3 Application a un systéme inconnu : exemple de Tsa-Srx

3.1 Contexte biologique de I'étude

Apres avoir €tudié une protéine modele, nous nous sommes intéressés a 1’analyse d’un systéme
inconnu : le complexe Tsa-Srx. La protéine Tsa appartient a la famille des peroxydases, impliquées
dans I’élimination d’un agent cellulaire toxique : le peroxyde d’hydrogéne (H,05) %37, La protéine
Srx est une sulfirédoxine *®, aussi impliquée dans le métabolisme du peroxyde d’hydrogéne, car son
expression est fortement induite en présence d’H,0,. Afin d’éliminer le peroxyde d’hydrogéne, la
protéine Tsa va réagir avec ce dernier conduisant a une forme Tsa suroxydée. La réduction de la
protéine Tsa peut ensuite étre assurée grace a l’action des protéines sulfirédoxines Srx. Les
interactions existantes entre ces deux protéines Tsa et Srx sont de nature non-covalente et peuvent
étre étudiées par MS. Des travaux réalisés précédemment par le Dr. Hortense Mazon (Laboratoire de
Guy Branlant, Université de Lorraine) ont permis de mettre en évidence que la protéine Srx est
monomérique avec une masse de 13 723 £ 1 Da (Mugorique = 13 723 Da) en condition native et que la
protéine Tsa sous forme sulfinique est décamérique avec une masse de 215 022 * 26 Da (Mineorique =
214 900 Da). Des interactions non-covalentes entre ces deux protéines ont aussi pu étre mises en
évidence par MS supramoléculaire, dans la gamme de m/z (5 000-10 000), pour des ratios Tsa-Srx
comprisentre1:1et1:10.

Nous avons donc souhaité évaluer le potentiel de la mobilité ionique pour mettre en évidence les

différents complexes formés entre ces deux protéines.

3.2 Analyse par MS supramoléculaire des complexes TsaSOz-Srx

La protéine Srx a été incubée avec la protéine Tsa sous forme sulfinique pendant 10 minutes a
30°C selon un ratio Tsa: Srx 1: 2,5 (Figure 16). L’analyse de ce mélange par MS supramoléculaire
en conditions natives, nous a permis de mettre en évidence la protéine Srx seule (13 722 + 1 Da)
dans la gamme des m/z (500-3 000) et la protéine Tsa seule (214 878 + 11 Da) ou complexée a la
protéine Srx (Tsa;Srxi: 228 620 + 22 Da (Meorique: 228 622 Da) et TsaiSrx, @ 242 376 + 20 Da
(Mtnéorique : 242 344 Da)) dans la gamme des m/z (5000-10 000). La comparaison des donnees
obtenues avec des potentiels d’accélération en source de 50 ou 100 V, nous a permis de mettre en
évidence une augmentation de la transmission des hauts rapports m/z ainsi qu’une meilleure
désolvatation pour un V¢ de 100 V. De plus, plus la masse du complexe Tsa;Srxy augmente, plus les

pics de masse s’élargissent conduisant a des mesures de masses de moins en moins précises.
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L’interprétation des spectres dans la gamme de m/z (5 000-10 000) est par conseéquent difficile, du
fait de la largeur des pics de masse et du recouvrement des états de charge des différentes espéces

observées (Figure 16, Panel de droite).
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Figure 16 : Formation de complexes non-covalents entre les protéines Srx et Tsa aprés 10 minutes d’incubation a 30°C (ratio
1:2.5). Panel de gauche : Comparaison des spectres de masse obtenus a des tensions d’accélération de 50 V (a) et 100 V (b). Panel de
droite : agrandissement de la gamme de m/z (5 000-9 000).

De plus, nous avons observé sur le spectre ESI-MS une augmentation des états de charge des
complexes Tsa-Srx en fonction du nombre de Srx fixée. Cette observation suggere I’apparition d’un

changement conformationnel du décamere de Tsa en fonction du nombre de protéines Srx fixées.

3.3 Analyse par IM-MS supramoléculaire des complexes TsaS02z-Srx

Dans ce contexte, nous avons souhaité évaluer I’apport du couplage IM-MS pour I’étude
d’échantillons de hauts poids moléculaires complexes et hétérogénes. L’échantillon Tsa: Srx

(1:2,5) adonc été analysé par IM-MS sur le Synapt HDMS G2.

a. Données issues de la représentation Driftscope

Comme pour I’analyse de la protéine GroEL, les paramétres de mobilité utilisés ont di étre
adaptés a I’analyse de cette protéine de hauts poids moléculaires. Ainsi, le débit de gaz dans la partie
Trap a été ajusté a 7 mL.min™ au lieu de 2 mL.min™, la vitesse dans la cellule de mobilité a été
réduite & 750 m.s™ pour une hauteur de vague de 40 V. De plus, afin d’assurer une désolvatation
optimale des ions, les parametres Trap et Transfer CE ont été ajustés a 10 et 30 V respectivement.
Contrairement a I’analyse de la protéine GroEL, des conditions douces ont pu étre maintenues pour

le parameétre Trap Bias (40 V).
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- ---5 Conformation compacte
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Figure 17: Driftscope obtenu lors de I’analyse par IM-MS de la protéine Tsa incubée pendant 10 minutes a 30°C selon un ratio
1:2,5. Vc= 100V, Pi = 7,5 mbar, Trap CE = 10V, Transfer CE = 30V, P;ys =3 mbar, Trap gaz =7 mL.min%, Bias = 40V, WH =40 V,
WV =750 m.s™,

Le driftscope obtenu dans ces conditions (Figure 17), permet de mettre en évidence dans la
gamme de m/z (500-3 000) que la protéine Srx est présente sous deux conformations plus ou moins
ouvertes. Cette hétérogénéité conformationnelle de la protéine Srx pourrait s’expliquer par des

hétérogénéités de pontage au niveau des cystéines libres de la protéine Srx.

Dans la gamme des m/z (5 000-10 000), nous avons pu mettre en évidence des mobilités
comprises entre 12 et 20 ms correspondant aux différentes formes de complexes TsaiSrXn (n= 0-2).
Toutefois, la représentation sous forme de driftscope ne nous permet pas de mettre en évidence des

différences de mobilité entre les différents complexes formes.

b. Etudes des mobilogrammes extraits et effet du potentiel d’accélération Vc

Les mobilogrammes des ions 37 et 38 + des différentes formes de complexes Tsa-Srx ont donc
été extraits a partir des spectres de masse obtenus pour des potentiels d’accélération de 50 et 100 V
(Figure 18). En effet, nous avons montré dans le paragraphe 3.2, que la désolvatation et la
transmission des ions de hauts rapports m/z étaient meilleures pour un potentiel d’accélération de
100 V cependant lors d’études par IM-MS, il est essentiel de réduire ce potentiel d’accélération pour
éviter I’activation des ions en phase gazeuse. Nous avons donc souhaité étudier I’effet de ce potentiel

sur I’analyse de protéines de hauts poids moléculaires.
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Figure 18: Comparaison des mobilogrammes extraits des états de charge 37 et 38 + lors de I’analyse de la protéine Tsa incubée
avec la protéine Srx selon un ratio 1 : 2,5 pendant 10 minutes & 30°C. L’effet de le tension d’accélération Vc a été évalué grace
aux temps de passage des ions dans la cellule IMS et a la largeur des pics de mobilité a mi-hauteur. O8805SP et 08807SP

Un potentiel d’accélération de 100 V permet d’obtenir des spectres de masse bien désolvatés et
de transmettre correctement les ions de hauts rapports m/z. Cependant, comme le montre 1’analyse
du mélange Tsa-Srx (1 : 2,5) par IM-MS, ce potentiel d’accélération induit un élargissement des pics
de mobilité par rapport a une tension de 50 V. Cet élargissement s’accompagnant dans certains cas
d’un décalage du temps de passage des ions dans la cellule de mobilité. Par conséquent, il est
préférable d’utiliser des tensions d’accélération plus faibles (50 V) pour étudier des protéines de
hauts poids moléculaires par IM-MS au détriment de la désolvatation des spectres de masse.

Pour un potentiel d’accélération de 50 V, une augmentation des temps de passage des ions dans
la cellule de mobilité ainsi qu’une augmentation de la largeur a mi-hauteur des pics de mobilité sont
observées lorsque le nombre de protéines Srx fixées a la protéine Tsa augmente (Figure 18). Cette
observation suggére que la fixation de la protéine Srx sur le décamere de Tsa entraine une
augmentation de la section efficace du complexe Tsa-Srx en phase gazeuse. Cette augmentation est
donc corrélée a I’augmentation du nombre d’états de charge observée lors d’analyses par MS
supramoléculaire en conditions natives. L’augmentation de la largeur des pics de mobilité a mi-
hauteur pourrait dans ce cas rendre compte d’une hétérogénéité conformationnelle due a la taille des
édifices supramoléculaires analysés.

Pour un potentiel d’accélération de 100 V, une augmentation des temps de passage des ions dans
la cellule de mobilité est observée lorsque le nombre de protéines Srx fixées a la protéine Tsa

augmente (Figure 18). Cette observation pourrait s’expliquer par une activation des ions
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correspondants aux complexes Tsa;Srx( -2 a 100 V. Cependant, les largeurs a mi-hauteur des pics de
mobilité diminuent lorsque le nombre de protéines Srx fixées augmente. Par conséquent, nous
pouvons conclure de ces résultats que la fixation des protéines Srx semble induire un changement

conformationnel stabilisant le complexe Tsa-Srx.

c. Conclusion

L’optimisation des paramétres de mobilité ionique nous a permis d’observer différentes formes
de complexes Tsa-Srx. De plus, cette étude nous a permis de montrer I’importance de diminuer
I’énergie transmise aux ions en phase gazeuse pour éviter I’activation des ions. Notre étude des
temps de passage des ions dans la cellule de mobilité ainsi que des largeurs de pics a mi-hauteur
suggére que la fixation de protéines Srx sur le décamére de Tsa induit un changement
conformationnel rendant plus stable le complexe Tsa-Srx. Afin de pouvoir confirmer cette
hypothese, plusieurs répliquats devront étre réalisés et cette étude devra étre effectuée pour des ratios

Tsa-Srx supérieurs.
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Chapitre 3 : Données préliminaires issues de l'analyse
de Ribosomes par MS supramoléculaire

Les développements réalisés pour 1’analyse de protéines de hauts poids moléculaires seront
illustrés au travers de 1’¢tude du ribosome de Thermus thermophilus et d’Escherichia coli. L’objectif
de ce chapitre est de mettre en évidence les difficultés liées a 1’analyse de ribosomes par MS

supramoléculaire.

1 Contexte biologique de I'étude des ribosomes

Les ribosomes, structures complexes, formés d’ARN et de protéines, assurent le fonctionnement
et le renouvellement cellulaire grace a leur fonction de traducteurs universels. Les ribosomes,
présents a la fois chez les Procaryotes et les Eucaryotes, différent par leur taille, leur structure et leur
séquence. En effet, le ribosome Procaryote (70S) est composé des sous-unités 30S et 50S (Figure 19,

panel de gauche) *° g %

361

.alors que le ribosome Eucaryote (80S) est formé des sous-unités 40S et 60
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Figure 19 : Présentation schématique des Ribosomes 70 S et 80 S présents respectivement chez les organismes Procaryotes ou
Eucaryotes. Ribosome 70S %% %2 Ribosome 80S **. Les masses des différents constituants du ribosome sont des estimations.

En 2009, V. Ramakrishnan, TA. Steitz et AE. Yanath ont recu le prix Nobel de chimie pour la
réalisation de la carte structurale détaillée du ribosome Procaryote. Grace a ces nouvelles données,
différentes études ont été initiées afin de développer de nouveaux antibiotiques se liant aux
ribosomes. En effet, les différences qui existent entre les ribosomes permettent notamment
d’envisager le développement de traitements antibiotiques dirigés spécifiguement contre les
ribosomes des organismes Procaryotes. Pour cela, il est important de comprendre le fonctionnement
du ribosome et de comprendre les nouvelles pathologies liées au dysfonctionnement des protéines
associées stablement ou transitoirement avec les ribosomes.

Les difficultés liées a I’étude cristallographique des ribosomes ont conduit plusieurs équipes a
développer des méthodes d’analyses alternatives telles que la microscopie é€lectronique ou la MS

supramoléculaire. En effet, la combinaison de ces deux techniques permet d’obtenir des informations
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concernant I’enveloppe de densité électronique d’un complexe protéique, mais aussi concernant les
sous-unités composant un complexe protéique. L’utilisation de la modélisation moléculaire en
complément de ces deux techniques permet alors de définir des modéles structuraux sans cristaux ®.
Toutefois, 1’é¢tude de ribosomes par MS supramoléculaire n’est pas triviale et nécessite de
nombreuses optimisations. En effet, le ribosome est une structure complexe, trés hétérogene, posant

de nombreux problémes de dessalage **°

. D’autant plus que ’analyse du ribosome nécessite
I’utilisation d’ions non volatils tels que le magnésium, qui alterent la qualité des spectres de
masse >®. Ainsi, I’analyse du ribosome ainsi que I’étude d’interactions entre le ribosome et des
protéines associées aux ribosomes restent toujours un défi pour la MS supramoléculaire.

L’étude du fonctionnement du ribosome est un sujet difficile qui nécessite souvent 1’utilisation
conjointe de plusieurs techniques pour étudier le ribosome intact ou en interaction
protéines/ribosomes. Plusieurs études ont récemment été réalisées et ont permis de mettre en
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évidence un certain nombre de protéines associées aux ribosomes *>° (Figure 20). Parmi elles, nous

nous sommes particulierement intéressés aux protéines associées a la genése des polypeptides qui

s’organisent pour former le tunnel de sortie du ribosome: les protéines MAP (Méthionine
326,367, 368

AminoPeptidase), TF (Trigger Factor) et PDF (Peptide DeFormylase)

a) b)

Zone de contact
avec leribosome

Tunnel de
sortie

Figure 20 : a) vu a travers le centre du ribosome : TF (en bleu), les résidus actifs de la peptidyl-prolyl-cis/trans-isomerase
(PPlase) (en orange) a travers le tunnel de sortie vers le site actif de PDF (en rouge). Les fléches indiquent la voie du tunnel de
sortie vers le site actif de la protéine PDF b) Schéma de la protéine TF (en bleue) avec ces deux bras et le domaine de fixation au
ribosome permettant la sortie de la chaine polypeptidique naissante, vu de la sortie du tunnel. MAP et PDF sont proches de 1’ ouverture
latérale de TF. D’apres .

2 Objectifs de I’étude

Dans ce contexte, nous avons initié une collaboration avec le Dr. Carmela Giglione (ISV, Gif sur
Yvette) dans le but d’analyser par MS supramoléculaire plusieurs ribosomes Procaryotes (Thermus
thermophilus et Escherichia coli) puis d’étudier les interactions avec différentes protéines du tunnel

de sortie du ribosome telles que les protéines MAP, PDF et TF.
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Dans un premier temps, nous avons optimisé 1’analyse du ribosome de Thermus thermophilus par
MS supramoléculaire. Les difficultés abordées dans le chapitre précédent seront donc illustrées au
travers de 1’étude du ribosome : choix du tampon, méthode de dessalage, source d’ionisation,
parameétres de transmission. La méthode d’analyse développée pour le ribosome Thermus
thermophilus sera ensuite utilisée pour I’étude du ribosome Escherichia coli.

Dans un second temps, nous avons souhaité étudier les interactions entre le ribosome 70S et la
protéine TF du tunnel de sortie du ribosome. Les difficultés liées a I’analyse des interactions entre

des protéines et un complexe de trés hauts poids moléculaires seront notamment abordées.

3 Résultats

3.1 Analyse du ribosome par MS supramoléculaire

Avant chaque analyse ESI-MS sur des protéines de hauts poids moléculaires, la transmission des
ions de hauts rapports m/z est vérifiée a 1’aide du Csl et de la protéine GroEL. De plus, lors de ces
études, le cone d’échantillonnage des spectromeétres de masse est nettoyé chaque jour afin d’éliminer
les sels non volatils qui se sont déposés et qui entrainent une perte de signal.

Lors de cette étude, nous avons analysé des échantillons ribosomaux fraichement purifiés ou
apres avoir été congelés sous azote puis stockés a -80°C.

Une premiere analyse du ribosome de Therms thermophilus sur le Synapt HDMS G1 nous a
permis de détecter le ribosome 70S dans la gamme des m/z (25 000-35 000), mais aussi les
différentes sous-unités du ribosome (30S et 50S) ainsi que des protéines associées aux ribosomes

appelées proteines du Stalk complex (Figure 21).

Protéines
Ribosomales
100 | jibres |
- . Stalk complex
(L12)¢/L10 ]
| 97701+28Da Petite
|+ Sous-Unité (30S)
823605+8Da LB Jenner et al.,
[ i. B ——— Nat Struct Mol
| 54+ Biol., 2010
%1 | J
_ ]LII Grande Ribosome entier
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I J;fﬁl' 1 j‘ I JII
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Figure 21 : Analyse du ribosome de Thermus thermophilus dessalé par 5 cycles d’ultrafiltration sur Amicon 50 kDa. (Vc= 120V,
Pi=6.5mM, AcNH,; 1 M pH6.8, AcMg 10mM)
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Il a été montré par Videler et al. **

que les protéines du Stalk complex, qui interagissent moins
avec les ARN ribosomaux, sont plus labiles, ce qui explique leur présence dans la gamme des bas
m/z (2 000-5 000).

Les résolutions obtenues sur les sous-unités 50S et 70S rendent difficile une mesure de masse
précise. Au contraire, nous avons pu déterminer la masse de la sous-unité 30S du ribosome (Mmesurse
= 823 605 * 8 Da, Mineorique=818 786 Da). De plus, nous avons pu mettre en évidence dans la gamme
de m/z (2500-7 000), un complexe protéique de 97 701 = 28 Da (Minsorique = 95 826 Da) qui
correspond & un complexe comprenant 6 protéines L12 et une protéine L10 % 1l est important de
remarquer que I’absence d’une désolvatation optimale de 1’échantillon en phase gazeuse conduit a
une surestimation de la masse des complexes détectés sur le spectre de masse.

La présence des sous-unités 30S et 50S sur le spectre de masse ainsi que du complexe (L12)¢/L10
indique une dissociation du ribosome au cours de 1’analyse par MS supramoléculaire. Cependant, il

est intéressant de noter que le spectre de masse obtenu est similaire aux spectres de masse de

Thermus thermophilus présents dans la littérature 3*.

3.1.1 Effet du tampon sur le ribosome

Afin d’améliorer la qualité des spectres de masse obtenus, nous avons étudié ’effet des forces

ioniques en acétate de magnésium et en acétate d’ammonium.

a. Effet de la force ionique en acétate de magnésium

De précédentes études réalisées sur les ribosomes ont permis de mettre en évidence que le
magnésium était indispensable pour maintenir les interactions non-covalentes entre les différentes

sous-unités du ribosome 337,

L’analyse d’un échantillon de ribosome, stocké a -20°C, en présence de 10 mM de magnésium
nous a permis d’observer majoritairement sur les spectres de masse, la sous-unité 70S avec une
bonne résolution (Figure 22, a). La masse de la sous-unité 70S est de 2 279 822 + 260 Da ce qui est
en accord avec la masse théorique attendue a 2.3 millions de daltons. Toutefois, dans ces conditions,
la désolvatation des sous-unités 30S et 50S est insuffisante et ne permet pas de mesurer des masses
précises. De plus, I’ionisation d’un échantillon contenant de 1’acétate de magnésium est plus

complexe et les sprays obtenus sont tres instables.
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Figure 22 : Effet de la force ionique en acétate de magnésium sur la stabilité du ribosome de Thermus thermophilus. Analyse du
ribosome de Thermus thermophilus dessalé par 10 cycles d’ultrafiltration sur Amicon 50kDa (5 fois) et sur Vivaspin 50 kDa (5 fois).
(Ve=160V, Pi =7.5 mM, AcNH, 65 mM pH6.8) a) 10 mM AcMg, et b) 0 mM AcMg.

Par conséquent, nous avons réalisé 1’analyse de cet échantillon en absence de magnésium (Figure
22, b). Dans ces conditions, 1’obtention d’un spray stable est facilitée permettant de réaliser des
analyses sur plusieurs minutes et par conséquent d’obtenir des spectres de meilleure qualité.
Cependant, I’absence de magnésium induit la dissociation du ribosome 70S mais permet d’obtenir
une désolvatation des sous-unités 30 et 50S suffisante pour mesurer des masses précises. La sous-
unité 50 S présente une masse de 1586 748 + 18 Da ce qui est en accord avec la masse théorique
(environ 1.5 million de daltons). Dans la gamme de m/z correspondant a la sous-unité 30S (12 500-
17 500), le spectre présente une représentation bimodale correspondant a deux formes de la sous-
unité 30S. D’une part, la sous-unité 30S a été mesurée a 818 069 + 193 Da (Mnéorique = 818 786 Da),
d’autre part, une masse de 804 242 + 113 Da (Minsorique = 806 945 Da) correspondant a la sous-unite
30S, privée de la protéine S6 a été¢ mise en évidence. L’existence de ces différentes formes de la
sous-unité 30S a été abordée dans 1’étude de Ilag LL et al. °. En effet, lors de leur étude, la masse
apparente de la sous-unité 30S semblait correspondre a un mélange de sous-unités 30S entiéres et
dépourvues de la protéine S6.

En conclusion, I’acétate de magnésium permet de maintenir les interactions entre les sous-unités
du ribosome 70S. Toutefois, la présence de magnésium conduit a 1’obtention de spray peu stable et
mal désolvaté. Au contraire, 1’absence de magnésium permet d’obtenir des sprays plus stables et
induit la dissociation du ribosome 70S. Ainsi, des spectres bien résolus sont obtenus pour les sous-
unités 30S et 50S permettant des mesures de masses précises.

Le temps nécessaire pour réaliser une analyse en présence de magnésium étant trés long, nous
avons donc choisi de travailler en présence ou en absence de magnésium en fonction de nos

applications.

b. Effet de la force ionique en acétate d’'ammonium

Dans les études réalisées sur le ribosome par MS supramoléculaire, le magnésium est souvent
¢liminé pour permettre de simplifier I’étude du ribosome. En contrepartie, la force ionique du

tampon acétate d’ammonium peut-étre augmentée jusqu’a 1 M 339,371 Nous avons donc étudié I’effet
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de la force ionique du tampon acétate d’ammonium sur le ribosome de Thermus thermophilus

(Figure 23).
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Figure 23 : Effet de la force ionique en acétate d’ammonium sur la désolvatation des spectres de masse. Analyse du ribosome
dessalé par ultrafiltration et dilué & 1 pM dans des tampons AcNH, de différentes forces ioniques : a) 500 mM, b) 200 mM et c)
65 mM). (Ves =2 KV, V¢ = 200 V, Pi = 7.8 mbar).

Lors de I’analyse du ribosome dans un tampon acétate d’ammonium a forte force ionique, nous
avons mis en évidence un manque de résolution au niveau des sous-unités 30S et 50S. Au contraire,
lorsque la force ionique du tampon diminue, une amélioration de la résolution est observee
notamment pour la sous-unité 50S. Par conséquent, nous avons choisi d’utiliser un tampon acétate

d’ammonium a 65 mM pour I’ensemble de notre étude.

3.1.2 Effet de la méthode de dessalage

Comme nous avons pu le voir sur les spectres obtenus a partir du ribosome de Thermus
thermophilus, 5 cycles de dessalage par ultrafiltration (Amicon 50 kDa) permettent d’obtenir des
spectres de bonne qualité. Cependant, lors de 1’étude du ribosome d’Escherichia coli, cette technique
de dessalage ne nous a pas permis d’obtenir un spectre bien résolu pour la sous-unité 50S (Figure 24,
a). Afin d’améliorer le dessalage de cet échantillon, nous avons donc augmenté le nombre de cycles
de dessalage par ultrafiltration (Figure 24, b). Mais ceci nous a conduits a une perte importante de
matériel. Dans un second temps, nous avons donc essaye de procéder a deux cycles de dessalage par
filtration sur gel (colonne Zeba) (Figure 24, c). Toutefois, nous n’avons pas pu améliorer la qualité
du spectre de masse initialement obtenu. De méme, nous n’avons pas pu améliorer la qualité¢ du

spectre obtenu en réalisant une dialyse ou en diluant 1’échantillon.
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Figure 24: Difficultés liées au dessalage du ribosome E. coli. a) dessalage par 5 cycles d’ultrafiltration sur Amicon. b) dessalage par
10 cycles d’ultafiltration sur Amicon c) dessalage par 5 cycles d’ultrafiltration sur Amicon puis 2 cycles de dessalage par filtration sur
gel sur colonne Zeba. (Vc =200V, Pi = 7.5 mbar, AcNH, 65 mM pH 6.5).

La résolution obtenue pour la sous-unité 50S du ribosome d’E. coli est cependant en accord avec
ce qui est présenté actuellement dans la littérature **. En effet, contrairement au ribosome de
Thermus thermophilus, le ribosome d’E coli est plus complexe et donc plus difficile a analyser par
MS. En conclusion, la méthode de dessalage priviliégiée pour I’analyse de protéines de hauts poids
moléculaires est I’ultrafiltration. Les autres méthodes de dessalage n’ont pas permis d’améliorer la

qualité des spectres MS des ribosomes.

3.1.3 Effet de la source d’ionisation

Lors de I’étude de la protéine GroEL par MS supramoléculaire sur le Synapt HDMS G2, nous
n’avons pas mis en évidence d’effet de la source d’ionisation sur la désolvatation de cette protéine.
Par conséquent, lors de I’étude du ribosome de Thermus thermophilus, nous avons utilisé, dans un
premier temps, la source d’ionisation Triversa Nanomate (Figure 25, a). Le spectre de masse obtenu
ne nous a pas permis de mesurer avec précision la masse des sous-unités 30S et 50S. Par conséquent,
nous avons souhaité étudier I’effet de la source d’ionisation sur la qualité du spectre obtenu. Ainsi,
nous avons analysé le méme échantillon que précédemment, mais en utilisant comme source
d’ionisation des aiguilles nanospray (Figure 25, b). Dans ces conditions, un décalage du massif
correspondant a la sous-unité 30S est observé, suggérant une meilleure désolvatation de la sous-unité
30S. La resolution obtenue nous permet alors de mesurer une masse de 810 117 + 38 Da (Minéorique =
818 786 Da) correspondant a un mélange de sous-unité 30S avec et sans protéines S6. Toutefois,

nous n’avons pas pu mettre en évidence d’amélioration de la désolvatation de la sous-unité 50S.
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Figure 25 : Effet de 1a source d’ionisation sur la désolvatation du ribosome de Thermus thermophilus. (Vc=200V, Pi = 7.5 mbar,
AcNH, 65 mM pH 6.8).

En conclusion, bien que nous n’ayons pas mis en évidence 1’effet de la source d’ionisation sur la
désolvatation des ions lors de 1’étude de la protéine de référence GroEL. L’étude d’un systéme plus
complexe tel que le ribosome nous a permis de montrer que la désolvatation des ions était meilleure
lors d’ionisation en aiguilles nanospray par comparaison avec la source Triversa Nanomate. Ceci
pourrait notamment s’expliquer par une obturation partielle des émetteurs de la puce nanospray en
présence de quantité de sels importants.

Par conséquent, lors de 1’étude de protéines de hauts poids moléculaires, 1’utilisation d’aiguilles

nanospray est nécessaire pour assurer une désolvatation optimale des ions.

3.1.4 Effet de parameétres instrumentaux sur la transmission des ions de hauts rapports

m/z

Afin d’améliorer la transmission des complexes de hauts poids moléculaires, il est recommandé
d’augmenter les tensions d’accélération au sein du spectrometre de masse. Toutefois, il est important
de ne pas entrainer la dissociation des interactions non-covalentes en phase gazeuse.

Ainsi, lors de I’étude du ribosome de Thermus thermophilus, nous avons pu mettre en évidence
que des parameétres Trap/Transfer CE de 5 V conduisaient sur les spectres de masse a 1’observation
des sous-unités 30S et 50S (Figure 26, a). Dans ces conditions, seule la masse de la sous-unité 30S
peut étre déterminée avec précision. Au contraire, une diminution des paramétres Trap et Transfer
CE (2V) nous a permis d’observer majoritairement la sous-unité 50S (Figure 26, b), avec une

résolution spectrale permettant de déterminer sa masse avec précision (Mmesurse= 1 552 982 + 56 Da).
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Figure 26 : Effet des parametres Trap et Transfer CE sur la transmission du ribosome de Thermus thermophilus. Analyse du
ribosome de Thermus thermophilus & 1 pM dessalé par 10 cycles d’ultrafiltration (5 Amicon 50kDa et 5 Vivaspin 50 kDa) Tension
capillaire =2V, Vc= 120V, Pi = 7.8 mbar, AcNH, 65 mM, AcMg 1.6 mM a) Trap/Transfer CE 5/5V, b) Trap/Transfer CE 2/2V.

Par conséquent, la diminution des parametres Trap et Transfer CE a permis de favoriser la

transmission des ions dans la gamme des m/z (19 000-24 000).

3.1.5 Conclusion

Les différentes optimisations réalisées au cours de ce travail sur les protéines de hauts poids
moléculaires nous ont permis de détecter le ribosome de Thermus thermophilus mais aussi
d’Escherichia coli par MS supramoléculaire.

Les conditions de préparation d’échantillon doivent étre bien maitrisées pour obtenir des spectres
avec une résolution permettant de déterminer des masses précises.

Contrairement a 1’é¢tude de protéines commerciales de hauts poids moléculaires, 1’analyse du
ribosome est plus complexe puisqu’il s’agit d’un ensemble de protéines et d’ARN dont le dessalage

et I’1onisation sont plus difficiles a maitriser.

3.2 Essais préliminaires d’interaction entre le ribosome et la protéine TF

Les spectres de masse obtenus par MS supramoléculaire permettent de déterminer la masse
précise des différentes sous—unités du ribosome de Thermus thermophilus. Par conséquent, nous
avons souhaité étudier les interactions entre le ribosome et une protéine du tunnel de sortie du
ribosome : la protéine TF.

Avant d’initier 1’étude des interactions protéines/ribosome, il est important de s’assurer que la
fixation des protéines peut étre mise en évidence sur les spectres de masse compte tenu de la
résolution spectrale obtenue sur le ribosome. Dans le cadre de notre étude, la résolution spectrale

obtenue nous permet de mettre en évidence la fixation d’une protéine TF sur les sous-unités 30 et
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50S par contre, il sera difficile de mettre en évidence la fixation d’une protéine TF sur le ribosome

70S.

3.2.1 Etude de la protéine TF participant au tunnel de sortie du ribosome

L’analyse de la protéine TF par MS supramoléculaire en conditions dénaturantes nous a permis
de verifier la masse de la protéine TF (Mmesurge = 48 192.2 £ 0.7 Da, Min¢orique = 48 192.6 Da). En
conditions natives, cette protéine est présente a la fois sous forme monomérique (Mmesurée = 48 193
+1 Da, Mineorique = 48 193 Da) et sous forme dimérique (Mmesuree = 96 388 = 1 Da, Minsorique =
96 393 Da) (Figure 27).
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Figure 27 : Analyse de la protéine TF en conditions dénaturantes et natives. La protéine TF a été dessalée 2 fois sur colonne Zeba
puis diluée a 2uM dans une solution eau/Acétonitrile/acide formique 50/50/1 (a, V¢ = 40V, Pi = 2 mbar) ou diluée a 10 uM dans un
tampon AcNH, 150 mM pH 6.8 (b, Vc=140V, Pi = 6 mbar).

Les spectres de masse de la protéine TF montrent un dessalage correct de 1’échantillon ce qui

nous permet d’envisager I’étude des interactions entre le ribosome et cette protéine.

3.2.2 Interaction entre le ribosome et les protéines du tunnel de sortie du ribosome

L’analyse des interactions entre la protéine TF et les ribosomes de Thermus thermophilus et
d’Escherichi coli a donc eté réalisée par MS supramoléculaire dans des conditions permettant
d’observer les différents partenaires sur les spectres de masse (Figure 28). En effet, la protéine TF est
détectée sous forme de monomere et de dimere dans la gamme des bas m/z (2 000-6 000) (Figure 28,

b et ¢). Sachant que nous sommes capables de détecter la protéine seule, il est plus facile d’optimiser
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notre instrument pour transmettre les ions de hauts rapports m/z sans pour autant induire la

dissociation des interactions non-covalentes en phase gazeuse.
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Figure 28: Etude des interactions entre les ribosomes et la protéine TF du tunnel de sortie du ribosome. Ribosomes de Thermus
thermophilus dessalés par 5 cycles d’ultrafiltration sur Amicon 50 kDa, a I’aide d’un tampon AcNH, 65 mM contenant 10 mM
d’AcMg puis dilués @ 1 uM dans un tampon sans magnesium. Les ribosomes ont été analysés seuls (a) ou en présence de 1 uM (b) ou
de 2 uM (c) de protéine TF. Pi = 7,5 bar and V¢ = 120V.

Lorsque la protéine TF est incubée avec le ribosome de Thermus thermophilus (Figure 28, a), une
diminution de la résolution spectrale est observée sur les sous-unités 30 et 50S. Bien que la protéine
TF soit correctement dessalée, la présence de sels dans 1’échantillon conduit a un décalage du massif
correspondant a la sous-unité 50S vers les hauts rapports m/z. La perte de résolution spectrale ne
permet plus de déterminer la masse des sous-unités avec précision (Figure 28, c).

Afin de pouvoir étudier des interactions entre un ribosome et des protéines, il est donc essentiel
d’obtenir le meilleur dessalage possible des différents partenaires.

Toutefois, il ne semble pas y avoir d’interactions entre la protéine TF et la sous-unité 50S du
ribosome. En effet, dans ce cas, le massif correspondant a la sous-unité 50S devrait se situer dans la

gamme de m/z (20 000-23 000).

4 Conclusion

Les différentes optimisations réalisées au cours de ce travail de thése ont permis la détection des
ribosomes de Thermus thermophilus et d’Escherichia coli par MS supramoléculaire. L’analyse de
ribosomes est plus complexe que celle de protéines de référence correctement dessalées. En effet,

I’ionisation du ribosome nécessite 1’utilisation d’aiguilles nanospray au lieu du systéme d’injection
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automatisé. De plus, afin d’assurer une transmission correcte des ions, les parameétres instrumentaux
doivent étre finement optimises.

Actuellement, malgré les développements expérimentaux réalisés, nous n’avons pas pu mettre en
évidence d’interaction protéines/ribosome notamment a cause d’un manque de dessalage du
ribosome et des protéines testées. Des améliorations devront donc étre apportées pour permettre de
réaliser 1’étude de ces interactions.

Afin de pallier au manque de résolution spectrale, des méthodes d’analyse des ribosomes par IM-
MS pourraient étre envisagées. Actuellement, la mise en évidence d’un décalage de masse ne peut
pas étre attribuée avec certitude a la fixation d’une protéine d’intérét. Par conséquent, I’utilisation du
couplage IM-MS permettrait de mettre en évidence un éventuel changement conformationnel lié a la

fixation d’une protéine sur le ribosome.

5 Valorisation

Les travaux réalisés dans le cadre de ce projet ont fait I’objet d’une communication par affiche :

Saliou JM, Petiot-Bécard S, Fleulaine S, Meinnel T, Van Dorsselaer A, Giglione C et Cianférani S. Native Mass
Spectrometry Approaches for the Analysis of intact Ribosomes and related Protein/Ribosome interactions :
interaction between RBPs in absence of ribosomes. - Conférences Jacques Monod 2012: The translating ribosome:
towards mature proteins. 2-6 Juin 2012, Roscoff.
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Conclusion de cette partie

L’analyse de protéines de hauts et trés hauts poids moléculaires nécessite une optimisation fine
de la préparation des échantillons a analyser, mais aussi des paramétres instrumentaux. Lors de cette
¢tude, nous avons pu mettre en évidence que I’ultrafiltration permet d’obtenir des meilleurs
dessalages pour les protéines de hauts poids moléculaires contrairement a I’analyse de protéines dont
la masse est inférieure & 150 kDa. A chaque échantillon correspond une méthode de dessalage et une
méthode d’analyse optimale.

Les différentes optimisations réalisées au cours de ce travail nous ont permis d’observer par MS
supramoléculaire les différentes sous-unités du ribosome de Thermus thermophilus avec une
résolution suffisante pour déterminer leurs masses. Toutefois, malgré des échantillons de bonne
qualité, nous n’avons pas €té capables de mettre en évidence des interactions protéines/ribosome a
cause d’une résolution insuffisante lors des expériences d’interaction. Par conséquent, il est
important d’améliorer encore la qualité des dessalages pour pouvoir étudier ces interactions par MS
supramoléculaire.

Malgré une optimisation fine des parameétres, des pics larges peuvent étre obtenus rendant
difficile I’interprétation des spectres de masse. Différentes méthodes permettant de faciliter le calcul
de masses manuellement ou de fagcon semi-automatisée ont donc été présentées au cours de cette
partie.

Afin de pouvoir approfondir I’étude des complexes de trés hauts poids moléculaires, les
différents partenaires des complexes devraient pouvoir étre identifiés par MS supramoléculaire. Pour
cela, des méthodes visant a dissocier, en phase gazeuse, les complexes puis a identifier les différents
partenaires obtenus devront étre mises en place. Toutefois, ce type d’analyse conduit a des spectres
MS complexes et difficiles & interpréter 32,

Lors de cette étude, nous avons développé des méthodes d’analyses IM-MS pour 1’étude de
protéines de hauts poids moléculaires. Ces développements méthodologiques ont pour but de
simplifier I’interprétation des spectres de masse en présence de mélanges complexes. En effet, le
couplage IM-MS pourrait mettre en évidence des changements conformationnels du ribosome en
présence d’interactions avec des protéines associées au ribosome.

Les différents développements réalisés en MS supramoléculaire pour 1’étude de complexes de
trés hauts poids moléculaires permettront dans les annees a venir de placer cette technique au centre

des études de biologie structurale.
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Conclusion générale

Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous avons réalisé une étude bibliographique qui fait
le point sur I’état d’avancement de la MS et de I'IM-MS supramoléculaires pour 1’étude des
complexes en biologie. Les principaux développements instrumentaux réalisés ces dernieres années
ont permis d’étendre les possibilités offertes par la MS pour 1’étude de complexes intacts en phase
gazeuse, mais aussi d’apporter des informations structurales notamment grace au développement de
I’'IM-MS.

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés aux optimisations instrumentales et
expérimentales nécessaires pour obtenir des informations fiables en MS et en IM-MS. Les différentes
étapes qui conditionnent la qualité des analyses réalisées ont été illustrées au travers de différents
exemples d’applications.

- La préparation des échantillons en MS supramoléculaire est une étape cruciale pour obtenir
des données de bonne qualité. Elle doit étre optimisée pour chaque échantillon de maniere a préserver
I’intégrité des complexes en solution.

- L’optimisation des parametres instrumentaux est ¢galement primordiale. En effet, I’énergie
transmise aux ions lors d’analyses MS et IM-MS doit étre finement contr6lée pour éviter toute
activation des ions en phase gazeuse, tout en conservant une transmission correcte de ces derniers.
L’un des objectifs de ce travail de these a été de proposer un nouveau schéma d’optimisation adapté a
I’instrument de nouvelle géenération Synapt HDMS G2

- L’interprétation des données de MS et IM-MS supramoléculaires, qui permet d’accéder a des
informations concernant les steechiométries d’interaction des complexes non-covalents, leurs affinités,
leurs spécificités, leurs dynamiques d’assemblage ou encore leurs conformations, reste également
délicate.

- Enfin, les potentialités offertes par les deux instruments IM-MS disponibles au laboratoire
(Synapt HDMS G1 et G2) ont été comparées au travers de différents exemples d’application, dont
I’étude de peptides isobares par IM-MS.

La troisieme partie de ce travail de thése a été consacrée a 1’étude des interactions protéine/

ligands par MS et IM-MS supramoléculaires. Les différents exemples développés au cours de cette
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partie ont permis de mettre en évidence 1’apport du couplage IM-MS pour I’étude des interactions
protéine/petites molécules.

- La premicére étude, axée sur la caractérisation des interactions protéine/métal au sein d’une
protéine a doigts de zinc, a permis de déterminer la steechiométrie d’interaction entre cette protéine et
un atome de zinc ainsi que la réversibilité de cette fixation. De plus, la combinaison d’approches
supramoléculaires a des outils protéomiques nous a permis de déterminer les cystéines impliquées
dans la fixation des atomes de zinc.

- Une deuxiéme étude a ¢été consacrée a I’analyse d’un complexe faisant intervenir des
partenaires de natures différentes (protéine, ARN et petite molécule). Cette étude a permis de
montrer que la protéine TGT de Mammiferes est formée d’un hétérodimeére mTGT-mQTRD1
capable d’interagir avec une molécule d’ARNt. De plus, ce modéle nous a permis d’étudier pour la

premicere fois la cinétique de formation d’un complexe protéine/ARNt par MS.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux interactions protéine/petites molécules et plus
particuliérement au role de I’'IM-MS pour la mise en évidence de changements conformationnels fins
au travers de deux exemples :

- Dans un premier temps, nous avons évalué le potentiel du couplage IM-MS sur un systeme
protéine/ligand connu : le systéeme Bcl-xL/ABT-737. Cette étude nous a permis d’étudier de maniére
exhaustive ’effet des différents parametres instrumentaux du couplage IM-MS sur la séparation de
différentes conformations en phase gazeuse et d’établir un schéma d’optimisation de ces paramétres.
De plus, afin de pouvoir comparer nos résultats a d’autres études biophysiques, une nouvelle
méthode d’étalonnage en IM-MS a été proposée permettant un calcul plus précis des sections
efficaces. Nous avons ainsi réalisé pour la premiere fois I’étude de changements conformationnels
subtils (< 2% en CCS) par IM-MS dans le cas d’interaction protéine/ligands.

- Les différents développements instrumentaux réalisés ont ensuite été appliqués a la
caractérisation fine d’un systéme protéine/ligands inconnus : le systeme PDF1B/ligands. Cette étude
a eu pour but de rechercher de nouveaux inhibiteurs d’une protéine essentielle a la survie des
bactéries : la protéine PDF1B. L’analyse détaillée des interactions PDF1B/ligands, par MS
supramoléculaire, a permis de classer les ligands en fonction de leur stoechiométrie d’interaction et
de leur affinité pour la protéine. Nous avons aussi effectué pour la premiére fois le suivi de la
cinétique de remplacement d’un ligand et ainsi pu valider le mode¢le de Slow Tight Binding proposé
par nos collaborateurs. Le couplage IM-MS a ensuite permis de mettre en évidence des changements
conformationnels extrémement fins (environ 1%) en présence de certains ligands. Cette étude nous a

permis de montrer I’importance de combiner des analyses IM-MS a des analyses MS pour la
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caractérisation fine d’interactions protéine/petites molécules notamment dans le cadre du criblage de
ligands.

Le travail décrit dans cette troisiéme partiec a permis d’ouvrir de nouvelles perspectives dans le
contexte du développement de molécules a visée thérapeutique notamment grace aux
développements de méthodes analytiques IM-MS pour 1’étude de changements conformationnels
fins. Ces différents travaux ont permis de montrer que I’association d’approches de MS
supramoléculaire a des approches d’IM-MS permettait une caractérisation fine des systémes
protéine/ligands. La combinaison de ces techniques présente donc un fort potentiel pour le criblage

conformationnel rapide de ligands notamment dans I’industrie pharmaceutique.

La derniere partie de ce travail de these a eu pour objectif de repousser les limites de 1’analyse
par MS et IM-MS supramoléculaires, en étudiant des complexes de tres hauts poids moléculaires
(plusieurs millions de daltons). Dans un premier temps, nous nous sommes consacrés a
I’optimisation de la préparation des échantillons de hauts poids moléculaires ainsi qu’a 1’optimisation
des parametres instrumentaux (ionisation, transmission et détection) en MS et IM-MS pour 1’étude
de protéines de trés hauts poids moléculaires. Ces optimisations nous ont permis de montrer que le
Synapt HDMS G1 était plus adapté que le Synapt HDMS G2 pour ’analyse des complexes de trés
hauts poids moléculaires.

- L’étude du systéme Tsa/Srx a permis de montrer que I’utilisation du couplage IM-MS
permettait de dé-complexifier I’interprétation de mélanges complexes de hauts poids moléculaires
dans des cas ou la résolution en MS est insuffisante.

- Une étude préliminaire du ribosome de Thermus thermophilus (un complexe de plus de 2
millions de Daltons) a ensuite €té engagée. Les différentes optimisations réalisées nous ont permis de
mettre en évidence la sous-unité 70S du ribosome de Thermus thermophilus. Toutefois, pour le
moment nous n’avons pas pu mettre en évidence d’interaction protéines/ribosome notamment a
cause de la complexité du ribosome et des protéines qui interagissent avec ce dernier. Afin de pallier
au manque de résolution spectrale, des méthodes d’analyse des ribosomes par IM-MS pourront étre
envisagées. Les développements réalisés au cours de ce travail de thése ont cependant permis
d’obtenir des informations essentielles pour 1’étude de macro- ou de meéga-complexes sur des
instruments de nouvelle genération.

L’¢étude des interactions existant au sein des complexes de tres hauts poids moléculaires
représente un défi de la biologie structurale. Dans ce contexte, la MS et I’'IM-MS supramoléculaires
offrent un potentiel intéressant pour la caractérisation structurale de complexes dynamiques, de trés

hauts poids moléculaires, parfois difficilement analysables par cristallographie. Le travail décrit dans
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cette partie a donc permis de développer des stratégies analytiques pour la caractérisation de
protéines de tres hauts poids moléculaires permettant de répondre aux attentes croissantes des
biologistes.

En conclusion, ce travail de thése a été focalisé sur le développement d’approches MS et IM-MS
supramoléculaires pour la caractérisation fine des interactions protéine/ligands et pour 1’analyse de
mélanges protéiques de plus en plus complexes en terme de taille et de composition. Une part
importante de ce travail a été consacrée a la maitrise des instruments de MS supramoléculaire ainsi
qu’aux optimisations instrumentales et méthodologiques. Il a ainsi pu étre mis en évidence que les
développements technologiques récents ont permis d’étendre le potentiel de 1’approche MS
supramoléculaire pour la caractérisation d’assemblages moléculaires particulierement complexes. En
effet, ce travail a permis de suivre la cinétique de formation de complexes protéine/ligands ainsi que
les changements conformationnels qui y sont associés. Ainsi, 1’utilisation du couplage IM-MS en
recherche pharmaceutique ou dans les processus de «drug discovery » permettrait de discriminer
rapidement de nouveaux candidats médicaments. Par ailleurs, ce travail a eu pour objectif de
s’intéresser a I’étude de protéines de trés hauts poids moléculaires et d’évaluer le potentiel de I’'IM-
MS pour obtenir des informations structurales sur ces complexes. Les différentes collaborations
réalisées au cours de ce travail ont permis de repousser certaines limites de la MS et de placer cette
technique au cceur des études de biologie structurale. L’amélioration constante des instruments et des
méthodes en MS devrait offrir de nouvelles perspectives a cette technique analytique, qui deviendra

incontournable pour la caractérisation d’édifices supramoléculaires en biologie.
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Partie Expérimentale

Préparation des échantillons protéiques de masses inférieures a 500 kDa

Les différentes techniques d’échange de tampon utilisées au cours de ce travail de these ont été

décrites dans la premiére partie de ce manuscrit. La mise en ceuvre de ces techniques a été réalisée

conformément aux recommandations des fournisseurs.

La concentration des protéines a ensuite été mesurée par la methode de Bradfor

d 373

, y 1e 1N . . , I -1
une courbe d’étalonnage réalisée a partir d’albumine de sérum bovina 2 g.L™".

Le tableau ci-dessous récapitule les conditions d’échanges de tampon des protéines étudiées ainsi

que les masses molaires, leur point isoélectrique et leur séquence en acides amines.

Masses .
[ o : Tampon Technique , . o
Protéines| moléculaires| Pi d'échange d'échange Séquence en acides aminés
(Da) g g
2 cycles de
dessalage sur | GSHMSQSNRELVVDFLSYKLSQKGYSWSQFSDVEENRTEAPEGTESEAVKQALRE
Bel-XL 195765 | a7 AcNH4 50 mM colonne de AGDEFELRYRRAFSDLTSQLHITPGTAYQSFEQVVNELFRDGVNWGRIVAFFSFGG
’ 4 pH7,5 ) ; ALCVESVDKEMQVLVSRIAAWMATYLNDHLEPWIQENGGW DTFVELYGNNAAA
filtration sur gel ESRKGQER
(Zeba 0,5 mL)
2 cycles de
AcNH4 50 mM dessalage sur MTRLEVLIRPTEQTAAKANAVGYTHALTWVWHSQTWDVDSVRDPSLRADFNPE
P1 17929 5,46 hs colonne de KVGWVSVSFACTQCTAHYYTSEQVKYFTNIPPVHFDVVCADCERSVQLDDEIDRE
P filtration surgel |HQERNAEISACNARALSEGRPASLVYLSRDACDIPEHSGRCRFVKYLNF
(Zeba 0,5 mL)
2 cycles de
AcNHA 50 mM dessalage sur | GSLHFSASDKAALYREVLPQIESVVADETDWVANLANTAAVLKEAFGW FWVGFYL
Frmsr 17874,1 | 4,63 He 8 colonne de VDTRSDELVLAPFQGPLAATRIPFGRGVAGQAWAKGGTVVVGDVDAHPDHIACS
PHE, filtration surgel |SLSRSEIVWPLFSDGRAIGVLDADSEHLAQFDETDALYLGELAKILEKRFEASRQAV
(Zeba 0,5mL)
| GHMGHTLERSVFSERTEESSAVQYFQFYGYLSQQQNMMOQDYVRTGTYQRAILQ
2cycles de NHTDFKDKIVLDVGCGSGILSFFAAQAGARKI YAVEASTMAQHAEVLVKSNNLTDR
AcNHA 500 mM dessalage sur  ||\WIPGKVEEVSLPEQVDIIISEPMGYMLFNERMLESYLHAKKYLKPSGNMFPTIGD
mCARM 43065,9 6,01 HE.8 colonne de VHLAPFTDEQLYMEQFTKANFWYQPSFHGVDLSALRGAAVDEYFRQPVVDTFDI
pro, filtration surgel |RILMAKSVKYTVNFLEAKEGDLHRIEIPFKFHMLHSGLVHGLAFWFDVAFIGSIMT
(NAP-5) VWLSTAPTEPLTHWYQVRCLFQSPLFAKAGDTLSGTCLLIANKRQSYDISIVAQVD
QTGSKSSNLLDLKNPFFRYTGTTPSPPPGSHYTSPSENMWNTGSTYNLS
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Masses

L. ) . . Tampon Technique ; X L,
Protéines| moléculaires| Pi ] ) Séquence en acides aminés
d'échange d'échange
(Da)
2cycles de VEATAQETDRPRFSFSIAAREGKARTGTIEMKRGVIRTPAFMPVGTAATVKALKPE
AcNHA 1M dessalage sur | TVRATGADIILGNTYHLMLRPGAERIAKLGGLHSFMGWDRPILTDSGGYQVMSLS
TGT 42738,5 6,6 colonne de SLTKQSEEGVTFKSHLDGSRHMLSPERSIEIQHLLGSDIVMAFDECTPYPATPSRAA
pH8 filtration sur gel |SSMERSMRWAKRSRDAFDSRKEQAENAALFGIQQGSVFENLRQQSADALAEIGF
(Zeba 0,5 mL) DGYAVGGLAVGEGQDEMFRVLDFSVPMLPDDKP
GSMAAVGSPGSLESAPRIMRLVAECSRSGARAGELRLPHGTVATPVFMPVGTQAT
2 cycles de MKGITTEQLDSLGCRICLGNTYHLGLRPGPELIRKAQGLHGFMNWPHNLLTDSGG
dessalage sur | FQMVSLFSLSEVTEEGVHFRSPYDGEETLLSPERSVEIQNALGSDIIMQLDHWSST
mTGT 44237 - colonne de VTGPLVEEAMHRSVRWLDRCIAAHKHPDKQNLFAIIQGGLNADLRTTCLKEMTKR
¢ T DVPGFAIGGLSGGESKAQFWKMVALSTSMLPKDKPRYLMGVGYATDLVVCVALG
filtration surgel | cpMFDCVYPTRTARFGSALVPTGNLQLKKKQYAKDFSPINPECPCPTCQTHSRAF
(Zzeba 0,5mL) LHALLHSDNTTALHHLTVHNIAYQLQLLSAVRSSILEQRFPDFVRNFMRTMYGDHS
AcNH4 500 mM LCPAWAVEALASVGIMLT
pH7,5 GSRDRMMKLSLIKVVNGCRLGKIQNLGKAGDCTVDIPGCLLYTRTGSAPHLTHQT
2 cycles de LRNIHGVPGIAQLTLSSLAEHHEVLAEYKKGVGSFIGMPESLFYCSLHDPVTPGPAG
dessalage sur | YVTSKSVSVWGFGGRVEMTVSKFMAIQEALQPDWFQCLSDGEASCAETTSIKRA
RKSVDRSLLFLDSCLRLQEESEVLQKSVIIGVIEGGDVMEERLRSARETAKRPVGGFL
mQTRD1 | 47161,2 >9 ) °°|c_’nne de LDGFQGDPAVTETRLHLLSSVTAELPEDKPRLICGVSRPDEVLECIERGVDLFESFFP
filtration surgel  lyqyTERGCALTFTFDCQLNPEETLLOQNGIQEKIKGLDQAKKIEATGCNQEMTSFE
(NAP-5) INLKEKKYQEDFDPLVRGCSCYCCKNHTRAYI HHLLMTNELLAGVLLMMHNFEHYF
GFFCSIREALKNDTLAQLKELICRQMFGL
GSMAGAATQASLESAPRIMRLVAECSRSRARAGELW LPHGTVATPVFMPVGTQA
TMKGITTEQLDALGCRICLGNTYHLGLRPGPELIQKANGLHGFMNW PHNLLTDSG
GFQMVSLVSLSEVTEEGVRFRSPYDGNETLLSPEKSVQIQNALGSDIIMQLDDVVS
hTGT a1918 | 6,80 STVTGPRVEEAMYRSIRWLDRCIAAHQRPDKQNLFAIIQGGLDADLRATCLEEMT
KRDVPGFAIGGLSGGESKSQFWRMVALSTSRLPKDKPRYLMGVGYATDLVVCVAL
2 cycles de GCDMFDCVFPTRTARFGSALVPTGNLQLRKKVFEKDFGPIDPECTCPTCQKHSRA
dessalage sur | FLHALLHSDNTAALHHLTVHNIAYQLQLMSAVRTSIVEKRFP DFVRDFMGAMYGD
AcNH4 150 mM colonne de PTLCPTWATDALASVGITLG
pH7,5 e ASWSHPQFEKSGGGGGLVPRGSMKLSLTKVVNGCRLGKIKNLGKTGDHTMDIP
filtration surgel | Gci1yTKTGSAPHLTHHTLHNIHGVP AMAQLTLSSLAEHHEVLTEYKEGVGKFIGM
(zeba0,5ml) PESLLYCSLHDPVSPCPAGYVTNKSVSVWSVAGRVEMTVSKFMAIQKALQPDWF
QCLSDGEVSCKEATSIKRVRKSVDRSLLFLDNCLRLQEESEVLQKSVIIGVIEGGDV
hQTRD1 48833 6,52 MEERLRSARETAKRPVGGFLLDGFQGNPTTLEARLRLLSSVTAELPEDKPRLISGVSR
PDEVLECIERGVDLFESFFPYQVTERGCALTFSFDYQPNPEETLLQQNGTQEEIKCM
DQIKKIETTGCNQEITSFEINLKEKKYQEDFNPLVRGCSCYCCKNHTRAYIHHLLVT
NELLAGVLLMMHNFEHYFGFFHYIREALKSDKLAQLKELIHRQAS
MEIVEYPDPILRAKNKRIDIFDENLKNLVDAMFDVMYKTDGIGLSAPQVGLNVQL
PDFIB 218761 | 527 AcNH4 100 mM MVFNPAGEPGEGKEIVLVNPKIKKYSDKLVPFDEGCLSFPGIYAEVVRPQSVKIDA
’ ¢ pH7,5 RDITGERFSISLSSLPARIFQHEYDHLEGVLFFDRMTDQVLDSIREELEALEKKYEEKT
2cycles de GLPSPERVEARQKRKAGVGFGKR
dessalage sur | MQVSVETTQGLGRRVTITIAADSIETAVKSELVNVAKKVRIDGFRKGKVPMNIVAQ
colonne de RYGASVRQDVLGDLMSRNFIDAIIKEKINPAGAPTYVPGEYKLGEDFTYSVEFEVYP
e EVELQGLEAI EVEKPIVEVTDADVDGMLDTLRKQQATWKEKDGAVEAEDRVTI DF
T 181926 | 483 AcNH4 150 mM | filtration surgel  |y6sypGEEFEGGKASDFVLAMGQGRMIPGFEDGIKGHKAGEEFTIDVTFPEEYHA
’ ' pH6,8 (Zzeba0,5ml) ENLKGKAAKFAINLKKVEERELPELTAEFIKRFGVEDGSVEGLRAEVRKNMERELKSA

IRNRVKSQAIEGLVKANDIDVPAALIDSEIDVLRRQAAQRFGGNEKQALELPRELFE
EQAKRRVVVGLLLGEVIRTNELKADEERVKGLIEEMASAYEDPKEVIEFYSKNKELM

DNMRNVALEEQAVEAVLAKAKVTEKETTENELMNQQA
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Préparation des échantillons protéiques de masses supeérieures a 500 kDa

-Préparation de la protéine GroEL (SIGMA C7688), 1 mg selon le protocole de Freeke et al., **®

- Dissoudre 1 mg de protéine avec 80 pL de tampon de renaturation et 20 pL de méthanol
(20 mM Tris Acetate, 50 mM EDTA, 1mM ATP, 5mM MgCL, pH 6,8) et incuber pendant
2 heures a température ambiante. La solution transparente est prélevée et transférée dans un
tube de 1.5 mL.

- Ajouter a la solution, 100 pL d’acétone, mélanger et attendre 2 minutes puis centrifuger
1 minute a 11 000 g.

- Eliminer le surnageant et resuspendre le précipité dans 200 pL de tampon de renaturation par
pipettage puis incuber sous agitation 1 heure a température ambiante.

- Centrifuger rapidement 1 minute a 1500 g et vérifier la concentration en protéine dans le
surnageant.

- Dessaler ensuite les 200 L de surnageant par 2 cycles de dessalage sur colonnes de filtration
sur gel (Zeba 0.5 mL) a I’aide d’un tampon acétate d’ammonium 200 mM pH 6.8.

- Regrouper les deux fractions puis réaliser 10 cycles de dessalage successifs par ultrafiltration
sur Centricon 10 kDa, 2 mL.

- Déterminer la concentration de la protéine GroEL par la technique de Bradford (au final

50 pL d’une solution a environ 6 uM sont obtenus).

-Préparation du ribosome

Dessalage du ribosome a 1’aide de 5 cycles de dessalage sur Centricon 50 kDa a 1’aide d’un
tampon AcNH,; 60 mM pH6.8, 10 mM AcMg

Préparation des acides nucléiques

La concentration des acides nucléiques est déterminée par mesure directe de 1’absorbance a une
longueur d’onde de 260 nm dans 1’eau, en utilisant comme les relations suivantes 1 DOzeonm
correspond & 50 ug.mL™ d’ADN double brin ou & 40 ug.mL™ d’ARN.

L. Masses Tampon Technique , o
Protéines , . Y ) Séquence nucléotidique
moléculaires (Da) d'échange d'échange
2 cycles de

5' ppp-GGUGGGGUUCCCGAGCGGCCAAAGGGAGCA
AcNH4 200 mM | dessalage sur colonne
ARNt"™" 27511.5 GACUGUAAAUCUGCCGUCAUCGACUUCGAAGGUUC

Hs. de filtrati |
pH8.0 € TItration SUr 881 5 ) AUCCUUCCCCCACCACCA-3' OH
(Zeba 0,5 mL)
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Préparation des ligands dans le cadre du projet TGT

Afin d’¢éliminer le DMSO présent dans les ligands, les étapes suivantes ont été réalisées :

- Dilution des ligands dans de 1’éthanol de maniére a obtenir une concentration final en ligand
de 100 uM

- 5 UM de cette solution ont ensuite été évaporés sous vide

- 10 uL d’éthanol ont ensuite été ajoutés permettant de solubiliser le ligand

- Evaporation sous vide de 1’éthanol (2 ou 3 cycles de re-solubilisation/évaporation sont
nécessaires pour permettre d’éliminer le DMSO)

- La solution protéique est ensuite ajoutée au ligand séché.

- Le mélange est ensuite incubé pendant au moins 30 minutes sous agitation a température

ambiante avant analyse.
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~ Stéphanie Bécard

=4 Développements méthodologiques INOVALIA
en spectrométrie de masse et en mobilité ionique
pour I'étude d’assemblages supramoléculaires en biologie

Résumé

Ce travail de thése a été focalisé sur le développement d’approches MS et IM-MS supramoléculaires pour la
caractérisation fine des interactions protéine/ligand et pour 1’analyse de mélanges protéiques complexes. La
maitrise des instruments de MS supramoléculaire ainsi que les optimisations instrumentales et
méthodologiques réalisées ont permis d’étendre le potentiel des approches MS et IM-MS pour la
caractérisation d’assemblages moléculaires particulierement complexes. Nous avons ainsi pu suivre la
cinétique de formation de complexes protéine/ligand ainsi que les changements conformationnels qui y sont
associes, montrant 1’intérét du couplage IM-MS en recherche pharmaceutique. De plus, ce travail a porté sur
I’étude de complexes de trés hauts poids moléculaires et I’évaluation de I'IM-MS pour obtenir des
informations structurales sur ces complexes. Nous avons ainsi permis de repousser certaines limites de la MS

et de placer cette technique au cceur des études de biologie structurale.

Mots-Clés : Spectrométrie de Masse Supramoléculaire (MS), Mobilité ionique (IM-MS), Protéine/ligand,

Ribosomes, Biologie structurale.

Résumé en anglais

The aim of this thesis was the development of different supramolecular approaches, like MS and IM-MS, to
characterize precisely protein/ligand interaction and to analyze complex mixtures of proteins. Understanding of
supramolecular MS instruments and instrumental and methodological optimizations were allowed the
development of MS and IM-MS to characterize very high mass supramolecular assembly. Thus, we were able
to follow by kinetic the formation of protein/ligand interaction as well as associated conformational
modifications, showing the interest of IM-MS coupling in pharmaceutical research. Furthermore, this work
deals with the study of high mass complexes and assessment of IM-MS to obtain structural information on
these complexes. As a consequence, we have pushed away some limits of MS allowing the use of this

technique in structural biology.

Key Words : Supramolecular Mass Spectrometry (MS), lon Mobility (IM-MS), Protein/ligand, Ribosome,
Structural Biology




