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Chapitre 1

Introduction

La famille des protéines regroupe un ensemble memnéent vaste de molécules
biologiques. Plus de 530 000 séquences de protémesinsi été répertoriées dans la banque de
données UniProt/Swiss-Prot en 2013 [1]. Chaquenisgee vivant, des organismes unicellulaires
les plus simples, comme les bactéries, aux orgasismulticellulaires les plus complexes,
utilisent des protéines pour assurer leur foncéoment. Elles remplissent de nombreuses
fonctions, trés diverses, au sein de celui-ci. t@dine jaune photoactive initie par exemple un
mouvement de la bactéridalorhodospira halophilaen réponse a une lumiére bleue [2, 3];
’hémoglobine et la myoglobine sont deux protéirsesvant a transporter une molécule, le
dioxygéne, dans I'organisme des vertébrés [4,iBEUline est une protéine servant a transmettre
un signal entre deux cellules éloignées [4]; lezyares permettent de catalyser de nombreuses
réactions chimiques ... [6, 7, 8] L'intérét porté aprotéines ne se limite cependant pas
seulement a leurs fonctions biologiques. Les pébgsi photophysiques particulieres des
protéines fluorescentes ont par exemple favorisééweloppement important des techniques
d'imageriein vivo en permettant de localiser des protéines, deeslgur mouvement ou encore
leurs interactions avec d’autres protéines, et d&chelle d’'une cellule ou d’'un organisme
(Figure 1.1) [9, 10, 11].

Les protéines ont pour propriété d'étre des mdéscuflexibles. Le nombre de
conformations qu’une protéine peut adopter augmeéterapidement en fonction de la taille de
celle-ci. Or la fonction biologique d'une protéimkpend considérablement de sa structure
tridimensionnelle, de 'agencement spatial deséddfits groupements qui la composent [4].
Seule une protéine qui se replie correctement poassurer cette fonction. A I'opposé, le
repliement de protéines selon une autre conformaléur conférant de surcroit une probabilité

plus élevée de s’agréger, peut avoir des conségsemh@matiques. Un nombre croissant de
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Chapitre 1

maladies, incluant la maladie d’Alzheimer, la maade Parkinson, la maladie de Creutzfeldt-
Jakob ou le diabete de type Il sont directemericisss au dépobt de ces agrégats dans les tissus
du cerveau, du cceur ou de la rate [12, 13]. Paoiveara comprendre, a décrire, voire a controler
les mécanismes d’action des protéines au niveaéaulalire, il est donc nécessaire de détailler
leur structure et d’identifier les différentes iraetions physico-chimiques responsables de

celles-ci.

Fig. 1.1— Images de cellules révélées par des protéinesdscentes. a) Cellules de I'hippocampe d’'une
souris, modifiées génétiguement afin de produiéamirement différentes quantités de trois protgine
fluorescentes : CFP (cyan), YFP (jaune) et RFP @e)y10]. b) Cellules tumorales humaines se
développant autour d’'un vaisseau sanguin, respectent marquées par les protéines DsRed (rouge) et
GFP (vert). [11]

1.1 Niveaux d’organisation d’une protéine

1.1.1 Structure primaire

Chaine

latéral Carbone Liaison
ateraie \ alpha peptidique

' N
HoN™ Y, HNT )y Y\OH
Fonction O o) H %

amine
Fonction acide
carboxylique

Fig. 1.2— a) Schéma d’'un acide aminé. Le carbone alph&ralesst asymétrique et de stéréochimie L
selon la projection de Fischer, excepté pour lacig qui est achirale car la chaine latérale est
constituée d'un seul atome d’hydrogéne. b) Schéarapblypeptide constitué de deux acides aminés :

une alanine (R = Me) et une phénylalanine (R =»EH).

-12 -



Chapitre 1

Une protéine est un polymere, constitué d’'une lusigurs chaines linéaires, dont les
unités monomeériques correspondent a des acid@sinés. Ces acides aminés sont des molécules
organiques de formule générale NEHR-COOH, comprenant un atome de carbone ngtéeC
plus souvent asymétrique et de configuration Lualigont liés une fonction amine -BHine
fonction acide carboxylique -COOH, un groupemenfappelé chaine latérale, et un atome
d’hydrogene (Figure 1.2). Des réactions successieesondensation se produisent entre les
fonctions amine et acide carboxylique d’acides @&midifférents, conduisant a la formation de
polypeptides. Dans une telle molécule, les acidamés sont alors reliés entre eux par des
liaisons amide -CO-NH- appelées liaisons peptidiqueorsque le nombre d’acides aminés
constituant un polypeptide dépasse typiquement&Qij-ci est plus généralement désigné sous le
nom de protéine. La structure primaire d'une praé&iorrespond a I'enchainement linéaire des

acides aminés composant une chaine polypeptidique.

1.1.2 Flexibilité et interactions intramoléculaires

Acide aminé Acide aminé

i i+1
R X l|'| O
O, ' Zone trés favorable
a) ~ a%\(%rN‘Dw || b) ¥, (@ =-140°, ¥ = 130°)
ITI \I]i A \‘II\H ;

, /‘)[\

H O R

180 5 Zone défavorable
-180 Oq) 180 (q) =90° V¥ = 900)

Fig. 1.3 —a) Angles diedre®, ¥, X etw définissant la conformation d’une chaine peptiéiqu
b) Diagramme de Ramachandran tiré de la Réf. [Bfjrésentant environ 100 000 couplds ¥)
d’acides aminés, autres que la glycine et la pmlinbservés expérimentalement dans 500 structeres d
protéines. Les zones trés favorables et favoradmas respectivement encerclées en rouge et en erang
les zones blanches correspondent aux régions déifales.

Le caractere flexible d’'une protéine est di auatrons possibles autour des hombreuses
liaisons simples qui constituent la chaine d’acidesnés. Ces rotations sont décrites par les
angles diedre®, ¥ et ® qui correspondent respectivement aux angles GATON-C,-C-N et
Cq-C-N-C, (Figure 1.3a). La délocalisation des électrangle la liaison peptidique C-N,

impliquant le doublet non-liant de I'atome d’azetela double liaison C=0, entraine sa planéité.
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L’angle diedrem ne peut donc prendre que des valeurs proches (0figuration cis) ou de
180° (configuration trans). Les barriéres de rotatautour des autres liaisons simples étant
beaucoup plus faibles, les angteset ¥ peuvent prendre des valeurs comprises entre -480°
+180°. En considérant les atomes comme des sptigres dont la dimension correspond a leur
rayon de van der Waals et en variant les valewssadglesd etV dans l'intervalle [-180°, 180°],
Ramachandran a établi une carte donnant les codjaegles diédres compatibles en termes de
géne stérique, prenant le nom de diagramme de Remd@n [15]. Ce diagramme peut étre
divisé en trois régions principales (Figure 1.3bgs régions tres favorables, les régions
favorables et les régions défavorables. Les régimss favorables et favorables correspondent
aux valeurs des couple®,(¥) les plus souvent observées dans les protéines.régions
restantes représentent les coupies¥) qui sont énergétiquement défavorables et paréourest

rarement observés, souvent parce qu’ils sont laecdune géne stérique importante.

Le repliement d'une protéine ne résulte pas sesmémd’'une minimisation de
'encombrement stérique ; de nombreuses autresactiens stabilisantes ou déstabilisantes,
intramoléculaires et intermoléculaires, y participégalement. Parmi les plus importantes de ces
interactions, on peut citer les liaisons hydrogéstabilisantes (Figure 1.4). Les interactions de
van der Waals permettent aussi de stabiliser testates repliées des protéines, ou les atomes
sont proches les uns des autres. Si la protéineobaes acides aminés chargés, des interactions

électrostatiques peuvent également attirer ou s@Evwles fragments de celle-ci.

Coude

Fig. 1.4 —Exemples de liaisons hydrogéne N-B possibles au sein d’'une chaine peptidique et de
structures secondaires contenant ces interactionspte G une liaison hydrogéne formant un cycle a n
atomes).
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1.1.3 Structure secondaire

La structure secondaire correspond a des motifanmguables et récurrents dans les
protéines : les hélices, les feuillets et les cay@ggure 1.5 et 1.6). Les configurations en hédice
et en feuillef3 sont les formes quasi périodiques les plus coesaaéns les protéines. Les coudes
sont des structures non périodiques qui permetitanthangement de direction de la chaine

peptidique. Un bref apercu de diverses structigesrglaires est donné ci-apres.

Unehélicea est caractérisée par la répétition de liaisonsdgghe entre le groupement
C=0 d'un acide aminé en position i et le groupemé+t d’'un acide aminé en position i+4,
notées liaisons CO@»NH(i+4) (Figure 1.4). Chaque liaison hydrogene ferafors un cycle a 13
atomes. Les chaines latérales sont a I'extérielihdiice et orientées en direction de I'extrémité
N-terminale. La zone du diagramme de Ramachandesnhélicesa correspond aux angles
diedres @, ) autour de (-45°, -55°) [16].

Fig. 1.5 —Schémas de structures secondaires quasi périoglidfaeides aminés alanines et de leur
réseau de liaisons hydrogéne : a) hélice®) feuilletSantiparallele

Lorsque les valeurs adoptées par les angledf] sont proches de (- 140°, 130°), la
chaine peptidique présente des interactions ndigéemntre les groupements CO et NH d'un
méme acide aminé. Ces interactions sont relativefagrles car I'angle N-H---O est proche de
105°, loin de l'angle idéal pour une liaison hyd¥og qui est de 180°. Une chaine constituée par
une répétition d’'interactionss@st appelée briff. L'agencement relatif de plusieurs bripgpar

la formation de liaisons hydrogéne entre brins Ifdes ou antiparalléles constitue fguillet B.
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Fig. 1.6 —Schéma des structures secondaires coffday. a) Exemples de coudgsle type | et . Les
acides aminés en position i et i+3 sont respectargmimés par un groupement acétyle {C8-) et un
groupement méthylamide (-NH@Hb) Exemples de coudgset j». Les acides aminés en position i et
i+2 sont respectivement mimés par un groupemenykecét un groupement méthylamide.

Il existe, par ailleurs, deux catégories principale couded} ety, différant par la nature
des liaisons hydrogene formées (Figure 1.6).daslesp, les plus courants dans les protéines,
sont définis par une liaison hydrogéne CO{NH(i+3) impliquant quatre acides aminés dans un
cycle a 10 atomes. Les coudgsaussi notés {g, se retrouvent par exemple dans les structures
dites en épingles a cheve{Xhairpin), ou ils permettent de relier entre eux deux bBinSuivant
la valeur des angles diedréset¥ des acides aminés en position i+1 et i+2, les esfidsont
classés dans cing types principaux : I, II, llla\dt Vb (Tableau 1.1) [16]. Les coudgsle type

I et II' sont respectivement les images des coutiedype | et Il dans un miroir et possédent

Coude vy,

Coude Yo

donc des angles de torsiohet¥ de signes opposés.

Tab. 1.1 -Angles diédres typiques (en degrés) des acideséanein position i+1 et i+2 dans les

Type de Acide aminé i+1 Acide aminé i+2

coudef O ¥ () ¥
Type | - 60 - 30 - 90 0
Type I 60 30 90 0
Type Il - 60 120 80 0
Type I 60 -120 - 80 0
Type lll - 60 - 30 - 60 - 30
Type Vla - 60 120 -90
Type VIb -120 120 - 60

principaux types de coudgs
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Les coudesysont caractérisés par une liaison hydrogene S&NBi(i+2) impliquant
trois acides aminés dans un cycle a 7 atomes. €tieture est communément appelée @
distingue deux types de coudgsmages I'un de l'autre dans un miroir : le coygeet le coude
yL pour lesquels la chaine latérale de I'acide areiméosition i+1 est respectivement situé en
position axiale et en position équatoriale par cappu cycle a 7 atomes. Les structures typiques

Yo ety sont respectivement définies par les couplesH) (80°, -60°) et (-80°, 60°).

1.1.4 Structures tertiaire et quaternaire

La structure tertiaire d’'une protéine correspontlagencement relatif des différentes
structures secondaires (Figure 1.7). La structugeagnaire résulte de I'association d’au moins
deux chaines polypeptidiques, identiques ou diffié@® par des liaisons non covalentes.
L’hémoglobine est ainsi une protéine dont la stietquaternaire est constituée de quatre
chaines distinctes d’acides aminés: deux chaippelées alpha (A et C, en bleu sur la

Figure 1.7) et deux chaines beta (B et D, en rauge)

Structure primaire couds i (type )

\l . B <— hélice a

Structure
tertiaire

protéine
PABPN1
(PDB : 3B4D)

. o
. hélice a ~ Structure
feuillet p quaternaire
hémoglobine
(PDB : 1GZX)

Structure secondaire chaine C /=

Fig. 1.7 -Schéma des structures primaire, secondaire, iegtiet quaternaire d’'une protéine. Les
structures de la protéine PABPNL1 et de 'hémoglelsiant respectivement tirées des Réf. [17] et [18].
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1.2 Caractérisation des structures de protéines

Les premieres structures de protéines ont éténdiétees il y a une soixantaine d’années.
Plusieurs techniques expérimentales ont été dépééspdepuis dans I'objectif de caractériser les

différentes niveaux d’organisation de ces systemes.

On appelle séquencage la détermination de latsteugrimaire d’'une protéine. Le
premier séquencage d’une protéine, l'insuline éarétlisé au début des années 1950 par Frederik
Sanger et ses collegues de I'Université de Cameéritlg ont utilisé pour cela des enzymes,
d’autres protéines, permettant d’hydrolyser pdedimént linsuline en cassant les chaines
d'acides aminés a des positions spécifiques. Lagnfents obtenus ont été séparés par
chromatographie puis identifiés aprés réaction ale,4 fluorodinitrobenzene [19]. Il fallut
néanmoins plusieurs années avant de reconstitsdruleture primaire de l'insuline. Ces travaux
ont été réecompensés du prix Nobel de Chimie en .1D8Buis, les techniques expérimentales
utilisées (chromatographie, spectrométrie de massegté largement automatisées et plus de

100 000 séquences de protéines ont été identffiges

60 000 -
s . 45000
© T ]
-C_T;@ g 30 000 -
(@)
€52 15000
@ &
= o £ 0 ey
sco
o
=9 > -15000 1
w o o
£~ -30000
- 45000
160 180 200 220 240 260

Longueur d ’'onde (nm)

Fig. 1.8 —Spectres de dichroisme circulaire d’'une protéineggdant majoritairement des structures en
hélicesa, la myoglobine (en rouge), de deux protéines mEE®émajoritairement des structures en
feuillet B, la concanavaline A (en bleu) etfactoglobuline (en cyan) et enfin du collagéneafage), tiré
de la Réf. [20]

Les protéines étant constituées d'acides amingsritarement chiraux, elles possedent
donc généralement un pouvoir rotatoire et présérdes bandes d’absorption en dichroisme

circulaire. Il a de plus été démontré que la présate structures secondaires définies pour une
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protéine avait une influence sur la position de lw@sdes d’absorption [20, 21]. Les spectres de
dichroisme circulaire, réalisés en solution, petemttainsi d’estimer les proportions d’'une

protéine dans les structures en héticeen feuilletl, en coudes et en structure aléatoire
(Figure 1.8). Cette technique expérimentale esiuiih puissant pour étudier les changements de
conformation d’'une protéine en fonction de paraggtomme la température ou la concentration
d’'un sel en solution. Elle ne fournit cependant gasformations sur I'arrangement relatif des

structures secondaires. Pour pouvoir déconvoluerctntributions des différentes structures
secondaires au spectre de dichroisme circulair@ donc fallu posséder des méthodes de

détermination des structures tertiaires et quairerdas protéines.

Les deux méthodes les plus utilisées pour obtasrstructures tridimensionnelles sont la
diffraction des rayons X de cristaux et la résoeamagnétique nucléaire (RMN) de protéines en
solution. Elles représentent respectivement 88,8%0&% des 80 000 structures de protéines
déposées dans la Protein Data Bank (PDB) en 20&8pe limitante de la détermination des
structures de protéines par diffraction de rayon®sX la production de cristaux de qualité
suffisante. Les protéines membranaires par exesgiedifficiles a cristalliser en raison de leur
caractére hydrophobe et sont donc peu présentsdal&®@bB [22]. Il faut en outre souligner que
cette méthode ne donne pas acces a la positioatalees d’hydrogéne dans la structure et donc,
notamment, pas a I'état de protonation des acidesés. La position des atomes d’hydrogéne
peut étre déterminée par de la diffraction desroestmais comparée a la diffraction des rayons
X cette méthode est encore peu employée a causerdiore limité de sources de neutrons ainsi
que de leur flux assez faible, ce qui rend nécessais cristaux de plus grande taille donc encore
plus difficiles & produire [23]. Pour s'affranchde I'étape de cristallisation, la structure
tridimensionnelle des protéines peut étre obterawedp la RMN en solution. Cette méthode est
cependant limitée a I'étude de petites protéindéstsAque la PDB contient plusieurs dizaines de
structures de protéines de taille supérieure a0DOatides aminés obtenues par la méthode de
diffraction des rayons X, elle n’en contient ackeilent que sept de taille supérieure a 1 000
acides aminés obtenue par RMN. Due a ces diffisidtépérimentales, la fraction des protéines
dont la structure primaire est connue pour laquatie structure tridimensionnelle est disponible
est actuellement inférieure a 1 pour 1000 [24].rRmaélérer la détermination des structures des
protéines restantes, de nombreuses personnesllénaivai la mise au point d’outils théoriques
visant a prédire le repliement d’'une protéine ueigant a partir de sa séquence d’aminés.
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1.3 Prédiction des structures tridimensionnelles de S protéines

Depuis 1994, une compétition baptisée CASP (@fitkkssessment of protein Structure
Prediction) est organisée tous les deux ans ais d@mifaquelle des algorithmes de prédiction de
structures tridimensionnelles de protéines, déyseppar prés de 250 groupes de recherche
différents a travers le monde, sont confrontéseaaamtaine de protéines dont les structures sont
connues des organisateurs mais pas des particijzditd.es algorithmes donnant les meilleurs
résultats lors des derniéres compétitions fonctahmous par homologie, selon le principe que
des séquences d’acides aminés similaires condudséet structures similaires. Les structures
sont alors déterminées en comparant les séquefam@ded aminés des protéines cibles, ou des
fragments de leur séquence, a celles déja contelamssla Protein Data Bank. Les meilleures de
ces méthodes ont ainsi pu prédire jusqu'a 10% tlestgres des protéines de la derniére
compétition, CASP9, avec une précision suffisarderpétre utilisables dans des études de
mécanismes biologiques (Figure 1.9). Malgré cessh@sultats, les méthodes par homologie
auront toujours des difficultés a prédire les gtrres de protéines dont peu d’exemples sont
connus, comme les protéines membranaires, ou tastiges de protéines intrinsequement

désordonnées.

Native

HHpred
Rosetta

Fig. 1.9 —Tracé de la qualité des prédictions des différatgerithmes lors du CASP9 en 2010 en
fonction de la difficulté des protéines cibles (gupalité de 100 correspond a une structure ou tess
acides aminés ont été prédits a la bonne positioeg.performances des deux meilleurs algorithmes
HHPred et Rosetta sont respectivement indiqué®eger et en bleu sur le graphique. En haut de la
figure, les meilleures prédictions de trois progsrde degré de difficulté allant de facile, intedmée a
difficile (bleu) sont superposées aux structurggermentales (rouge). Figure tirée de la Réf. [25].
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Une autre approche théorique pour prédire lestsires de protéines consiste a modéliser
les interactions covalentes et non-covalentes attymes. Comme les caractéristigues de ces
interactions sont identiques d’'une protéine a umeea cette approche présente I'avantage par
rapport aux méthodes par homologie de ne pasiétitéé par le nombre de structures différentes
disponibles dans les banques de données. Au-dédapaédiction de la structure d’'une protéine a
I'équilibre, une description correcte des inter@si non covalentes est aussi indispensable a
I'étude de protéines en mouvement, au calcul dstaates d’affinité entre protéines et ligands
ou encore a la détermination de la propension daines conformations de protéines a former
des agrégats. Les champs de force sont un exerephlaéthode utilisant cette approche, ou
I'énergie potentielle d'un systeme est décrite pae somme de fonctions mathématiques
(potentiels) et de paramétres représentant lesrilootibns des différentes interactions. La
structure la plus probable d'une protéine peut iémsétre obtenue en cherchant celle pour
laquelle I'énergie potentielle sera minimale. L&gision des résultats donnés par ces méthodes
dépend donc fortement des fonctions et parametibsés. Ces derniers sont généralement
optimisés sur des molécules organiques simplescpaaparaison avec des calculs précis en
mécanique quantique ou des données expérimenbaes.ce cadre, les études spectroscopiques
de systémes biologiques en phase gazeuse sontyenrde choix d’apporter ces informations.
En isolant ces systemes et en s’affranchissanteffets d’environnement, elles permettent

d’obtenir des résultats directement comparablesdanxées théoriques.

1.4 Spectroscopie de biomolécules en phase gazeuse

A pression et a température ambiante, les peptities protéines sont a I'état solide. Des
alternatives au simple chauffage de ces espeagiefant été développées afin de transférer ces
dernieres en phase gazeuse en limitant leur déitigpo La technique de désorption laser
permet de produire des biomolécules neutres & Betzeux [26]. Les techniques de désorption-
ionisation laser assistée par matrice (MALDI) [2T]d’ionisation par électronébuliseur (ESI, de

I'anglaisElectrospray lonization[28] sont les plus courantes pour la productioong.

Les technigues spectroscopiques utilisées ensaitent selon la taille des systémes
étudiés. Les plus gros systemes, des protéinesramtt jusqu’a plusieurs dizaines, voire
centaines d’acides aminés, sont produits en phaseuge sous forme ionique (par MALDI ou
ESI). La fragmentation de protéines apres excitatiptique ou par collisions peut étre étudiée

par spectrométrie de masse [29, 30, 31, 32]. LAnigne de mobilité ionique, qui mesure la
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vitesse de déplacement d’'un ion en présence d’'ampheglectrique dans un tube contenant un
gaz tampon, permet de différencier les structugptiées des structures étendues mais ne donne

pas acces a la structure précise d’'une espece34335].

Les premiers spectres électroniques d’acides anairg¥satiques isolés en phase gazeuse
(phénylalanine, tyrosine et tryptophane) ont étégistrés par le groupe de Levy dans les années
1980, grace a la technique spectroscopique d’ibaisaésonante a deux photons [36, 37]. Ces
spectres présentaient de nombreuses structureadiessbandes vibroniques et a la présence de
plusieurs conforméres. Le nombre de conforméres &tpe déterminé par la suite par des
méthodes de saturation [36], de fluorescence digépg38] et de dépopulation UV-UV [39]. Ces

techniques ne permettent cependant pas d’accéaetraicture des especes observees.

Des informations structurales peuvent en revandne ébtenues par spectroscopie
vibrationnelle dans le domaine de l'infrarouge. éifet, les fréquences de vibration des liaisons
C=0 et N-H sont particulierement sensibles ausdias hydrogene et permettent de localiser les
positions de celles-ci dans la molécule. La spsctpie de double résonance IR-UV est une
technique trés utilisée pour enregistrer des speate vibration, elle présente I'avantage d'étre
sélective en conformation mais nécessite la présdhun chromophore UV. Elle a été appliquée
a la détermination de structures de peptides rewtneioniques contenant jusqu’a une dizaine
d’acides aminés [40, 41, 42, 43] et de leurs hgdr{d4, 45]. C’est la technique que nous avons
employée dans nos travaux et dont le principe slétaillé au Chapitre 2. Les spectres de
vibration de peptides chargés ou de peptides co@plpar des ions peuvent étre enregistrés sans
besoin d’'un chromophore UV grace a la techniqueiggociation multiphotonique IR (IRMPD,
de I'anglaisIR Multiphoton Dissociation[46, 47]. Cette méthode fait appel a un procesius
fragmentation qui résulte de I'absorption successle photons IR suivie d’'une redistribution
intramoléculaire de I'énergie vibrationnelle pertast d’atteindre la limite de dissociation du
systeme. L'apparition de fragments en fonction’dedrgie des photons IR est ensuite détectée
dans un spectromeétre de masse. Mais la tempéemsreons formés par cette méthode conduit

souvent a des spectres complexes dus aux contriisuties différentes conformations peuplées.

La spectroscopie micro-onde permet de remonter @anstantes rotationnelles d’'un
systeme et ainsi de déterminer précisément la g#emdes conformations observées, par
comparaison a des constantes rotationnelles dewtes calculées. Cette technique est cependant
limitée aux systemes de petite taille, de moléculesiéles d’'une liaison peptidique constituées

de quelques atomes jusqu’a de simples acides adi®£49, 50].
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1.5 Motivations et stratégies d’étude

Ce travail a un objectif double : d’'un cété étudéediversité conformationnelle de petites
chaines peptidiques, dans le but d’obtenir desrmditions sur les interactions intra- et inter-
moléculaires intervenant dans ces systémes, et’aldrel documenter leur dynamique
électronique et notamment la dépendance de cettede avec leur structure. Dans les deux cas,
la phase gazeuse offre une approche élégante faater tes questions en isolant les molécules
gue I'on souhaite étudier et en contrélant de famassi soignée que possible des paramétres tels
que leurs températures rotationnelle et vibratidermu leur degré de solvatation. Elle présente
également 'immense avantage d’'une comparaisodeapiec la théorie.

1.5.1 Etude structurale

Dans I'objectif d’affiner les modéles d’interaat®intra- et intermoléculaires typiques des
protéines, nous avons cherché a isoler et a casmtdes conformations (les structures
secondaires) les plus stables adoptées par deweshadptidiques en phase gazeuse. Nous avons
employé pour cela des techniques de spectroscapar kssociées a des calculs de chimie
guantique, que nous avons appliqguées a des systerodsles mimant des fragments de
protéines. Les systemes choisis sont des peptidespiobtégés car leurs extrémités ont été
chimiqguement modifiées afin de ne pas perturbeepiement de la chaine. En effet, a cause du
nombre réduit d'acides aminés dans les peptidetiésticomparé a celui dans une protéine, les
groupements terminaux -NHet -COOH des acides aminés naturels pourraieat&tiorigine
d’interactions et de structures secondaires notingetes du point de vue de I'étude des chaines
de protéines. Par conséquent, I'extrémité N-terfeimaété protégée par un groupement acétyle
(Ac : CHs-CO-) et I'extrémité C-terminale a été protégéd par un groupement amine (-
un groupement méthylamine (-NH-GHoté aussi -NHMe) ou encore un groupement benzyle
(-CH»-CgHs, noté aussi -CHPh ou -Bn). Un peptide constitué de deux acidaaésret protégé a
ses deux extrémités contient donc trois liaisommigeues (Figure 1.10). Selon les auteurs, il est
considéré comme udipeptide(ce quistricto senswest une appellation impropre) ou onodele
de tripeptide(chaque protection jouant le réle d’'un « demi ésidu). Dans la suite du manuscrit,

le termedipeptide protég&era employé pour faire référence a un tel systéme

La stratégie expérimentale sélectionnée consates din premier temps a vaporiser les

peptides protégeés par une technique de désorpisen, Icouplée a une détente supersonique pour
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refroidir ces molécules flexibles et les piéger dé&urs conformations de plus basses énergies
[51]. Des techniques de spectroscopie laser seeostite utilisées pour caractériser ces
conformations. La technique d’ionisation résonaatdeux photons a une couleur (IR2P-1C)
permettra d’accéder a la signature électroniquesygstemes étudiés. Cette méthode d’ionisation
présentera l'avantage d’apporter par la suite uékecsvité conformationnelle entre les
différentes structures d’'un peptide présentes es@lgazeuse. Le choix de réaliser des spectres
d’action est aussi justifié par la plus grande &®lité de la mesure d’une quantité d’ions formée,
par rapport a la variation d’une intensité lumireees spectroscopie d’absorption classique. Les
signatures vibrationnelles des différents confoemél’'un peptide seront obtenues sélectivement

par la mise en ceuvre de la spectroscopie de doébderance IR-UV.

Extrémité Extrémité
N-terminale C-terminale

Ry H |o|

| —— Liaison peptidique

H O R,

Peptide naturel
Groupementv_u .
Acetyle‘;,._,- 0O R lIl @) _ Groupement
b) | | )\/N | | Hﬂ Amine
H O

Peptide protégé

Fig. 1.10 —a) Schéma d’un dipeptide naturel, notéRR. b) Schéma d’un dipeptide Ag-R-NH,,
protégé a ses deux extrémités par un groupemenhtla@t un groupement amine.

Outre les avantages déja évoques, la techniqiR2B4LC est aussi un moyen d’ioniser
des peptides a partir de lasers émettant danshaide du proche UV, le domaine des UV entre
200 et 400 nm qui n’est pas absorbé par le dioxygknl’air, ce qui allege considérablement le
dispositif expérimental : les faisceaux lasers WAUyent se propager dans I'air ambiant et ne
nécessitent pas une atmosphere contrélée ou unpoigesé. La principale contrainte de cette
méthode est alors que les peptides doivent condenimoins un chromophore absorbant dans la

région du proche UV. Cette condition est en paligcisatisfaite lorsque la chaine polypeptidique
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possede un des trois acides aminés suivants : dayfatanine, la tyrosine ou le tryptophane
(Figure 1.11). En effet, parmi les acides amindsreés, seuls ces trois acides aminés possedent
un systeme aromatique sur leur chaine latéralerisad I'absorption d’'un photon dans ce
domaine spectral. L’histidine est un cas particuli@cide aminé aromatique et n’est pas classé
avec les précédents car le domaine d’absorptiochdomophore situé sur sa chaine latérale est
centré vers 200 nm et s’étend donc au-dela du prad¥i. La longueur d’'onde nécessaire a
I'ionisation de la plupart des molécules aromatggse situe entre 130 et 180 nm, I'absorption de
deux photons successifs dans le domaine 200 -#0@aut donc apporter suffisamment
d’énergie pour réaliser ce phénomene. Tous lesdespprotégés présentés dans la suite de cette
étude présenteront un chromophore aromatiquessola chaine latérale d’un des acides amines,

soit comme groupement protecteur (cas du groupe+Bait

0] O o 0]
Phénylalanine Tyrosine Tryptophane Histidine

Fig. 1.11 —Représentation des acides aminés naturels poaaichromophore aromatique

La spectroscopie de double résonance IR-UV visaractériser les réseaux d'interactions
non-covalentes qui gouvernent les conformationsp@@s en phase gazeuse. Une attention
particuliere sera portée a la signature infraradige modes de vibration des groupements amides
CO-NH car ils sont trés sensibles a la présenceedgpe d’interactions. Les principaux modes
de vibration des groupements amides sont les sigivan
- Le mode amide A (3200-3600 &inqui correspond & I'élongation de la liaison N-H.
- Le mode amide | (~1650 ¢th qui correspond principalement a I'élongation ee |
liaison C=0 couplée aux modes d’élongation ded&din C-N et de déformation dans
le plan de la liaison N-H.

- Le mode amide Il (~1550 ¢t qui correspond principalement & une combinaigon e
opposition de phase du mode de déformation damdale de la liaison N-H et du
mode d’élongation de la liaison C-N, faiblement plée au mode de déformation

dans le plan de la liaison C=0.
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- Le mode amide Il (1200-1400 ¢ qui correspond principalement a une
combinaison en phase du mode de déformation dapkaede la liaison N-H et du
mode d’élongation de la liaison C-N.

- Le mode de déformation hors plan de la liaison K6D-700 crit)

En régle générale, les liaisons hydrogene ont teselax abaisser les fréquences de
vibration des modes d’élongation (modes amide Ametde 1) et augmenter les fréquences de
vibration des modes de déformation (modes amideartide Il et hors plan). Une liaison
hydrogéne N-H-O peut ainsi conduire & un décalage de 100 & 200wens les basses
fréquences de la fréquence de vibration d'un matdéde A par rapport a la fréquence de

vibration d’'un groupement N-H libre [43].

1.5.2 Etudes de dynamiques électroniques

La section précédente montre tout le savoir enéemeaide préparation, d’isolement et
d’identification d’'une conformation précise. Cetigproche de phase gazeuse permet d’imaginer
etudier I'influence de la conformation sur des pimanes physico-chimiques élémentaires que
peut subir la molécule, comme des dynamiques déization entre conformations [52, 53] ou
encore des dynamiques de dissociation de compl@xdds L'étude présentée ici s’'est plutbt
tournée vers les phénomenes de dynamique éleatené cherchant a répondre a la question
comment un peptide relaxe-t-il son énergie éledtyam aprés photoexcitation Pidée étant de
réaliser une photophysique conformationnellemelgictige ; avec en toile de fond la démarche
de comparer a la théorie, a la fois pour aider@tapréhension des phénoménes observés, mais
aussi pour tester les méthodes théoriques permdttdorder I'étude de systemes de cette taille.

Le chapitre qui suit sera consacré a la descripties méthodes spectroscopiques, du

dispositif expérimental ainsi que des outils theaeis employés dans cette étude.

Le refroidissement d’une molécule flexible dang wiétente supersonique, qui conduit a
piéger celle-ci dans une conformation préciseuasprocessus complexe faisant intervenir une
grande guantité de parametres. Le chapitre 3 erposemodele statistique de refroidissement de
molécules dans une détente supersonique dévelaplaaratoire dans le but de rationaliser les
rapports d’abondances entre conformations obtexperienentalement.
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Ces travaux serviront de base théorique a la pra&sen, dans le chapitre 4, d’études
conformationnelles de systemes biologiques modpsspectroscopie de double résonance
IR-UV en phase gazeuse. Cette technique expériteesdaa introduite par I'étude d’'une chaine
peptidique modele simple, la phénylalanine protégées appliquée a deux familles de systémes
choisies pour modéliser des interactions typiquésentes dans les protéines : les interactions

protéine-solvant et les interactions hydrophobes.

Enfin, dans le chapitre 5, nous revisiterons latpphysique des protéines en explorant la
relation entre la conformation d’'une chaine peptidi et sa réactivité a travers la dynamique
électronique mesurée, pour des conformations dées@le peptides modeles, par des techniques

spectroscopiques pompe-sonde ou par détectiomoleficence.
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Chapitre 2

Méthodologies

L'étude de biomolécules en phase gazeuse nécessiterge ensemble d’outils,
aussi bien expérimentaux que théoriques, qui sefobjet ce chapitre. Notre stratégie
expérimentale repose sur des techniques spectigeespmultiphotoniques qui, associées a
'emploi d'un jet supersonique, permettent d’obtedes informations tres précises sur ces
systéemes. Néanmoins, devant la grande complexgéygiemes flexibles étudiés, une analyse
détaillée des résultats expérimentaux demande sbleseoutien d’outils théoriques performants.
La premiéere partie de ce chapitre sera consacrééeahniques spectroscopiques utilisées dans
nos travaux, dans la deuxieme partie sera décritdetage expérimental et dans une derniére

partie seront développées les méthodes de calqlbgées dans cette étude.

2.1 Méthodes spectroscopiques

Les signatures électroniques et vibrationnelles pieptides protégés étudiés en phase
gazeuse seront obtenues respectivement par la eniseeuvre des techniques d’ionisation
résonante a deux photons a une couleur (IR2P-1d® dbuble résonance IR-UV. Ces techniques
présentent 'avantage d’apporter une sélectiviténeasse et en conformation des systemes
présents dans la détente supersonique et une uneiensibilité que celle pouvant étre obtenue
par une spectroscopie classique d’absorption. lraedde vie du premier état excitét de ces
molécules sera sondée au moyen d’'une méthode psomgle par ionisation résonante a deux

photons a deux couleurs (IR2P-2C) et de mesurélsatescence.
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2.1.1 Spectroscopie électronique : lonisation réson  ante a deux photons a
une couleur (IR2P-1C)

Lors du processus d’ionisation résonante a deoxopls, le systeme est porté de son état
fondamental §a un état excité intermédiairg, Sci le premier état excitart, par un premier
photon, puis est ionisé par I'absorption d’un déme photon (Figure 2.1). On parle de processus
d’ionisation résonante a deux photons a une coyl®&P-1C) lorsque les deux photons sont
issus de la méme impulsion laser et possédenthaenédergie. Un peptide ne peut étre ionisé par
ce processus que si I'énergie du premier photorespond a celle d’une transition résonante de
I'état fondamental vers un état électronique ex¢iérationnellement excité ou non). Deux
conditions sont donc nécessaires pour pouvoir dssifle spectre obtenu via la détection d’'un
signal d’ions au spectre d’absorption direct igifurée de vie de I'état excité intermédiaire doit
étre suffisamment longue pour ne pas limiter I'apgon du second photon et (ii) la section
efficace d’ionisation doit peu varier dans le dameaspectral considéré. Ces conditions sont

généralement satisfaites, méme si des contre-ersrfggheux ont été mis en évidence [1, 2].

Energie
A A
s | QN
s | )N
hv,
I S S,
A
hv,
AN ><
S E— hviaA~
—l 5,
A So
B
IR2P-1C

Fig. 2.1 —Schéma du principe d'ionisation résonante a ddwtgns a une couleur pour deux
conformations A et B d’'un méme peptide. L'énergiplibton UV est résonante avec la transitigh-S
du conformere A mais pas avec celle du conformeRoBr des photons de cette énergie, seul le
conformere A est ionisé et est donc finalementct&tglectivement.
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La formation d’ions et leur détection par un spatietre de masse apporte un avantage
majeur : celui de pouvoir distinguer les ions sdkur temps de vol, qui dépend de leur rapport
masse/charge. Il est alors possible de réaliséa dpectroscopie résolue en masse, par exemple
dans le but d’identifier la contribution de difféte isotopologues au spectre électronique d’un

mélange de peptides sous plusieurs états de diéorera

De plus, la signature électronique d’'un chromophi@duit les perturbations induites par
son environnement. Or, pour un méme peptide, cat@mement varie d'une conformation a
une autre et peut ainsi produire, dans certains gasdéplacement assez grand entre les
transitions $—S, de chaque conformeére ou induire des activités dkr@ondon suffisamment

différentes pour permettre de les distinguer dasspectres IR2P-1C.

2.1.2 Spectroscopie vibrationnelle : Double résonan  ce IR-UV

a) b)
Energie du photon IR résonante avec une Energie du photon IR non résonante avec
transition vibrationnelle du conformere A : une transition vibrationnelle du conformere A :
dépopulation du niveau v = 0 de | ’état S, pas de dépopulation
Energie Energie

A A 2
 on d on

A A
At — S At — S

—— ——fr
th th
AN AN
v i 1 Wi 1

— 1 s MY, A3 — 1 5

A A A A

Pompe Sonde Pompe Sonde
Nombre d ’ions formés Nombre d 'ions formés
par le laser sonde UV 4 par le laser sonde UV 4
' Energie du Energie du
hv, photon pompe IR hv’, photon pompe IR
Signal de sonde affaibli Signal de sonde normal

Spectroscopie de double résonance IR-UV

Fig. 2.2 —=Schéma du principe de la spectroscopie de dodsierance IR-UV appliquée a un conformere
noté A.
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La spectroscopie de double résonance IR-UV estetteique qui permet de sonder les
fréequences de vibration d’'un systeme tout en tigamfit de la sélectivité en masse et en
conformation apportée par I'lR2P-1C. C’est donc om&hode de type pompe-sonde, employant
deux lasers. Le laser de pompe émet des photoregdnfies de longueur d’onde variable et
balaie le domaine d’absorption des modes de viwatie la molécule. Une centaine de
nanosecondes apres I'impulsion du laser de poredasér de sonde, dont I'énergie des photons
est fixe et correspond a la transition<S5 d'un des conforméres dans I'UV, ionise
sélectivement ce conformere par la méthode IR2PL&Gignal de sonde est proportionnel a la
population du conformére sondé se trouvant damsvisau vibrationnel fondamental (v = 0) de
I'état S. Lorsque les photons infrarouges émis par le ldesggompe sont en résonance avec une
transition vibrationnelle de ce conformere, le awdondamental est dépeuplé, ce qui entraine
une diminution du signal sonde mesuré (Figure 2Paht que les photons infrarouges ne sont
pas résonants avec une transition de ce conformégee s'ils le sont avec des transitions
d’autres conformeres, la quantité d’ions forméderasconstante (Figure 2.2b). Un des intéréts
majeurs de cette technique laser menée en phasusgazst donc de pouvoir mesurer

indépendamment les spectres IRcacunedes conformations.

Lors des expériences de double résonance IR-UVrisme de renvoi du faisceau sonde
UV situé a la sortie de la chambre d’expérience utdisé pour former une deuxieme zone
d’interaction avec la détente supersonique et aiorgier deux paquets d’ions, séparés
spatialement, a chaque tir laser : un seul desgiscaura été éclairé par le laser pompe dans
l'infrarouge, I'autre servira de référence. En nalisant le signal d'ions correspondant au paquet
« IR » par celui correspondant au paquet « UV seoh peut ainsi s’affranchir des fluctuations
tir a tir et des variations a long terme des comalét de désorption. Dans la suite, les spectres de
vibrations obtenus par la méthode de double résend-UV seront présentés sous la forme de
bandes d’absorption relatives (normalisées) etdeodéplétion (absolues).

2.1.3 Mesures des durées de vie des états excités

Dans l'objectif de caractériser les durées dedugremier état excitdTt des systemes
etudiés, deux techniques expérimentales complémesiant été choisies : I'ionisation résonante

a deux photons a deux couleurs (IR2P-2C) et desmeesle déclin de fluorescence.

Le processus d'IR2P-2C est comparable a I'IR2Pgk€senté précédemment, a la

différence prés que le photon servant a exciteyséme de I'étato3 I'état S (photon pompe)
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et le photon utilisé pour ioniser a partir de ItéSa (photon sonde) proviennent ici d'impulsions
laser distinctes et de longueurs d'onde différerfteigure 2.3a). Ce découplage accorde la
possibilité de pouvoir varier lintervalle de temp@s$ entre les phénomenes d’excitation et
d’ionisation et donc de pouvoir suivre I'évolutiale la population restante dans I'état (&
premier état excit&rt) en fonction du temps. Les longueurs d’onde dasxdohotons sont fixes
au cours de I'expérience d’'IR2P-2C. Les photonsaderemiére impulsion laser sont résonants
avec une transition 18-Sy, d’'un des conformeres. Pour éviter I'absorption ddeix photons
successifs provenant de cette impulsion l'intendéécelle-ci est atténuée de maniere a rendre
négligeable le processus d’'IR2P-1C. Dans la sigtesignal résiduel di a ce processus sera
toujours soustrait du signal total. L'énergie démtpns de la seconde impulsion est choisie
suffisamment faible pour que ceux-ci ne puissestipteragir avec des molécules dans leur état
fondamental. L'IR2P-2C est une technique qui readsjble la mesure de la durée de vie d’'un
état excité d’'une molécule avec une sélectiviténasse et en conformation. Cependant, elle ne
permet pas de s’assurer que |'état excité dontutéedde vie est mesurée est bien |'état
originellement excité et qu’il n’y a pas eu de cersion rapide entre états électroniques pendant
At.

a) b)
Energie Energie
A A
— * lon I N |Oon
hv,
I - -
— —L s, — —1— s,
At At
hv, ’ hv, ’ s
AN AN
_ 1 _ 1 v
 E—— S, S ]
A A A A
Nombre d ’ions Nombre de photons
détectés détectés
At At
0 0
IR2P-2C Fluorescence

Fig 2.3 —Schéma du principe a) de l'ionisation résonantieax photons a deux couleurs (IR2P-2C) et b)
des mesures de déclin de fluorescence.
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Un moyen de pallier ce manque est de réalisemuesures de déclin de fluorescence,
c’est-a-dire de détecter, en fonction du tempshydmbre de photons émis par des molécules
excitées lors de leur relaxation vers I'état fondatal (Figure 2.3b). De maniére générale, les
états électroniques vers lequel peut relaxer I'étattértrt n’étant pas fluorescents, ou bien trés

peu, la méthode par fluorescence est essentielteseanible a I'étatrrt.

2.2 Dispositif expérimental

Les techniques spectroscopiques employées néggsgivers €léments de montages : la
production de molécules en phase gazeuse, leuaBani optique par des lasers fonctionnant en
régime impulsionnel et la détection des ions ou mlestons résultants. Les résultats présentés
dans cette étude ont été obtenus a partir d'expEEeréalisées au laboratoire Francis Perrin
(LFP) du CEA de Saclay, au Centre Laser de I'UrsiNérParis-Sud (CLUPS) a Orsay et a la
Fondation pour la Recherche Fondamentale sur laeMa(FOM) a Rijnhuizen aux Pays-Bas,
avec le laser a électrons libres FELIX. Les digjifessexpérimentaux utilisés dans chacun de ces
endroits sont trés similaires ; ils difféerent pipalement par les caractéristiques des lasers
employés (durée d’impulsion pour les lasers UV jmégpectrale pour les lasers IR), comme

indiqué dans le tableau 2.1.

Ordres de grandeur des
_ i _ . Région spectrale . o
Laboratoires durées d'impulsion des Expériences réalisées
des lasers IR

lasers UV
. _ IR2P-1C, IR-UV,
LFP 10%s 3000 — 3800 crh
IR2P-2C, Fluorescence

CLUPS 10'ts IR2P-2C

FOM

10%s 40 — 2500 cih IR-UV

(FELIX)

Tab. 2.1 -Comparaison des caractéristiques des chainesddd¥ret IR des différents laboratoires dans
lesquels ont été effectuées des expériences dietatthése.
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2.2.1 Production de biomolécules en phase gazeuse

Les peptides étudiés sont des produits commerciiiont été achetés chez GenScript

Corporation puis utilisés sans purification ultére

Dans les conditions standards de température gireksion, ces molécules sont sous
forme solide et possédent une pression de vapéunaste extrémement faible. Pour augmenter
cette derniére et obtenir une pression suffisamtepeptides neutres en phase gazeuse pour
permettre leur détection il serait envisageabléedehauffer directement, mais les peptides étant
des biomolécules relativement fragiles, ils se démmsent rapidement sous leffet de la
température. Pour limiter ce phénoméne, le disipasis en ceuvre au LFP repose sur une
technique de vaporisation par désorption laser [éeup une détente supersonique [3]. Cette
technique de vaporisation, développée dans lesean®@90, est assez proche de la technique
MALDI classiquement utilisée en spectrométrie desseapour porter des biomolécules chargées
en phase gazeuse et qui a valu le prix de Nob&himie a Tanaka en 2002. Elle a été depuis
largement utilisée pour réaliser la spectroscopiendlécules neutres [4, 5, 6, 7, 8]. Son principe
est d'utiliser une matrice capable d’absorber Ini&re, dans notre cas le graphite excité a la
longueur d’'onde de 532 nm. L’échauffement de laricgt contrdlé par un laser, conduit a sa
vaporisation ainsi que celles des molécules quiiatient. Outre le faible taux de dégradation
des peptides par rapport a la méthode par chauffagechnique de désorption laser présente
egalement I'avantage de ne requérir que de fadplesitités de produit (typiquement de I'ordre

de 50 mg par échantillon).

. Fibre optique

Vanne pulsée
Expansion
/ supersonique pulsée
Y
o \

%
0P 90 g0 49

Gaz porteur «#$sys £s3x8

Echantillon
(peptide + graphite)

Fig 2.4 —Schéma du dispositif de vaporisation par désorpléser.
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En pratique, une pastille de 6 mm de diametréegtviton 2 mm d’épaisseur est obtenue
en pressant un mélange de poudres de graphite pemtale, respectivement en proportion
molaire 4 : 1, dans une presse hydraulique, soaspugssion d’environ 1,6 tonnes. Le faisceau
d’'un laser pulsé Continuum Minilite Nd : YAG doubéh fréquenceA(= 532 nm, 10 Hz, 0.5-

3 mJ par impulsion), guidé par une fibre optiqust,eavoyé sur la pastille ou il est absorbé par la
matrice de graphite, permettant alors la vapodsadie I'échantillon (Figure 2.4). Pour diminuer

la vitesse d’altération de la surface de la pastélle-ci est placée sur un chariot effectuant un
mouvement de va-et-vient dans une direction pelipalaire aux axes du faisceau laser de
vaporisation et de la détente supersonique et assamsi un balayage de toute la surface de
I'échantillon par le laser. Régulierement, lorsqaedégradation de cette surface devient trop

importante celle-ci est régénérée par limage.

Le dispositif de vaporisation par désorption lagdécrit ci-dessus a été adapté a la
chambre d’expérience du CLUPS lors des mesuresidesl de vie dans le régime picoseconde.
Le dispositif utilisé au FOM, inspiré de celui diogpé par deVries a I'Université de Californie,
Santa Barbara [9], repose sur le méme principe; aganmoins quelques différences. Dans ce
dernier, le mélange de poudres de graphite et pliedeen’est pas pressé : une fine couche en est
déposée sur un support en graphite de 5 cm deelbBgnm de large. A chaque tir, I'énergie de
I'impulsion émise par un laser Nd : YAG a 1064 nsh suffisante pour vaporiser toute la poudre
éclairée par le laser. Un mouvement de translateoma-et-vient n’est donc pas possible dans ce
cas, un léger déplacement du support en graphiteefésctué entre chaque tir laser et

I’échantillon est renouvelé lorsque toute la powlété vaporisée.

Le protocole de préparation des pastilles a éptédaux études de microsolvatation et de
deutération des peptides. Les pastilles microsébsabnt été préparées en ajoutant deux a trois
gouttes de solvant au mélange de poudre juste aeaptesser I'échantillon. Les molécules de
solvant sont donc désorbées de la matrice de geaphi méme temps que les peptides. La
deutération des peptides a, en revanche, étégéaiant I'expérience en dissolvant ceux-ci dans
un solvant deutéré, contenant également la pousligraphite, pendant 170 heures a 40 °C. Les
pastilles ont ensuite été pressées aprés évaporatigolvant a pression atmosphérique. Afin de
contrbler le degré de deutération, le solvant sdtilest constitué d’'un mélange de méthanol
deutéré (CHOD) et d’éthanol (gHsOH) dans des proportions respectives allant de: D08
33 : 66.
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Les peptides vaporisés suite a I'impulsion durlasedésorption sont relativement chauds
et possedent suffisamment d’énergie pour expldfErentes conformations. Il est nécessaire de
les refroidir afin de créer des systemes isolégid$r conduisant a des signatures
spectroscopiques sans élargissement spectral etopaequent exploitables pour réaliser des
attributions de structures secondaires. Les maécehaudes vont pour cela croiser l'axe
d’expansion d'un jet supersonique ou, par collisioguccessives, leur énergie interne
rovibrationnelle sera convertie en énergie de tatios. Un jet supersonique est formé par
détente adiabatique d'un gaz, dans notre cas,dsoltargon, soit un mélange 70 %/ 30 % en
volume d’hélium et de néon a des pressions ingiadspectives de 9 et 20 bars, a travers une
vanne pulsée (General Valve, orifice de 300 ou 1000 cadence de 10 Hz) dans une enceinte
maintenue sous une pression de I'ordre d& m®ar par une pompe turbomoléculaire de grand
débit (1700 L/s). Les propriétés d’'une détente mgreque seront évoquées plus en détail dans la
partie 3.2.2 du chapitre 3. Les molécules entraipée le jet supersonique sont ensuite dirigées

vers la zone d'interaction avec les faisceaux &aser

2.2.2 Systémes lasers

Chaine Laser sonde

Dispositif de i
Fibre optique détection de la . 3; Las_e.-r Nd.YAG_{ .‘;- 355 nm)
fluorescence 4 : Laser a colorant (% = 256-294 nm)
Laser de 1 : Monochromateur 3
désorption 2 : Photomultiplicateur

Nd:YAG Y

(% =532 nm)
anne
pulsée

Gaz porteur
(Ar ou He/Ne

\— Chaine Laser pompe
5 : Laser Nd:YAG (. = 1064 nm)

x %ﬂ 6 : OPO LiNbO, ou KTP
Grilles Hautes Tension \ (B =2500:4000 )

Ecorceur

Spectrométre de masse

Expansion supersonique L
a temps de vol

Fig 2.5 —Schéma du dispositif expérimental. Lors des e&pées d'IR2P-2C les lasers 5 et 6 sont
respectivement substitués par un laser a excipéxa laser a colorant.
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Outre le laser servant a la désorption des peptldadispositif expérimental est constitué
de plusieurs chaines lasers UV et IR dédiées aunkestspectroscopiques de ces molécules
(Figure 2.5). Les mesures de spectres électrosigleespectres vibrationnels dans la région des
modes amides A (3200-3600 Cjret les expériences d'IR2P-2C en régime nanosecont été
menées au sein du Laboratoire Francis Perrin (ldtPXCEA de Saclay. Les dynamiques de
relaxation électronique rapides ont été étudiéema@yen des lasers picoseconde du Centre Laser
de I'Université Paris-Sud (CLUPS) a Orsay. La smpsttopie IR dans le domaine des modes de
déformation hors plan des liaisons N-H (400-700'cma été réalisée avec le laser & électrons
libres FELIX du FOM a Rijnhuizen (Pays-Bas).

2.2.2.alLasers UV

Les chaines lasers UV nanosecondes utilisées &udtFau FOM sont composées de
lasers a colorant (Lambda Physik LPD3000 et Radigets Narrow Scan) pompés par un laser a
exciplexe XeCl (Lambda Physik EMG 102 MSC) ou welaNd:YAG (Continuum Precision 11).

Le principe du laser a exciplexe repose sur I'eicih d’'un mélange de gaz, ici un
mélange de xénon, de chlorure d’hydrogene et damtgmpon constitué d’hélium et de néon,
par une décharge électrique. A I'état excité senéoun complexe stable XeCI* qui, lors de sa
relaxation vers son état fondamental, se dissatiéneettant un photon de longueur d’onde fixe
(308 nm pour XeCl*). Les impulsions produites parlaser ont une largeur temporelle de 15 ns

et une énergie de I'ordre de 150 mJ.

Le milieu amplificateur d’'un laser Nd:YAG est unistal, un grenat d’yttrium et
d’aluminium (Ys**Als>*0.,%) dans lequel une partie des ion¥ ¥nt été substitués par des ions
néodyme N&". Un pompage optique a 'aide de lampes flash pedmeéaliser une inversion de
population des ions N8 qui résultera en un rayonnement laser & 1064 nantrbisiéme
harmonique de ce rayonnement, d’une longueur d’'aed855 nm, est utilisée pour pomper les

lasers a colorants.

Le laser a exciplexe et le laser Nd:YAG émetterst idgoulsions lasers intenses, mais de
longueur d’onde fixe. Un laser a colorant est dplacé en sortie de ceux-ci afin d’obtenir une
accordabilité en longueur d'onde du faisceau U\kes8aire a nos études spectroscopiques.
Ainsi, pour accéder a la bande d’absorption du pleédans le proche UV (~266 nm), le
rayonnement doublé en fréquence de la coumarind,54@ colorant dont le maximum

d’émission se situe a 537 nm en solution dansdi&h a été utilisé. Ce colorant est efficace pour
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un domaine s’étendant de 512 a 588 nm. Le douldageéquence est realisé par un cristal non
linéaire de BBO (Figure 2.6). On obtient finalement faisceau UV caractérisé par des durées
d’'impulsion de I'ordre d’une dizaine de nanosecandee largeur spectrale de 0.2%cet des

énergies de I'ordre de 5Q par impulsion dans le domaine d’absorption gehknylalanine.

L

Cristal doubleur
'\ de BBO

Laser pompe Compensateur
(. = 355 ou 308 nm) \, /
4

{‘* Laser induit
(. accordable de Laser induit doublé
512 & 588 nm) M \ entre 256 & 294 nm)
Réseau actionné VJA t_y
par un moteur Cuve a colorant Cuve a colorant Prismes de
(oscillateur et pré- (amplificateur) Pélin-Broca

amplificateur)

Fig 2.6 —Schéma de principe d’'un laser a colorant.

Pour les expériences dans le domaine picosecoralsées au CLUPS a Orsay, la
troisieme harmonique a 355 nm du rayonnement issa thser picoseconde Nd:YAG a
verrouillage de modes (EKSPLA-SL300) est séparédeax faisceaux permettant de pomper
chacun un amplificateur paramétrique optique, Adine de I'accordabilité en longueur d’onde
de cette chaine laser, couplé a un systéme deag@mér de seconde harmonique (EKSPLA-
PG411). Cette chaine laser produit des impulsiomsedlargeur temporelle de 10 ps avec une

largeur spectrale de 5 chet des énergies par impulsion de I'ordre de [ 1.2(10].

2.2.2.bLasers IR

La chaine laser IR utilisée pour étudier les maataies A (3200-3600 chy se divise
elle aussi en deux parties : un laser Nd:YAG émetiaune longueur d’onde fixe de 1064 nm est
chargé de pomper un oscillateur paramétrique opti@iPO) assurant I'accordabilité en longueur
d’'onde du faisceau IR. Un oscillateur paramétrigpéque est constitué d’'une cavité optique
contenant un cristal non linéaire, ici du niobat ldhium (LiNbG;) ou du phosphate de
potassium titanyl (KTP). lls permettent de couwrre région allant de 3000 & 3800 tnte
cristal de LiNbQ présente néanmoins une forte bande d’absorptite 8465 et 3500 cthqui
résulte en un effondrement du gain du milieu angali€ur. L'absence de photons dans cette

région empéche la détection avec ce cristal deddsad’absorption correspondant aux modes de
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vibrations d’élongation des groupements NH librégst-a-dire n’étant engagés dans aucune
interaction intra- ou intermoléculaire. Cependdag structures secondaires de peptides sont
déterminées par leur réseau de liaisons hydrogdlies, peuvent donc étre identifiées méme sans
avoir caracterisé le domaine spectral des vibrataes groupements NH libres. Les impulsions
produites par cette chaine laser ont une largeentspe de 1 cihet une énergie de l'ordre de
1mJd.

Pour accéder au domaine des modes de déformaiirgnplan des liaisons N-H dans le
lointain infrarouge (400-700 ¢ une autre source de lumiére a été utilisée,derla électrons
libres FELIX (Free Electron Laser for Infrared eXipgents). Le principe de ce laser repose sur le
rayonnement synchrotron, le rayonnement produidparparticules chargées en mouvement non
rectiligne uniforme. Les particules chargées, &3 électrons, sont accélérées jusqu’a des vitesses
relativistes avant de passer au travers d’'un ondulme série d’aimants permanents qui crée un
champ magnétique périodique perpendiculaire a lactibn des électrons (Figure 2.7).
L’onduleur force les électrons a adopter une ttajee sinusoidale et a émettre des photons par
rayonnement synchrotron. La longueur d’onde dumagment émis par ce laser peut étre ajustée
en modifiant la vitesse du paquet d’électrons odiséance entre les aimants dans I'onduleur. La
largeur spectrale de FELIX dans le domaine étustiée I'ordre de 1%, soit environ 5 ¢rdans

le domaine étudié.

Faisceau

d’électrons Onduleur
relativistes \ /

Accélérateur /

d’électrons

Rayonnement
synchrotron

Fig 2.7 —Schéma de principe d’'un laser a électrons libres.

- 44 -



Chapitre 2

2.2.3 Détecteurs

2.2.3.a Détection des ions

Les peptides ionisés sont détectés par un spestr@me masse a temps de vol, utilisé en
mode linéaire ou en mode réflectron [11, 12], cepgumet une détection des ions sélective en
masse et donc I'observation de la formation d’éwvelst fragments ou agrégats dans la détente
supersonique. Le principe de ce détecteur repaske $ait que des ions de méme chaggmais
de massesn différentes n’acquiérent pas la méme vitesse apogglération par un champ

électrique. Le temps que mettent les ions pour quaic la zone de vol libre est alors
proportionnel a/m/q.

Le schéma d’'un spectrométre de masse a tempsl éstvprésenté sur la Figure 2.8. Un
écorceur permet de collecter la partie centraladiétente supersonique, celle ou les molécules
sont le plus efficacement refroidies. Le trajet geptides a I'intérieur du spectrométre de masse
peut ensuite étre divisé en trois parties. Darmédmiére zone, dite extractrice d’ions, comprise
entre la grille répulsive d’'ions et la grille exttace, les peptides sont ionisés par le faiscaser!

UV selon le processus d’ionisation a deux photdes. ions ainsi formés sont ensuite amenés
vers la zone d'accélération par un champ électrignitorme. Dans cette zone, ils sont alors
soumis a un second champ électrique uniforme quigermet d’acquérir leur énergie cinétique
finale avant de traverser, lorsque le spectronmdgrenasse est utilisé en mode linéaire, une zone
sans champ, dite de vol libre, jusqu’au détectemstitué de galettes de micro-canaux. Lorsque
le spectrometre de masse est utilisé en mode tr&ftecette zone comprend également un miroir

électrostatique.

Lors des expériences de double résonance IR-U¥k daquets d’'ions de méme rapport
m/q sont formés a des endroits différents dans la zipeisation, correspondant & I'ionisation
de molécules excitées par le laser IR ou non. Demsonditions de focalisation spatiale de
Wiley-McLaren [13] ces paquets auraient cependannéme temps de vol et arriveraient au
méme instant sur les galettes de micro-canaux,uceeqdrait impossible la comparaison des
signaux correspondant a chacun des paquets. Lestigtdé appliqués aux différentes grilles sont
donc choisis pour se placer légerement en dehorsesleconditions de focalisation. Les deux
paquets d’ions sont alors séparés de quelquesimentde nanosecondes pour un temps de vol de
guelques dizaines de microsecondes, ce qui essaniffpour les résoudre sur le spectre de

masse.
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Zone Zone
d 'extraction d’accélération 5 4o Vol libre Trajectoire des ions :
%,L K_JR mode linéaire
. mode réflectron
Grille
. Faisceau UV i
Ecorceur %Xt[afg'}fﬁ Plagues de
| (E. _I : ) déflexion Galettes de
T T ] micro-canaux
. \J ! - / | | | | (mode linéaire)
Expansion — = ' ' ¢
supersonique . ; e |
L: v I
2 | BN ~ |1
W ——
Grille‘répulsive Grille de Galettes de ) I\/Iiroirl
d’ions sortie MICro-Canaux électrostatique

(i =2kV) Faisceau R (E,=0V) (mode réflectron) (mode réfiectron)

Fig 2.8 —Schéma d’un spectrométre de masse a temps déligél pour une expérience de double
résonance IR-UV. La création de deux paquets d’fmrs des conditions de focalisation Wiley-McLaren
permet de s'affranchir des fluctuations tir a tu grocessus de désorption, de l'intensité des tag@rsi

que des variations a long terme des conditionséd®iption.

L'utilisation du spectrometre de masse en modectdn, tel que proposé par Mamyrin
et al. [11, 14] permet d’améliorer la résolution de I'apgl en corrigeant la dispersion initiale
d’énergie cinétique et en allongeant le temps de pour une méme taille d’analyseur. Le
réflectron fonctionne comme un miroir électrostaéiq il met en ceuvre un champ électrique pour
réflechir le paquet d’ions vers le détecteur. laessiles plus rapides s’enfoncgant plus loin dans le
miroir que les plus lents, il existe une relatiéant position du détecteur et caractéristiques
électriques de la source et du miroir pour laquigllpénalité en temps passé dans le réflectron
compense exactement la vitesse plus élevée dekmphis énergétiques.

2.2.3.b Détection de la fluorescence

Les photons émis par fluorescence sont focalisés din monochromateur Bausch &
Lomb (modéle 33-86-07), utilisé comme un filtre @$e résolution afin d’éliminer la lumiéere
diffusée, puis détectés grace a un photomultigicatelié a un oscilloscope LeCroy. Le temps de
réponse du photomultiplicateur, de I'ordre de laos®econde, permet d’étudier des dynamiques
de relaxation de I'énergie électronique a partiétals excités ayant des durées de vie allant
jusqu’a environ 5ns. En effet, la largeur a miteau de la fonction d’appareil totale de ce
dispositif a été mesurée a 17 ns. Des spectresitigrn de fluorescence peuvent également étre
réalisés grace a ce dispositif en intégrant toutpartie du signal de fluorescence détecté a

différentes longueurs d’onde d’excitation.
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2.2.4 Synchronisation

Les sources lasers fonctionnant en régime imputgh il est nécessaire d’utiliser un
générateur d’'impulsions retardées pour controleddelenchement des différents éléments du
dispositif expérimental et obtenir une bonne syoolsation entre ceux-ci. On peut ainsi définir

plusieurs délais.

Le premier délai contrble I'intervalle de tempdren’ouverture de la vanne créant la
détente supersonique et le tir du laser de désorgtipermet de déplacer la position des peptides
vaporisés dans l'impulsion de gaz porteur et ailessélectionner la zone du jet a ensemencer

pour refroidir efficacement les molécules.

Un deuxiéme délai est défini entre le déclenchémdaraser de désorption et le laser UV
d’ionisation. Il dépend du temps que mettent le¢emdes pour parcourir la distance séparant la
zone de désorption de la zone d’interaction aveddsers UV et IR et donc de la nature du gaz

utilisé pour la détente supersonique.

Pour les expériences pompe-sonde a deux coullRHd\( ou UV-UV), un autre délai
contrble le décalage temporel entre le tir du lgsempe et celui du laser sonde. Dans les
expériences de double résonance IR-UV, le d&antre le tir des deux lasers est fixe et de

I'ordre d’une centaine de nanosecondes.

Dans les expériences d'IR2P-2C, deux techniquesétintutilisées pour faire varier le

délaiAt, selon le domaine temporel étudié :

- En régime nanoseconde, le balayageAermest contrélé par un générateur de délai
Stanford DG535 piloté par LabVIEW. Les durées didsmpns des lasers UV
nanoseconde permettraient théoriquement de medesedurées de vie de 'ordre de
10 ns. Cependant, a cause d’'imperfections inhé&entseux-ci, le déclenchement du
tir laser n’est précis qu'a une dizaine de nanasges pres par rapport a l'ordre
envoyé par le générateur de délai, ce qui augnmtsidérablement la largeur de la
fonction d’appareil. Pour retrouver une largeurpenelle de la fonction d’appareil de
10 ns, la solution adoptée est de mesurer a chiadaedélai réel entre les deux lasers
par des photodiodes reliées a un oscilloscope LyeQ@rar conséquent, il n'est plus
nécessaire de réaliser un balayage linéaire dui, d&apeut étre échantillonné
aléatoirement dans un domaine allant de - 50 ns Iusieprs centaines de
nanosecondes, ce qui de surcroit rend la mesumsmsensible a la diminution a long

terme de l'efficacité du processus de désorption.
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- En régime picoseconde, le déls est contrélé par une ligne a retard pilotée par
ordinateur et peut varier entre -350 et 1300 psur Faviter des artefacts lors des
expériences IR2P-2C dans ce domaine temporel, Eumaede la durée de vie du
premier état excitgtrt du toluéne a été choisie comme critére du bognalnent
spatial des faisceaux lasers. En effet, cet étdatéea une durée de vie de 86 ns [15] et
doit donc produire une fonction échelon dans livédle temporel balayé par la ligne
a retard.

2.2.5 Acquisition

Le signal provenant des galettes de micro-canauxgdu photomultiplicateur lors des
mesures de fluorescence, est envoyé sur un oscflesnumérique interfacé avec un ordinateur.
Cependant, la vitesse de transfert d’'un spectremdsse complet entre l'oscilloscope et
I'ordinateur est assez faible devant la fréquereeégétition des tirs lasers (10 ou 15 Hz selon le
dispositif expérimental). Lors de l'acquisition dspectres électroniques, vibrationnels et des
expériences d'IR2P-2C ou le déldientre les lasers pompe et sonde est balayérigméaint, une
moyenne du signal sur plusieurs tirs est réalisiéectement par l'oscilloscope et permet
d’augmenter le rapport signal-sur-bruit sans satles communications avec l|'ordinateur.
L'oscilloscope envoie un signal moyenné a I'ordéuat seulement toutes les cing secondes
environ, c’est-a-dire apres I'accumulation de 3DA tirs lasers selon les expériences. Le spectre
de masse moyenné est ensuite intégré, par un dbgimbgrammé en langage LabVIEW, sur
plusieurs intervalles de temps de vol : (i) leginalles correspondant aux temps de vol des ions
étudiés (ou des deux paquets d’'ions dans le caexEsiences de double résonance IR-UV) et
(i) un intervalle ou aucun ion n’est observé etspra systématiquement soustrait des précédents
pour obtenir une ligne de base en absence de signainode de fonctionnement identique est
utilisé pour acquérir le signal de fluorescencevprmant du photomultiplicateur. Dans les
expériences d'IR2P-2C ou le délai est échantillpnaémodification du délaidt a chaque tir
complique la procédure de moyennage du signal auipeut plus étre effectuée par
I'oscilloscope. L'intégration des intervalles dentgs de vol est alors réalisée par I'oscilloscope et
la moyenne par le programme LabVIEW. L’oscilloscapspose ainsi d’assez de temps pour

envoyer la valeur du délAt et des signaux intégrés entre chaque tir laser.
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Le programme LabVIEW utilisé au LFP, dont une iga# été développée durant mes
travaux de theése, ne se limite pas a la commuanitaiec l'oscilloscope. Il est également
interfacé avec différents autres éléments du dispaxpérimental afin d’automatiser la

procédure d’acquisition. Celle-ci peut se décompesdes étapes suivantes :

I.  Envoi par le programme d’un ordre de déplacemena dengueur d'onde aux lasers UV
ou IR (spectres IR2P-1C ou IR-UV) ou d'un ordredd#placement du délai pompe-

sonde au générateur d'impulsions retardées (ddetee IR2P-2C).

i. Envoi de I'ordre de lancement de I'acquisition dsignal a I'oscilloscope, moyenné sur
un certain nombre de points (1 point dans le casdigées de vie IR2P-2C avec
échantillonnage du délai).

iii.  Attente du message de fin d’acquisition envoyé'’pacilloscope.

iv.  Récupération des données de l'oscilloscope eetnaint du signal pour afficher le spectre
en temps réel.

v. Sauvegarde intermédiaire des données et retoatagé i.

Les programmes d’acquisition utilisés au CLUPSueE@M fonctionnent sur un principe
similaire mais sont adaptés aux spécificités degadiitifs expérimentaux (contréle d’'une ligne a

retard pour le CLUPS, communication avec le lasgeétrons libres FELIX pour le FOM).

2.3 Méthodes de calculs

Les peptides étudiés sont des molécules flexillesame illustré dans la Figure 1.3, ils
possedent de nombreux degrés de libertés de mtatitour de liaisons simples entre atomes.
Devant le tres grand nombre de conforméres envakdese pour de tels systemes, il est nécessaire
de s’appuyer sur des résultats de calculs de chqoaatique pour attribuer sans ambiguité une
conformation a un spectre expérimental de vibratidans I'infrarouge. L'exploration du réle de
la conformation sur la dynamique de relaxation élts électroniques excités a également fait
appel a des outils théoriques spécifiques qui $gmasentés dans cette partie. L’attribution des
structures des conformeres a été réalisée au taberal’étude des états excités a été menée en
collaboration avec le groupe de chimie théoriqueNdi#a Doslt de I'Institut Ruier BoSkové a
Zagreb (Croatie).
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2.3.1 Détermination de structures

La stratégie adoptée pour attribuer une strucuoe spectre expérimental d’absorption
dans linfrarouge a été la suivante. Dans un prerteenps, une exploration de la surface
d’énergie potentielle du peptide est réalisée dactkfant des rotations aléatoires des angles
diédresd, ¥ et X représentés sur la Figure 1.3, puis en optimiesngéométries obtenues grace
au champ de forces Amber99 [16] implémenté datwgieiel Hyperchem 8.0 [17]. Ce champ de
force a été choisi en particulier parce qu’il a @@cu pour modéliser des systemes proches de
ceux choisis pour cette étude ; il a en effet gténosé sur des structures de protéines et d’acides
nucléiques en phase condensée. Cette méthode padenméaliser rapidement un inventaire des
structures que peut adopter le peptide, toutebsiggbométries des conformeres obtenus ne sont
pas assez fiables pour mener a des fréquencebrddion directement comparable a I'expérience
et sont donc réoptimisées par la suite par desadéghde chimie quantiqgue. Comme il n’est pas
envisageable de pouvoir réaliser cette nouvellemigdtion sur toutes les conformations résultant
de l'exploration, un premier tri est réalisé sur critere structurel a l'aide d'un logiciel,
développé au laboratoire, détectant automatiquereenombre et la nature de leurs liaisons
hydrogene. Un grand nombre de structures de chizpidle possédant des enchainements de
liaisons hydrogéne compatibles avec les spectresxfg€rimentaux est cependant conservé car
les énergies prédites par les champs de force ntepas assez fiables pour constituer un critére
de tri précis. Certaines structures de départ gu&amt pas trouvées par le champ de force sont de

plus quelquefois générées manuellement afin dsw'asde I'exhaustivité de l'inventaire réalisé.

Les interactions intramoléculaires, qui jouentrdle crucial dans les structures adoptées
par des chaines peptidiques, peuvent s’exprimefiorction de quatre forces fondamentales :
I'interaction électrostatique entre dipbles pernmsdforces de Keesom) ; l'interaction entre un
dipble permanent et un dipble induit (forces de y2¢h linteraction entre deux dipdles
instantanés (forces de dispersion de London) mkfaction répulsive entre électrons, également
appelée corrélation électronique [18]. Les méthatkeshimie quantique utilisées pour calculer
les structures de peptides doivent donc décriréntesactions le plus précisément possible.

La méthode de chimie quantique la plus simple patnétre employée pour calculer
'énergie d'un systeme est la méthode d’HartreekFoane fonction d’onde électronique
décrivant le systéme est d'abord postulée, souforime d'un déterminant de Slater, puis

optimisée par un principe variationnel jusqu'a aes ¢son énergie converge vers une valeur
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minimale [19]. Par construction, la méthode Harffeek ne prend cependant en compte qu’'une
partie de la corrélation électronique : seul le warnent entre électrons de spins paralleles est
corrélé, celui entre électrons de spins opposékesepas [20] ; ce qui conduit souvent a des

écarts importants avec les résultats expérimentaux.

Un certain nombre de méthodes, appelées méthodsesHartree-Fock, ont été
développées dans l'objectif d’améliorer le traitende la corrélation électronique. On peut
notamment citer, parmi ces méthodes, la théorik gerturbation de Mgller-Plesset (MP) [21],
l'interaction de configuration (IC) ou encore la thmde du cluster couplé (CC). Cette
amélioration entraine cependant une augmentatia tdmps de calcul : alors qu'il est
proportionnel & K dans la méthode Hartree-Fock (ot N représent@ebre de fonctions de
base), le temps de calcul varie ehpdur la méthode MP au second ordre (MP2) et epaNr la
méthode CC. Dans le cadre de cette étude, seniétloode post-Hartree-Fock la moins colteuse,
la méthode MP2, peut donc étre employée en desste@atistes pour réaliser des optimisations
de géométrie et des calculs de fréquences de iabsasur plusieurs dizaines de conformations
de systémes de la taille de petits peptides pretdgélheureusement, la méthode MP2 produit
des erreurs de superposition de base (BSSE BRasis Set Superposition Errgrenportantes
lorsqu’elle est employée avec des fonctions de adailles moyennes, ce qui induit dans ce cas
une surestimation de la force des interactionsuntiéculaires attractives [22, 23, 24]. La BSSE
peut toutefois étre minimisée en augmentant letdiés fonctions de base, ou bien corrigée au
moyen de la méthode de rééquilibrage (CP @nunterPoise methddmais ces deux méthodes
ont pour conséquence d’augmenter encore les teenpalcul.

Une alternative, moins codteuse, aux méthodes Hiadtee-Fock sera donc employée
pour déterminer les structures de peptides protégéthéorie de la fonctionnelle de la densité
(DFT pour Density Functional Theo)y Cette méthode repose sur un principe différesg d
méthodes post-Hartree-Fock, I'énergie du systémestycalculée en fonction de la densité
électronique et non plus en fonction de la fonctitonde électronique [25]les temps de calculs
sont donc réduits & une variation efi di au fait que la densité électronique est seuieme
fonction de trois variables (au lieu de trois vilés par électrons pour la fonction d’onde).
D’apres les équations de Kohn-Sham, I'énergie daajue du systeme peut s’écrire comme la
somme de trois termes fonctions de la densitérél@gue : un terme d’énergie cinétique des
électrons, un terme d’interaction électron-noyaureterme d’interaction électron-électron [26].
Le principal inconvénient de la méthode DFT provido fait que I'expression exacte de ce

dernier terme n’est pas connue, la corrélationtéeimjue doit donc étre calculée au moyen de
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fonctionnelles approchées. Ces fonctionnelles peudtee classées en plusieurs catégories, selon
le type d'approximations réalisées. On peut citear ordre de qualité croissante: les
fonctionnelles reposant sur I'approximation de kenglté locale (LDA pouriLocal Density
Approximation), les fonctionnelles basées sur I'approximatios deadients généralisés (GGA
pour Generalized Gradient Approximatiprou encore les fonctionnelles hybrides. En ce qui
concerne le calcul des interactions intramolécedita DFT est beaucoup moins sensible a la
BSSE que la méthode MP2 [27] mais les résultatsmist pour un méme systeme peuvent varier
considérablement en fonction de la fonctionneliksée. En effet, la plupart des fonctionnelles
(LDA, GGA ou hybrides) ne prennent pas en compsefdeces de dispersion de London. Les
géomeétries de complexes liés par des liaisons kgt obtenues a l'aide de certaines
fonctionnelles, comme la fonctionnelle hybride B32,Ypeuvent étre en relativement bon accord
avec l'expérience mais il a été montré que ces h@ssltats étaient surtout dus a une
compensation d’erreur et ne pouvaient pas étrergksis au cas de chaines peptidiques [28].
Plusieurs fonctionnelles et bases d’orbitales thtestées au laboratoire et par Grégeiral. en
comparant leurs prédictions de spectres de vibrat® peptides dans l'infrarouge [29, 30], la
fonctionnelle que nous avons retenue a la suiteedeests est la B97-D. Cette fonctionnelle est
construite a partir d'une fonctionnelle de type G@A lui ajoutant un terme correctif semi-
empirique, pour tenir compte des interactions dspes a longue portée, puis en ré-optimisant a
posteriori la fonctionnelle pour tenir compte dejdut de ce terme supplémentaire [31].
Concernant les bases d’orbitales, la base triptie-@é valence TZVPP [32] s’est trouvée étre un
bon compromis entre une précision suffisante péarick de faibles variations des fréquences de
vibration des modes amides A et des temps de esalaiBsonnables pour I'étude de peptides
contenant jusqu’a cing acides aminés. Enfin, péduire les temps de calculs, ceux-ci ont été

réalisés en utilisant I'approximation de la résiolutde I'identité (RI-DFT) [33].

Les géométries déterminées par le champ de fonoe danc dans un premier temps
ré-optimisées en utilisant la méthode DFT (RI-B9T-DVPP), par l'intermédiaire du logiciel
Turbomole 6.4 [34]. Les fréquences de vibrationnf@riques sont ensuite calculées avec la

méme méthode a partir des géométries optimisées.

Les fréquences de vibration d’élongation des growgreés amides obtenues par cette
méthode présentent néanmoins quelques défautseimkéa la méthode choisie (choix de la
fonctionnelle d’échange-corrélation et de la basebitales) et également a la non prise en

compte de I'anharmonicité de la surface d’énergiemtielle lors du calcul des fréquences dans
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le cadre de I'approximation harmonique. Pour obtemalgré ces approximations des résultats
permettant une exploitation des spectres expéram@ntles fréquences théoriques sont
multipliées par un facteur correctif (facteur d’élte). Les facteurs d’échelle utilisés dans cette
étude ont été déterminés a partir des attributd#ja réalisées au sein du laboratoire sur plus
d’une vingtaine de peptides. Les fréequences detithr expérimentales des modes amides A de
ces peptides ont été tracées en fonction de léguénce théorique attribuée (Figure 2.9). On
peut remarquer que les trois modes de vibratioloakg@ation des liaisons N-H (élongation d’'un
groupement NH, élongations symétrique et antisyiqégrd’'un groupement NBl présentent des
comportements différents. Trois corrections affiregont donc appliquées aux fréquences
théoriques, selon le mode de vibration d’élongatigypres application des facteurs d’échelle, les
nombres d’onde calculés des différents modes pr&setypiquement un écart de I'ordre de la
dizaine de ci par rapport aux valeurs expérimentales. Les cardtions qui seront retenues
pour l'attribution seront donc les conformationsndées nombres d’onde calculés, pour les
différentes vibrations d’élongation des liaisondHNprésentent des écarts inférieurs a 20 cm

avec les nombres d’onde expérimentaux.

3550
3525
3500
3475
3450
3425
3400
3375
3350
3325
3300
3275 R

A NH : y=0.92135157 x + 188.25
= NH, symétrique : y = 0.63114611 x + 1209.78
® NH, antisymétrique : y = 0.60871889 x + 1324.07

Fréquences expérimentales (cm”)

3300 3325 3350 3375 3400 3425 3450 3475 3500 3525 3550 3575 3600 3625 3650
Fréquences harmoniques B97-D/TZVPP (cm™)

Fig 2.9 —Tracé des fréguences expérimentales des vibratiéfsngation des liaisons N-H en fonction
de leur fréquence calculée par la méthode RI-B9VAVPP.

2.3.2 Etude des mécanismes de relaxation de I'énerg ie électronique

Dans I'objectif de déterminer les mécanismes ¢hexation pouvant intervenir aprés une

excitation électroniquert—1* d’'un chromophore aromatique d'un peptide, unenpeee
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exploration des mécanismes possibles et des &itésimpliqués est réalisée au moyen d’'une
méthode de dynamique non adiabatique utilisanthéorie de la fonctionnelle de la densité
dépendant du temps (TDDFT), selon une procédungogéopar Bonac¢-Kouteckyet al. [35]. La
fonctionnelle choisie pour cette étude est la fiomctelle PBEO [36] associée a la base cc-pVDZ
[37], il a été démontré précédemment que cettetifameelle donne d’assez bons résultats lors de
calculs d’états excités [38]. Au commencement deqak trajectoire, le peptide débute dans son
premier état excité&rt, la position et quantité de mouvement initiales thoyaux atomiques sont
tirées au sort d'apres une premiere dynamique gtideedans son état fondamental, réalisée a
298 K. Bien que tres supérieure a la températuemdte pour une molécule refroidie dans une
détente supersonique, cette valeur a été arbimaime choisie pour échantillonner un grand
nombre de conformations permettant, une fois atl'ékcité, d’explorer assez efficacement les
distorsions structurelles susceptibles de menereadynamique non-adiabatique. On espere ainsi
favoriser « I'observation » de tels processus dexation en des temps de calculs restants
raisonnables. L'échantillonnage ainsi que la pdssiiversité des modes de relaxation imposent
de lancer un nombre important de trajectoires wifftes. Au cours de chaque trajectoire, le
mouvement des noyaux est propagé conformémentgarithme classique de Verlet [39] avec
un pas de temps de 0.25 fs et pendant une duwde t 1250 fs (5000 pas). De plus, a chaque
pas de 0.1 as est calculé et tiré au sort la piiitealle changer d’état électronique, selon la
procédure de Tully [40], parmi un ensemble d’étatmprenant I'état électronique fondamental
et les quatre premiers états excités. Plusieurmirdiz de trajectoires sont ainsi réalisées afin
d’échantillonner les divers mécanismes de relaratib faut cependant noter que, malgré
'emploi d’'une fonctionnelle adaptée a l'étude diét excités, la TDDFT est seulement une
méthode qualitative, elle ne permet pas de compautee eux ces mécanismes. Il a été montré en
particulier gu’elle ne décrit pas avec suffisammeieixactitude les intersections coniques qui

sont pourtant & I'origine d’un grand nombre de pikps photophysiques [41].

Par conséquent, les mécanismes de relaxation vé@sseturant les simulations de
dynamique non-adiabatique utilisant la TDDFT somsuéte recalculés avec une méthode plus
guantitative [42] dans le but de vérifier I'existend’intersections coniques et d’estimer les
barriéres d’énergies a franchir le long de ces méozes. La méthode CC2 basée sur la théorie
du cluster couplé [43] est employée pour ces cal@uec la base cc-pVDZ et dans le cadre de
'approximation de la résolution de l'identité (RIC2) pour effectuer ceux-ci en des temps
raisonnables. Les mécanismes issus de la dynamajuadiabatique ont permis d’identifier pour

chacun d’eux une coordonnée de réaction caradg@esttypiqguement l'allongement d’une
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liaison covalente. Les évolutions des énergiesélatlfondamental et des quatre premiers états
excités au cours de ces mécanismes de relaxatimrcalculées au niveau RI-CC2/cc-pVDZ en
réalisant des optimisations sous contraintes, pgndaquelles toutes les coordonnées internes
sont autorisées a relaxer, sauf la coordonnéeaitiogé qui est fixe et est seulement incrémentée
a chaque nouvelle optimisation. Tant que les vanatdes coordonnées internes autorisées a
relaxer ne sont pas trop importantes, ces optimrsafournissent une bonne approximation du
chemin de moindre énergie pour ce mécanisme degateda. Des variations importantes des
coordonnées internes sont toutefois a attendre aatanes régions critiques, notamment proche
des intersections coniques. Lorsque de tels cagesment, les énergies des différents états
électroniques sont calculées a partir de géoméihigenues en interpolant linéairement toutes les
coordonnées internes de la molécule entre lesatespptimisations réussies de part et d’autre
de la région critique. Enfin, lorsque la force as8e a la coordonnée de réaction change de signe
et que d’attractive elle devient répulsive, unarofsation compléte du systéme est alors réalisée.
Ces optimisations sans contraintes menent génésateinune région ou la différence d’énergie
entre deux états électroniques devient tres fa#bl@pporte la preuve de la présence d'une

intersection conique entre ceux-ci.
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Chapitre 3

Modélisation du refroidissement conformationnel

dans une détente supersonique

Lors de I'étude conformationnelle de systemes ilfles en phase gazeuse par
spectroscopie de double résonance IR-UV, deuxresiteont généralement utilisés pour attribuer
une structure calculée a un conformere observériexpétalement. Le premier est un critére
spectroscopique : un bon accord doit exister desdréquences de vibration théoriques de la
structure et les fréquences de vibration mesuréggrinentalement. L’amélioration des
prédictions fournies par les outils théoriques @lsta rendu ce critere de plus en plus robuste.
Pour les peptides protégés, la méthode DFT RI-BAZWBPP couplée a des facteurs d’échelle
affines spécifiques a chaque mode de vibration amig3200-3600 cif) permet ainsi d’obtenir
dans cette région des prédictions avec un écatiénir & 20 cm par rapport aux fréquences
expérimentales (Chapitre 2). Le deuxieme criteue]aue fois plus difficile a appréhender, est un
critere énergétique : les structures attribuées @nformations observées dans une détente
supersonique sont supposées étre les structureplussstables, c’est-a-dire possédant les
enthalpies a 0 K les plus basses. Des contre-ersnajul critere énergétique ont cependant été
mis en évidence a plusieurs reprises [1, 2, 3ndjamment dans le cas du dipeptide protégé
Ac-Ala-Ala-OBn [1], qui sera introduit dans la prigme partie de ce chapitre. Dans I'objectif de
mieux caractériser l'origine de ces contre-exemplem modele de refroidissement
conformationnel de molécules dans une détente soipigiue a été développé durant cette these :
son principe général sera décrit dans la deuxiéaréeple ce chapitre. Les deux parties suivantes
seront ensuite consacrées au détail du traitemetcdllisions et des isomérisations dans le

modele.
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3.1 Problématique : Etude conformationnelle du dipe  ptide protégé
Ac-Ala-Ala-OBn

Les signatures électroniques dans le proche Udked& conformeres du dipeptide protégé
Ac-Ala-Ala-OBn ont été détectées par IR2P-1C au L&Rc des lasers fonctionnant en régime
nanoseconde (Figure 3.1). Les spectres de vibrattee modes amide A obtenus par
spectroscopie de double résonance IR-UV, assodikes &alculs de fréquences de vibration au
niveau RI-B97-D/TZVPP [1], ont permis d'attribueesl structures suivantes a ces deux
conforméres : une structure étendue caractériséed@ax interactions de typesCour le
conformereA, et une structure repliée présentant une liaisairdgene @ et une interaction
NH-1t pour le conformer®. Parmi les deux familles de structures posséaantdilleur accord
avec les spectres IR {Cs et T:C;), ces deux géométries possedent chacune I'enghkitpe a
0 K (correspondant a la somme de I'énergie élecjuenet de I'énergie vibrationnelle du point
zéro) la plus basse. Néanmoins, la différence Hapie libre a 0 K calculée entre les deux
structures est importante (11,8-kdiol*), ce qui rend trés surprenant I'observation siemde de
celles-ci expérimentalement. De plus, c’est la maitable des deux formes prédites par le calcul

(le conformered) qui correspond au signal d’ions le plus intense.

C,

N 5

/U\'lewr \)ko A_ o IIIAO
H (0] : < AN%(N\‘_)J\O

h 'I*\/O é
. - 05
B
D e

37450 37500 37550 37600 37650 Forme étendue (A)

Forme repliée (B) Nombre d’onde (cm™)

Fig. 3.1 —Spectre d'IR2P-1C du dipeptide protégé Ac-Ala-BBn dans le domaine du proche UV (au
centre) présentant les signatures électroniquedalx conforméres, notésetB, dont les structures
attribuées, calculées au niveau RI-B97-D/TZVPP{ sespectivement représentées a droite et a gauche
de la figure.

On peut cependant argumenter sur le fait que, demsexpériences d’'IR2P-1C, les

rapports d’intensités des signaux d’'ions entre @onéres peuvent dans certains cas ne pas étre

-62 -



Chapitre 3

directement reliés aux rapports de population damtente supersonique. Avant de conclure a
un paradoxe entre les prédictions énergétiquessatbiservations expérimentales, il faut donc au
préalable justifier que les conformér@set B présentent des sections efficaces d’ionisation
proches. La section efficace d'ionisation d'un awnfere dépend de: (i) la probabilité
d’absorber le premier photon, (i) la probabilitéaldsorber le deuxieme photon et (iii) la
probabilité d’ionisation. Les deux conformeres gasst le méme chromophore, il est peu
probable que la variation de I'environnement proehgour de celui-ci puisse a elle seule
conduire a des probabilités d’absorption du prenploton trés différentes. La probabilité
d’absorber le deuxieme photon dépend aussi derkedie vie de I'état excitgrt. Il est donc
nécessaire de vérifier que la durée de vie du mreétat excitdtirt du conforméreB n'est pas
petite devant la durée d’'impulsion du laser UV rsmoonde, ce qui pourrait limiter I'absorption
d’'un second photon et donc affecter notre capaciétecter le signal d’'ion correspondant a ce
conformere. Pour cela, des spectres d'IR2P-1C tintréalisés au CLUPS en conservant les
mémes conditions expérimentales de désorption atétiente supersonique qu’au laboratoire,
mais en utilisant des lasers UV picosecondes. Duesexpériences aucune variation notable du
rapport d’'intensité des bandes associées aux cnafesA etB n’a pu étre mis en évidence. Ce
résultat a été confirmé par la suite par des egpéeis pompe-sonde d’'IR2P-2C : des durées de
vie du méme ordre de grandeur ont été mesuréeslpqremier état excit@rt de A et B,
respectivement 45 et 30 ns, ce qui est égalemegdrfent supérieur a la durée des impulsions
d’un laser UV nanoseconde. Enfin, concernant latp@i) évoqué précédemment, pour que les
probabilités d’ionisation des deux conformeres raoiges différentes il faudrait par exemple que
les différences de géométrie entre la moléculeraeaait!'ion varie beaucoup entfeetB, ce qui

est également peu probable. Ces hypothéses ayamicattées, il faut donc en conclure que
l'intensité du signal d’ion reflete trés vraisentilement les abondances expérimentales : les
deux formes sont présentes simultanément danddatdésupersonique et la forme étendue est le

conformere majoritaire.

L'origine du paradoxe apparent des abondancesriexgdtales de Ac-Ala-Ala-OBn
provient de la grande différence de géométrie eldee deux structures: la structure du
conforméreB, contrainte par la présence des interactionseiCNH-T, est beaucoup moins
flexible que celle associée au conform@reEn d’autres termes, le conformékepossede des
modes de vibration de plus basses fréquences qamiermereB. Les enthalpies libres des deux
conformations présentent donc des comportemersslifférents vis-a-vis de la température. Les

modes de basses fréquences entrainent en effaugneentation plus rapide de la densité d’états
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vibrationnels du conformer& avec I'énergie ; plus I'énergie augmente, plusaeformere est
favorisée pour des raisons entropiques. L'évoluti@s enthalpies libres relatives des formes
étendues et repliées en fonction de la températstereprésentée dans la Figure 3.2. La
difference d’enthalpie libre entre le conformete et le conforméreB diminue lorsque la
température augmente. Il existe méme une tempérdtinversion a partir de laquelle la forme
étendue devient la forme la plus stable du dipeppiebtégé. Cette température d’inversion vaut
260 K pour des enthalpies libres calculées avendthode DFT RI-B97-D/TZVPP (mais peut
varier de plusieurs centaines de Kelvin selon lacfionnelle et la base utilisées [1]). Tout se
passe donc comme si la température conformatianr(i& température définie d'aprés les
rapports de population entre conformations a I'opaé thermodynamique) du systéme était
supérieure a 260 K dans la zone d’interaction aesclasers. Nous avons donc cherché a
comprendre pourquoi cette derniere températuret etassi difféerente des températures
vibrationnelles et rotationnelles (estimées a @mviune dizaine de Kelvin) dans le cas de
Ac-Ala-Ala-OBn.

Température (K)
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oe o
22 o0
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Fig. 3.2 —Haut : Evolution des enthalpies libres relativeis(en kJ- mol*) des conformérea etB du
dipeptide protégé Ac-Ala-Ala-OBn en fonction déelapérature, calculée a partir des énergies et
fréquences harmoniques obtenues au niveau RI-BYZ\NPP. Bas : Evolution des abondances relatives

des conformereA etB en fonction de la température, calculées par lalbMaxwell-Boltzmann. Ces
abondances correspondent a celles obtenues damaslte d’'un équilibre thermodynamique entre les deux
structures.
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Pour cela, nous nous sommes intéressés au precesstefroidissement de molécules
flexibles dans une détente supersonique. Il a @@tnd qu'apres désorption d’'une surface de
graphite (avant refroidissement dans une détemgersanique) des températures vibrationnelles
de l'ordre de 300 a 450 K pouvaient étre atteirfids Le processus suivant peut donc étre
imaginé : le conformeér4, initialement trés majoritaire, est refroidi pallsions dans la détente
supersonique, ce qui diminue ainsi son abondangedit du conformeré8. Cependant, aprés
un certain nombre de collisions, I'énergie intedigponible devient faible devant la barriere
d’'isomérisation, ce qui ralentit considérablementinétique de ce processus. Le systéeme passe
alors d'un état d'équilibre thermodynamique a umtéhors équilibre, les températures
vibrationnelles et rotationnelles du peptide camimt de diminuer suite a des collisions mais la
température conformationnelle (définie par le rappdabondance entre conformations a
I'équilibre thermodynamique) ne varie plus. Pousur@er, le rapport d’abondance entre
conformations observées dans une détente supeusoest) gouverné par un contrdle cinétique di
a la compétition entre la vitesse de refroidisggnpar collisions et la vitesse d’isomérisation

entre conformations.

Pour tenir compte de ce phénoméne une correctibors@s/ent apportée au critére
énergétique utilisé lors de I'attribution de spestiR et présenté au début de ce chapitre. Elle
consiste a comparer les enthalpies libres calcudé®880 K et non pas a 0 K. Ce qui revient a
estimer une température conformationnelle finale sgatéme de 300 K. Toutefois, on doit
s'attendre a ce que les rapports d’abondances eommformations dépendent de nombreux
facteurs, dont par exemple les hauteurs de basrirgomérisation et les caractéristiques de la
détente supersonique. Cette valeur empirique depémature conformationnelle est donc
difficilement généralisable d'un systeme a un autRour essayer d’améliorer notre
compréhension du processus de refroidissementuttendétente supersonigue, une partie de mes
travaux de thése a été consacrée au développemannddele statistique de transfert d’énergie
interne par collisions et d'isomérisations de molés vaporisées par désorption laser, ou par

simple chauffage, et refroidies dans une détergersonique.

3.2 Description générale du modele

Pour pouvoir décrire numériquement le refroidissettonformationnel d’une molécule
dans une détente supersonique il faut pouvoir nextéles propriétés de la détente, celles de la

molécule et les phénomenes de collisions inélassicet d'isomérisation. Cette partie a pour
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objectif de présenter le principe général du modlées hypotheses réalisées afin de décrire

numeériquement la détente supersonique et les mekicu

3.2.1 Principe

i Itérations pendant N pas de temps de durée At

Conditions initiales :
« Position Tirage au Tirage au c
- i alcul des
* Vitesse sort de la possibilité sort de la possibilité nouveaux
» Energies internes | > d’avoir subi une > d’avoir changé de > :
. ! H s . parameétres de la
vibrationnelle et : collision conformation :
: i molécule
rotationnelle ; durant At durant At
» Conformation i

Fig. 3.3 —Schéma du principe de fonctionnement du modélefd®dissement conformationnel

Le modele de refroidissement conformationnel gpédgrammeé en langage C++, couplé a
la bibliotheque Qt pour la gestion d’interfacespinigues. Il est basé sur une méthode de type
Monte-Carlo cinétique : un certain ensemble de itmms initiales est attribué a une molécule-
test puis des évenements aléatoires simulent Uéeol de cette molécule unique dans une
détente supersonique en fonction du temps. A cha@sede temps la réalisation des deux
phénomenes suivant est tirée au sort : (i) unasamil de la molécule avec un atome du gaz
porteur et (ii) une isomérisation de la moléculen Ychéma résumant le principe de
fonctionnement de la simulation est représentélauFigure 3.3. L'évolution des propriétés
moléculaires le long de de la détente, par exeheglénergies vibrationnelle et rotationnelle, les
abondances relatives de conformations ou encorendesbres de collisions subies par les
molécules, est ensuite obteragosteriorien moyennant ces grandeurs en chaque point de la
détente sur un grand nombre de simulations de mieldmique (typiguement de I'ordre de

plusieurs milliers).

3.2.2 Détente supersonique

Expérimentalement, une détente consiste en unanei d’'un gaz, initialement a la
pressionPg et a la températur®, a travers un orifice de faible diametteet dans une enceinte
maintenue a une pressieninférieure aPy. Lors de I'expansion, I'énergie thermique des a&sm

est transformée par collisions successives en &neirgetique translationnelle, conduisant ainsi a
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leur refroidissement. Dans I'hypothése d’'une dé&tetiabatique d’'un gaz parfait, la température
T, des atomes a une position donnée au sein de tiskpaest reliée a la pressiéa a cette
position par I'équation (3.1), avede rapport des capacités calorifiques a pressimstante et a

volume constant.

=
T, =T, (ﬂj ' (Eq. 3.1)
I:)O
La vitessev; du jet a cette position peut étre déduite de Béigm de conservation de

I'énergie le long d’'une ligne de courant (équatdm Bernoulli). Pour un écoulement d’'un gaz
parfait et en considérant que la capacité calarig pression constar@ est constante dans le
domaine de température considéré, cette vitessEndgmiquement de la nature du gaz et de la
différence de température enfigetT; selon I'équation suivante :

1
—mv; =

y
k(T, —T, Eq. 3.2
> y-1 (0 1) (Eq )

avec mla masse d’'un atome du gaz (en kg)
vi la vitesse du jet (en rrs?)

k la constante de Boltzmann (enK'™)

Une détente est dite supersonique lorsque la eitded’'écoulement; dépasse la vitesse
locale du sora. Elle est alors caractérisée par un nombre de iashpérieur a 'unitéN] =v; /

a). Pour un gaz parfait, la vitesse du son est aefiar :

a= /K (Eq. 3.3)
m

D’apres les équations (3.1) a (3.3) la conditioa daivent respecter les pressiéiaet P,
pour obtenir un jet supersonique lors d’'une déteti@abatique idéale d’'un gaz parfait est la

suivante :

4

> (VT”]“ (Eq. 3.4)

0|0
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Cette condition devienPy > 2.1P; pour un gaz monoatomiqueg € 5/3), ce qui est

largement vérifié dans les conditions décrites laapitre 2 (avec un rappofy / P’ de I'ordre

de 10).

Les équations (3.2) et (3.3) peuvent étre comBirada d’exprimer les propriétés de
I'écoulement sous une forme plus pratique, dépeandamuement des propriétés du gaz en
amont de la vanndP{, Tp) et de deux autres parametres : le rapport dexcitap calorifiquey et

le nombre de MacH.
A A VE (Eq. 3.5a)

D’apres la relation (3.1) d'un écoulement adiajpadi et I'équation d’état des gaz parfaits

les expressions de la pressignet de la densité particulaire peuvent alors se mettre sous la

forme :
P A
—":(1+y__1 2]"_1 (Eqg. 3.5b)
P, 2
1
&:[uy—_lm ij_l (EqQ. 3.5¢)
n, 2

Par conséquent, la connaissance du nombre de Masutffit pour calculer toutes les
grandeurs thermodynamiques caractérisant I'expansigpersonique. Pour se placer dans les
limites des approximations ayant conduit aux éguatiprécédentes, la détente supersonique est
donc représentée par un jet continu dans le modidistique de refroidissement
conformationnel. De plus, la fraction molaire deslénules ensemencées dans le jet est supposée
négligeable, de maniére a ce que les propriétgstde soient pas modifiées par la présence de
celle-ci et a justifier la simulation de molécuésst unique, la probabilité de collision entre deux

molécules étant nulle.

De nombreux travaux théoriques et expérimentauxévéitmenés afin de caractériser
I’évolution deM a l'intérieur d’'une expansion supersonique [6]eldies conclusions importantes
de ces travaux est que les propriétés d’'un écouleonéé par un orifice circulaire de diamédre
possédant donc une symétrie de révolution autaum dxe(Ox), ne dépendent sur I'axe du jet
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(Ox) que de la distance a l'orificdd peut donc étre exprimé en fonction de la seuléalbr
réduitex/d définie sur la Figure 3.5a. Plusieurs formuleddimpies deM en fonction dex/d ont

été proposées, chacune possédant un certain domainvalidité le long de I'axéOx). Les
équations (3.6a) et (3.6b) formulées par MillerMairphy et I'équation (3.6c) formulée par
Ashkenas et Sherman [6] ont été implantées danwoiele de refroidissement conformationnel
(Figure 3.4). La premiere équation a été paramginée reproduire I'évolution dsl au début de

la détente, a des distancepetites devant le diametre de I'orifice. Les dautres permettent de
calculerM a de plus grandes distances. Les bornes limigggptitation des équations (3.6b) et
(3.6c) dans le modele ont été choisies légérememtebors des domaines de validité indiqués
dans la Réf. [6] de maniere a assurer une congirdetla valeur d& le long de I'axe du jet.
Cependant, les valeurs Necalculées par I'équation (3.6b) en dehors de sonaihe de validité
(0,3905(x/d)< 05) présentent un écart maximum inférieur a 4% awdtes calculées par
'équation (3.6a) dans ce domaine. De méme, lesuvsaldeM calculées par I'équation (3.6¢)
présentent un écart maximum inférieur & 0.7% ae#lecalculées par I'équation (3.6b) dans le
domaine 2159< (x/d)< 25. Les valeurs des coefficients utilisés dans cemtions ainsi que
leurs domaines de validité et d’application sordigunées dans le tableau 3.1. Un exemple
d’application des équations précédentes, donnémollition de la température et de la pression

dans une détente supersonique le long de I'axetdagt représenté sur la Figure 3.5b.

(Eq. 3.6a)
s
<
8
=
g B B
° S+ (Eq. 3.6b)
o X
S d

! X X, i
c) M—C(d dj _ZV—I{C(d_dJ } (Eq. 3.6¢)

Fig. 3.4 —Tracé du nombre de Mach (M) en fonction de la distaréduite au col de la tuyere (x/d)
d’'aprés les équations phénoménologiques tirées REf. [6].

00 05 10 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.
Distance réduite au col de la tuyére (x / d)

Les équations précédentes permettent de calcdgrrépriétés de I'expansion sur I'axe
du jet. Or, pour pouvoir simuler les trajectoires wholécules désorbées loin de l'axe il est
nécessaire de pouvoir déterminer celles-ci en ahgopint de l'espace. Par la suite, on
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considérera que la température ne dépend que darikblex. La pression en un poiM de
coordonnées x(y, z2) sera calculée d'apres la pression sur l'axe duaj@x coordonnées
(x,y=0,z=0 par I'équation phénoménologique (3.7). Elle dingndans une direction
perpendiculaire a I'axe du jet selon une loi erf@sL’allure des courbes de pression en dehors

de I'axe du jet est schématisée sur la Figure obic une vanne d’1 mm de diameétre.

-~ Domaine de Domaine
Coefficients
validité d’application
Eq.36a “u Pe 0<(x/d)<10 0<(x/d) <0390
3,337 -1,541
Eq.3.6b Bt B, Ba B, 05<(x/d) 0,390< (x/d) < 2159
3,232 -0,7563 0,3937 -0,0729
Eq.36c ©C Xo/d 25<(x/d) 2159< (x/d)
3,26 0,075

Tab. 3.1 —Coefficients et domaines de validité des équat{dréa) a (3.6¢) pour des gaz parfaits
monoatomiquesy(= 5/3), tirés de la Réf. [6].

Conditions en amont de la
vanne :
1004 TU =300 K, Po =5 bars

Conditionsenx=0:
T=225K, P =2.4 bars

b)

S
(sseq) uoissaid

Température (K)

1 T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Distance réduite a la
vanne (x/d)

Fig. 3.5 —a) Définition du systéme de coordonnées utiliskes le modele. b) Evolution de la pression et
de la température le long de I'axe du jet pour dBéente supersonique d’un gaz monoatomique, caculé
d’'aprés les équations (3.5) et (3.6). La pressibla éempérature en amont de I'orifice ont été
respectivement prises égales a 5 bars et de 3@) ®ourbes de pressions constantes dans le plan) (xO
pour un orifice de diamétre 1 mm et une pressioaraant de la vanne égale a 5 bars.
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B ’ 78\’ :
P (x,y,2)= P,.(x,0,0) cos@) CO{—zxcpj sig<® (Eq. 3.7)

P(x,v,2)=0 sif=2d

2 + Z2
avec tan(@) W Tz et @& =1,365 pour un gaz monoatomique
X

3.2.3 Molécule-test

La molécule-test est décrite par un systeme maigiple possédant deux conformations
d’énergies différentes et séparée par une bard&mergie potentielle (Figure 3.6). Les deux
conformations sont donc reliées par un uniqued&atansition.

Energie
A

Conf. B

Fig. 3.6 —Représentation simplifiée de la surface d'énepgitentielle de la molécule-test selon la
coordonnée de réaction correspondant a I'isomérisaéentre les conformations etB.

A chaque début de simulation, un ensemble de tiondi initiales constitué d'une
position, une vitesse, une énergie interne rotagtla, une énergie interne vibrationnelle et une
conformation est attribué a la molécule-test. Geglitions initiales peuvent soit étre identiques

pour chacune des simulations, soit étre échantiles aléatoirement selon les lois suivantes :

- Conformation : la conformation initiale peut étre tirée selon lwiede Boltzmann & une

température donnée, la probabitg€de débuter dans la conformation A est par exemple

1

1+exg o2~ Ce
KT,

avec G et G les enthalpies libres des conformétestB a la températureol

P, =

(Eqg. 3.8)
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Position et vitesse Les composantes de ces deux conditions initigies des axefOXx),
(Oy) et (Oz) peuvent étre définies indépendamment les uneaudess. Elles peuvent étre
fixes ou bien suivre une loi gaussienne d’une largespécifique (Eq. 3.9), ce qui permet
notamment de simuler la vaporisation a partir d'tashe gaussienne en deux dimensions

d’un laser de désorption sur la surface de I'éctamt

— u_uo
f(u)= J\/_ r{ ] (Eq. 3.9)

avec ¢ l'écart-type ( =x, youz), relié a la largeur a mi-hautelurde la gaussienne par

L, =2y2In(2) o,

Up la position du centre de la gaussienne

Energies internes rotationnelle et vibrationnelle :Si les énergies internes initiales ne
sont pas fixes, elles sont alors tirées au sord deinpératurel,. L'équation (3.10)
formulée par Hinshelwood donne la fonction de dhstion de I'énergie interng, d’'un
mode interne possédand; degrés de libertés, en fonction de la tempérdilre.e terme
pré-exponentiek /> représente dans cette équation la densité ddtatsode interné

a I'énergies.

f(e)Og5"™ ex;{—%) (Eq. 3.10)
0

Les molécules considérées dans cette étude possksenonstantes rotationnelles tres
faibles ce qui signifie que méme a des températdeetordre de 1 K de nombreux
niveaux rotationnels sont peuplés. La densité tfétatationnels de la molécule-test est
donc bien une grandeur qui peut étre supposéencentt le nombre de degrés de
libertés rotationnels constant et égal a trois émale non-linéaire). Par conséquent,
I'énergie interne rotationnelle initialE,.o est tirée au sort par une méthode de rejet,
décrite dans I’Annexe A.1, selon la fonction deriisition suivante, avec A, B et C les

constantes rotationnelles de la molécule-test [8]:

F(Ero)= 24Euo r“°] (Eq. 3.11)

ABC
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En revanche, I'approximation précédente d’'une déndiétats continue n’est plus
valable pour les modes internes de vibration. Eat,eflle ne peut étre justifiée que si la
températurely est trées supérieure a la température vibratioanediractéristique de
chaque modé, ;, définie par I'’équation (3.12) [9]. Or, la tempiéne vibrationnelleg,
associée & un mode de vibration amide A d’un peptit8500 crif) est supérieure a
5000 K.

o = hcv,

Eq. 3.12
” (Eq )

avech la constante de Planck (ens)

c la vitesse de la lumiére dans le vide (enst)

v le nombre d’onde du mode de vibratiofen m')

k la constante de Boltzmann (enK™)
Le terme pré-exponentiel de I'équation (3.10) éssiaemplacé par la densité discrete
Pip d’états vibrationnels de la molécule-test dandolection de distribution (3.13).
Cette densité d’états est calculée dans I'appraxamdnarmonique grace a l'algorithme
de Beyer et Swinehart [10] a partir des fréquerttasnoniques de vibration de la
molécule-test (non corrigées par des facteurs dlémh L'algorithme de Beyer et
Swinehart est une méthode de comptage du nomhiasiiébrationnels dans des boites
de largeur constante. Une résolution de T s®ra utilisée dans la suite pour la largeur

des boites.

E.
f (Evib,O) = P (Evib,o) ex[{_ kL'llj"oj (Eq. 3.13)
0

3.3 Traitement des collisions

Le traitement des collisions entre une moléculeneatome dans la détente supersonique
peut se décomposer en plusieurs étapes (Figure/.@haque pas de temps, la probabilité de
subir une collision pendant l'intervalle de temfis est calculée et la possibilité que cet
événement se produise est ensuite tirée au salieSist acceptée, de nouveaux paramétres sont
attribués a la molécule et un nouveau tirage atasleu pour déterminer si 'atome se colle a la

molécule.
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E I |
Conditions initiales : | : : 1
« Position Tirage au | Tirage au c
- alcul des
* Vitesse H | sort de la possibilité | sort de la possibilité nouveaux
* Energies internes —> d’avoir subi une > d’avoir changé de » parameétres de la
vibrationnelle et | collision I conformation molécule
rotationnelle I durant At | durant At
« Conformation I |
_________ T—-- 1
.......................................................... s

_______________ A

I Calculet | __ I

| Collision redistribution |

| inélastique de I'énergie |

| de collision |

I Calcul des I

> nouvelles |

| Collision vitesses I

| > |

| Collision I

I Calcul de la élastique |

probabilité P, de

1 subir une collision selonla |

| pendant At probabilité |

| Py |

| Collision |

I refusée |

L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = —— |

Fig. 3.7 —Schéma du principe du traitement des phénoménegliitdons dans la simulation.

3.3.1 Probabilité de collision

La probabilitéP., qu’'une collision avec un atome de gaz noble saongependant la
durée d’'un pas de temps est calculée dans le dadranodele de spheres dures (Eq. 3.14). Elle
est égale a la probabilité de trouver un tel atdanes un volume défini par la section efficace de
collision & et la vitesse relative moyenne entre la molécesé-et un atome dans le jet
(Figure 3.8).

-

Vrelative

2
I:)coll = ngaz X ScoII X < > At (Eq 314)

La densité particulairéy,, d’atomes est obtenue d'aprés I'équation (3.5c).skation
efficace de collisiorgq est estimée par une méthode Monte-Carlo, en dasinhés atomes de la
molécule-test et ceux du gaz a des spheres domayess sont égaux aux rayons de van der
Waals de ceux-ci [11, 12].
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e

relative

Fig. 3.8 —VVolume de collision dans le modéle de sphéressdure

La vitesse relative moyenne dépend de deux faciEq. 3.15) : la vitesse relative entre
la molécule-test et I'écoulement et la vitesse mogedue a I'agitation thermique des atomes

dans I'expansion a la températdréAnnexe A.2).

[Foent')=

avec Vi etT respectivement obtenus par les équations (3(3) %)

-

* 3K (Eq. 3.15)
o g. 3.

V jet — Vmolécul%

V relative

mla masse d’'un atome du gaz (en kg)

La probabilité de collision étant tirée uniquemené seule fois par intervalle de temps, la
durée du pas de temfis est choisie suffisamment faible (généralemeritaitdre de 10 ps) pour

pouvoir négliger la probabilité d’'une deuxieme isidin pendant celui-ci.

Un des premiers parameétres ajustables du modeéldeepburcentage de collisions
inélastiques par rapport au hombre de collisiote.tdrois voies sont donc possibles a l'issue du
tirage de la collision : (i) la collision est actép et est inélastique, les énergies internes de la
molécule-test sont redistribuées et de nouvelléssses sont calculées, (ii) la collision est
acceptée et est élastique, seules les vitessemnwanpres la collision, les énergies internes ne
changent pas et (iii) la collision est refusée @tprogramme passe a l|'étape éventuelle

d’'isomérisation.

3.3.2 Redistribution de I'énergie de collision

Lors de collisions inélastiques, I'énergie de is@h est calculée puis redistribuée entre
les différents degrés de liberté de la paire doliiselle. Dans la suite, les énergies avant etsapré

collision seront respectivement notéestE .
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3.3.2.a Calcul de I'énergie de collision

Pour des collisions impliquant la molécule-testuat gaz monoatomique, I'énergie de
collision correspond a la somme des énergies iesemotationnelle et vibrationnelle de la
molécule-test et de I'énergie translationnelle etdrmolécule et 'atome de gaz noble (Eq. 3.16).
Les deux premiéeres énergies sont connues a chaspaati dans la simulation, la derniere est tirée

au sort a chaqgue fois qu’une collision est acceptée

E. = E +E +E

coll vib,molécule rot,molécule Trans

Eg. 3.16
+E 1 5 (Eq )

rot,molécule + E H Vrelative

=E

vib,molécule

m

moléculex mgaz

m +m

molécule gaz

avec u= la masse réduite de la paire collisionnelle (en kg

et Vrelative = Vgaz — Vmolécule = (Vjet + Vthermique)_ Vmolécule |a Vitesse relative (en ms'l)

Contrairement a I'équation (3.14) la composantdadeitesse relative due a I'agitation
thermique des atomes dans la détente n’'est pasvibegse moyenne ; elle est ici tirée
aléatoirement. Sa norme est tirée selon une disivitb de Maxwell des vitesses (Eq. 3.17) [13].
Son orientation est déterminée dans un systemeodedannées sphériques par un tirage
équiprobable de deux angl@set ¢ respectivement entre [0f et [0, 21 afin d’obtenir une

distribution isotrope de cette composante duegitéiion thermique.

> 2
m, az 2 m az Vv ermique
f (Vthermiquez) = 4ﬂ(ﬁj V’[hermique2 ex{_%] (Eq 317)

3.3.2.b Redistribution

La théorie employée pour décrire la variation dige interne de la molécule-test aprés
une collision inélastique, aussi appelée théorge adlisions ergodiques, repose sur un modéle
proposé par Borgnakke et Larsen en 1975 [14]. &Hfebasée sur I'hypothese que les deux
partenaires de collision sont en équilibre micracagque a I'énergie totale de collision définie
par I'équation (3.16). Selon cette hypothése, lababilité P(E.oi, E in) que la molécule-test
posséde une énergie interne finalg; lorsque I'énergie de collision vaHt.; est proportionnelle
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au produit de la densité totale d’états internesafionnels et vibrationnels) de la molécule a

I'énergieE i et de la densité d’états translationnels a |'éieemrstanteBco - E i) [15].

I:)(Ecoll J EDi”t ) u Pint (E Dim) x ptrans(EcoII - EDi”t) (Eq 318)

Cette méthode de redistribution ne fait cepentdatvenir que I'énergie interne totale de
la molécule-test sans distinction des modes intedeevibration par rapport a ceux de rotation. Il
a ete toutefois démontré que le modele de Borgnhlkeen pouvait se ramener a une succession
de redistributions, chacune impliqguant un moderimge(rotation ou vibration) et le mode de

translation [7].

L’énergie de collision est donc dans un premierpe redistribuée entre la rotation et la
translation. L’énergie rotationnelle finale eséérentre O et la somme des énergies rotationnelle

et translationnelle initiales selon la probabititévante :
P (Ecoll y EDrot ) O Prot (E EIrot ) X Phrans (Erot + Etrans - EDrot)

avec 0<E“a <E  +E

trans

Aux températures atteintes dans une détente supgus) les densités d’états rotationnels et
translationnels peuvent étre considérées contietiepprochées par I'expressiaff’>Y. Une
molécule non-linéaire posseéde trois degrés detéibate rotation et le mode de translation est
caractérisé par quatre degrés de liberté dansdee ade I'approximation de collisions entre

sphéres dures [16]. L’équation précédente peut demuettre sous la forme :

P(Ey. E% ) OVE w x(Eyy + By ~E%t)  (Eq. 3.19)

coll 7

L’énergie vibrationnelle finale peut ensuite varentre 0 et la somme de I'énergie
vibrationnelle initiale et de I'énergie translati@ile initiale restante aprés la redistribution leur
mode de rotation. La densité d'états vibrationngitisée dans le calcul de la probabilité

P(Eon, E vib) est la densité d’états harmoniques obtenu paydfithme de Beyer et Swinehart.

P(Eco, E%ib) 0 0y (E% )X |Euip + (Evor + Eqane = E ot )~ E'Vin] (Eq. 3.20)

rot trans
avec 0< E%b < Ey + (B + Eyans — E'rot)
Pour finir, 'énergie restante est attribuée &daslation et interviendra dans le calcul des

vitesses apreés collision.
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EDtrans = Ecoll - EDvib - EDrot (Eq 321)

Un premier test du modéle a été de s’assurer gpsapn nombre suffisant de collisions
dans un réservoir d’atomes a tempéraifufexée, la distribution finale en énergie interne ld
molécule-test converge effectivement vers uneildigion de Boltzmann a la méme température
T, et ce quelle que soit sa distribution initialen €kemple appliqué a la conformation repliée du
dipeptide protégé Ac-Ala-Ala-OBn, est présenté d@n&igure 3.9. Un ensemble de 100 000
simulations ont été effectuées en tirant au s@téaergies internes initiales a une température de
500 K puis en laissant évoluer les molécules dangservoir d’atomes de néon a la température
de 300 K. Les distributions finales correspondamt distributions d’énergies internes apres
1 000 collisions inélastiques, lorsque le systemsteael’eéquilibre. Les distributions finales se
superposent parfaitement avec les distributionsBdézmann de la molécule a 300 K, la
température du réservoir, ce qui valide la capatitémodéle de redistribution de I'énergie a
décrire I'équilibre thermodynamique.

a) b)
< —— Distribution initiale - —— Distribution initiale
& 4 — Distribution aprés 1000 collisions IS — Distribution aprés 1000 collisions
© 3.0x10" S
8 Distributions calculées selon 8 2.0x10° 1 Distributions calculées selon
0 la loi de Boltzmann : “© la loi de Boltzmann :
= " —a 500 K = ——ab500K
g 2:0x1077 —a300K g —a300K
o) o)
o o
S S 1.0x10°+
S 1.0x10* 5
o 2
c
) o
a 0.0 : . : ; o 0.0 ; : ; . .
0 5000 10000 15000 20000 0 500 1000 1500 2000 2500
Energie vibrationnelle (cm™) Energie rotationnelle (cm-1)

Fig. 3.9 —Comparaison des distributions initiales et finatlss énergies internes vibrationnelle (a) et
rotationnelle (b) avec les distributions de Boltzma 300 K et a 500 K de la forme repliée du dijept
protégé Ac-Ala-Ala-OBn.

Néanmoins, le fait que I'état d’équilibre soit mtement prédit par le modéle n’implique
pas que la quantité d’énergie échangée a chagligaokoit correctement décrite. En effet, une
collision ergodique [15] est un cas limite de iin ou tous les modes internes de la molécule
participent et échangent de I'énergie. Dans ['difjede réaliser des comparaisons avec des

résultats expérimentaux il peut étre plus réalistgroduire une limite a I'énergie échangée par
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les modes de vibration en autorisant seulementeustistribution partielle de celle-ci. Un moyen

consiste a sélectionner un certain nombre de mddegbration actifs qui seront en équilibre

microcanonique avec les modes de rotation et aslation lors des collisions et échangeront de
I'énergie avec les atomes de gaz, les autres modemt pas affectés par la collision. L’énergie
vibrationnelle redistribuable lors des collisiorst alors la fraction de I'énergie vibrationnelle

totale contenue dans les modes actifs ; elle ewrrdinée en considérant qu’un équilibre

microcanonique entre les différents modes de vimah le temps de s’établir entre chaque
collision. La fonction de distribution de I'énergigbrationnelle aprés collision est ensuite

obtenue a partir de I'équation (3.20) en remplatamiensité d’états vibrationnels totag, par

la densité d'états calculée a partir des seuls ma@atifs. Ce modele est appelé modele de

collisions partiellement ergodiques [15].

. Nombres Energies internes avant collision
Modeles
de modes
actifs 10000 crit 20000 crit 30 000 crit 40 000 crit
KCSI -176 - 346 -521 - 700
(6E) T -535 2937 -1285  -1612
B-L 4 - 323 - 596 - 836 - 1066
1
(cm) 3 - 277 - 523 - 739 - 945
2 - 206 - 412 - 590 -762
KCSI 481 748 1028 1313
N-N 3,70 44,95 454 670 902 1134
1 2 oo
(aE?) 72 837 1306 1721 2115
(cm?) B-L 4 521 804 1064 1320
3 458 705 936 1159
2 369 562 745 926

Tab. 3.2 -Valeurs moyennesA4E> et valeurs quadratiques moyennede®> de I'énergie transférée
pendant une collision par le trans-stilbéne a uadaine énergie interne vers un atome d’argon a R00
Les valeurs provenant des expériences KCSI et diélmde Nilsson et Nordholm (N-N) sont
respectivement tirées des Réfs. [17] et [15]. lé=sultats du modéle de Borgnakke-Larsen (B-L) ant ét
obtenus en considérant un pourcentage de collisiodlastiques de 100% et en choisissant les mogles d
plus basses fréequences comme modes actifs. Ledtithene, de formule brute,1,,, possede 72 modes
de vibrations.

Le nombre et la nature des modes actifs a sétemiopeuvent étre caractérisés en

comparant les résultats obtenus surdes-stilbéne par le modele de Borgnakke-Larsen etepar
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modele de collisions partiellement ergodiques dey@ par Nilsson et Nordholm [15]. Ce
dernier se différencie principalement par I'expr@ssde la densité d’états ro-vibrationnels qui

prend la forme suivante :
pu(E)=CE**  (Eq.3.22)

ou C et ¢ sont deux parametres ajustés sur des expérien€& (Kinetically Controlled
Selective lonization17], { représentant le nombre de degrés de libertés ddssractifs. Cette
expression peut étre utilisée pour simuler le ferhsd’énergie de molécules tres excitées
(I"énergie interne moyenne dransstilbéne est d’environ 2000 ¢ha 300 K) vers un réservoir
d’atomes a température ambiante mais son caractérénu ne permettra pas de décrire un
refroidissement vibrationnel complet dans une détsupersonique. Leurs meilleurs ajustements
des parametres ont été obtenus avec un nombre desnaxtifs/ variant de 3,70 lorsque
I'énergie interne initiale de la molécule est de 0DO cm® & 4,95 pour une énergie de
40 000 crit. Le tableau 3.2 compare les valeurs prédites fiérehts modéles des énergies
moyennes et énergies quadratiques moyennes tréesfgar lérans-stilbéne a un atome d’argon
pour plusieurs valeurs d’énergies internes avaltiisiom. On peut voir qu'il faut réduire le
nombre de modes actifs dans le modele de Borgniakisen jusqu’a environ 3 pour obtenir en
accord avec les autres modeles. La valeur moyeluseimqpportante de I'énergie transférée dans
ce premier modele s’explique par le fait que, cintment aux autres modeles, la position du
maximum de la fonctio®P(E.oi, E ini) est décalée par rapport & celle des collisionstiglaes
(Figure 3.10). Cette distribution peut donc étrgigée en augmentant la proportion de collisions
inélastiques. Les modes actifs utilisés pour obtiessi résultats du tableau 3.2 sont les modes de
plus basses fréquencestdansstilbéne, tirés de la Réf. [17], car ce sont lesles mous qui sont

le plus susceptibles d’échanger de I'énergie l@s cbllisions. Cependant pour des molécules
possédant une énergie interne de quelques dizaéneslliers de cil la nature des modes actifs

a peu d’'influence sur I'énergie moyenne transfétee augmentation de 1% seulement de cette
valeur est observée lorsque les modes actifs ssntmodess; & vas (945 cntt, 953 cnmt* et

961 cm') au lieu des trois modes de plus basses fréquefidesmi', 57 cm® et 75 cnit).
Néanmoins, plus I'énergie interne de la moléculea daible et plus cette différence sera
importante. Les modes actifs choisis dans la ssetent donc les trois modes de plus basses
fréquences, comme suggeéré par I'étude précéderdeplls, le pourcentage de collisions
élastiques sera fixé a 30 % pour obtenir des valdigmergies moyennes transférées proche de
celles des expériences KCSI dans le casahs-stilbéne.
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Modéle de Borgnakke-Larsen :
—— collisions ergodiques
—— collisions partiellement ergodiques E =20 000 cm™

0.002+

Modéle de Nilsson et Nordholm
- —- collisions partiellement ergodiques

— KCSI

0.001+ \
trans-stilbéne

Densité de probabilité par cm”

16 000 18 I000 221000

E* (cm™)
Fig. 3.10 —Probabilités selon différents modéles pour le $ratilbéne de posséder une énergie interne E
aprés une collision avec un atome d’argon a la térapure de 300 K lorsque I'énergie interne initiast
égale & 20 000 cth Les résultats du modéle de Nilsson et Nordholdestexpériences KCSI sont tirés de
la Réf. [15]. Les résultats du modeéle de Borgnakdesen ont été obtenus en considérant un pourcentag

de collisions inélastiques de 100% et en choisiseartrois modes de plus basses fréquences comme
modes actifs dans le cas des collisions partiellgreegodiques.

3.3.3 Vitesses apres collision

Les vitesses de la molécule-test et de I'atomegde noble aprés collision sont

déterminées d’'aprés les deux relations suivantes :

- la conservation de la quantité de mouvement loda dellision :
mgaz Vgaz My 16006 Vmolécule = mgaz VgaZD + rnmoléculeVmOIéCUIeD (Eq 323)

- I'expression de I'énergie cinétique aprés collision

(Eq. 3.24)

Vgaz — Vmolécule -

(" o - D)Z _ ZEDtrans

L’équation (3.24) étant une relation scalaireriéatation de la vitesse relative entre la
molécule-test et 'atome de gaz noble est de plée tiu sort de maniére équiprobable dans tout

'espace.
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3.3.4 Application au refroidissement de peptides da ns une détente

supersonique

a) b)
—— Ac-Phe-NH, —— Ac-Phe-NH,
1000 4 —— Ac-Phe-Phe-Ala-Ala-Ala-NH, 1004 — Ac-Phe-Phe-Ala-Ala-Ala-NH,

100 4

1 T T T )

10 T T T )

Energie vibrationnelle moyenne (cm™)
Energie rotationnelle moyenne (cm™)

1 2 3 4 1 2 3 4
Distance réduite au col de la tuyére (x/d) Distance réduite au col de la tuyere (x/d)
14000 - c)

2 12000
i)
2 10000
Q
[&]
© 8000
©
©
§ 6000 1 ’ g
(0]
5 4000+ Ac-Phe-NH,
= —— Ac-Phe-NH, Ac-Phe-Phe-Ala-Ala-Ala-NH,
S 20001 —— Ac-Phe-Phe-Ala-Ala-Ala-NH,

0 T T T 1

1 2 3 4

Distance réduite au col de la tuyére (x/d)

Fig. 3.11 —Simulation du refroidissement vibrationnel (a)tationnel (b) et du nombre total de collisions
subies (c) par deux peptides protégés dans unetéé&apersonique (d=1 mmg R.n=5 bars,
Toynéon: 300 K).

Dans l'objectif d’observer l'influence de la tailde la molécule-test sur l'efficacité du
refroidissement vibrationnel et rotationnel dane détente supersonique, le modéle de collisions
décrit dans les parties précédentes a été appliqiegux peptides (Figure 3.11) : I'acide aminé
protégé Ac-Phe-NHE et le pentapeptide protégé Ac-Phe-Phe-Ala-Aladly. La détente
supersonique est modélisée par une expansion e iné@lement a la pression de 5 bars et a la
température de 300 K, a travers un orifice de 1 nua.position initiale du peptide correspond a
celle utilisée dans les expériences de désorptotager : 0,5 mm en aval de la vanne et 0,5 mm
au-dessous du centre de l'orifice. Son énergigrniet@nitiale est tirée au sort a une température
de 600 K. Enfin, seuls les trois premiers modesilation de chaque peptide sont actifs lors des

collisions et le pourcentage de collisions élagtest fixé a 30%.
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De maniére générale, comme I'énergie interne dimoécule croit avec le nombre de
degrés de liberté de vibration, plus la taille d'peptide augmentera et plus le nombre de
collisions nécessaires pour le refroidir vibratielement sera important. Il existe donc une limite
supérieure a la taille des molécules flexibles iésl au moyen d’'une détente supersonique a
partir de laquelle il ne sera plus possible degwl#s piéger dans une conformation précise. Cette
limite se traduit expérimentalement par I'appantate bandes d’absorption larges. L’acide aminé
protégé et le pentapeptide protégé possedentspectivement 81 et 231 modes de vibrations.
Les résultats de la simulation montrent qu’'a urstadice de 4 mm de la vanne, le premier a une
énergie interne vibrationnelle moyenne inférieure 2&n*, ce qui signifie qu’il est
majoritairement dans son état fondamental 0. Le second, qui a subi environ le double de
collisions pendant le méme trajet, possede unegiéneibrationnelle moyenne 10 fois plus
importante, plusieurs niveaux excités de vibratont donc encore peuplés. En revanche, comme
le nombre de degrés de liberté de rotation estdik®is quelle que soit la taille de la molécule-

test, cette derniere n’a pas d’effet sur la cingidu refroidissement rotationnel.

Les trajectoires des molécules-test dans la stioolafournissent également des
informations intéressantes (Figure 3.12). Nous avaimsi pu remarquer que lorsque les
conditions initiales de la molécule sont choisiesirpsimuler le processus de vaporisation par
désorption laser (c’est-a-dire avec une positidgtale en aval de la vanne pulsée, en-dessous de
'axe du jet et une vitesse initiale perpendicdaa I'axe de I'expansion supersonique), la
distribution finale de la coordonnéeales molécules (Figure 3.5) n’est pas centrée ad®uéro,
mais autour d’'une valeur négative. Le nombre désemhs avec des atomes de gaz porteur est
suffisamment grand pour modifier la trajectoire daslécules, méme les molécules les plus
lourdes telles que des pentapeptides, avant quelareseres n’atteignent 'axe de la détente
supersonique. Comme la pression en gaz porteundeniapidement en dehors de I'axe de la
détente, cela signifie que le nombre de collisiinal avec les conditions de vaporisation par
désorption laser sera inférieur de plusieurs ordeegrandeur a celui qui aurait été obtenu avec
des conditions de coexpansion (position initialel'sixe du jet et vitesse initiale paralléle a kax
du jet). A pressions de gaz porteur égales, il derec plus difficile de refroidir une molécule
désorbée gu'une molécule vaporisée en amont darnaevpulsée. Ces résultats correspondent
tres bien a ce que nous avons déja pu observeriggrdalement : pour maximiser l'intensité du
signal d’ions, la position en de la vanne pulsée par rapport a I'écorceur (Eigus) doit étre
plus basse si les molécules sont désorbées paortagyp cas d’'une coexpansion, car dans le
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premier cas les molécules n’atteignent pas le eed& I'expansion. Nous avions aussi pu
constater une meilleure efficacité du refroidisseimen augmentant le diameétdede la vanne
pulsée et en placant I'échantillon plus prés deel'du jet #niiai COMpris entre- d/4et—d/2, ce
qui équivalait donc a augmenter fortement le nonadlereollisions.

(a) (b)
-0.742]
-0.744]
E 0.746] E -
N N
-0.7481
-0.7501
0.50 0.51 052 053

Fig. 3.12 —Trajectoires de Ac-Phe-NHbbtenues par la simulation de détente supersonj@uExemples
de trajectoires. (b) Position des molécules a diffiés instants dans la détente. Les points noirs
correspondent a la projection des coordonnées d#éaules a t = 2us sur les plans (xOy), (xOz) et
(yOz). Les propriétés de la détente supersoniqoeles suivantes : d=1 mmgRon= 5 bars,
To.neon= 300 K.

3.3.5 Probabilité d’agrégation

Itérations pendant N pas de temps de durée At
I_ ___________ |
Conditions initiales : |
« Position I Tirage au l Tirage au Calcul des
- Vitesse | sort de la possibilité | sort de la possibilité FoUveaUX
* Energies internes > d’avoir subi une > d’avoir changé de > .
- > | A parametres de la
vibrationnelle et | collision conformation 5
; molécule
rotationnelle | durant At I durant At
+ Conformation | 1
____________ 1
1
|
________________ |
| |
+ Calcul de I
I I'énergie de
| collision - : |
| Collision - Complexation » Départd ’'un ]
I inélastique) de la molécule atome 1
| par un atome . R(—::glistrib_ution I
Caicul de I'énergie de [
I (? cu Dissociation collision |
| nou:eslles - acceptée « Calcul des |
I Collision vitesses CalouTde] nqtuvelles |
| acceptée alcul de la vitesses |
probabilité |
I P,.de irage au
I [calcul de la B! dissocier un sort selon la L1y
| | probabilité atome collé probabilité, 1
—» P, de subir sort selon la pendant At |
| [une collision probabilitg (P =0si |
| | pendant At a““égi’é’)"’”e |
| Collision Dissociation |
| refusée refusée |
b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e — — — — — — — — — — — — — — — 1

Fig. 3.13 —Schéma du principe du traitement des phénoméneglidgons dans la simulation lorsque
I'on accorde a I'atome la possibilité de complel@molécule-test.
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Jusqu’a présent, la nature du gaz utilisé pouméor’expansion supersonique n’influence
dans le modéle que la vitesse de I'’écoulement 3£2). Or, d’autres effets de la nature du gaz
sont observés expérimentalement : par exempleeksion a partir de laguelle des atomes du gaz
porteur commencent a former des complexes avecolkkcuie est dépendante du gaz, des
complexes apparaitront a des pressions plus rédsiite gaz porteur est de I'argon au lieu de
'hélium [18, 19]. Pour tenir compte de ce phénomeél a été donné la possibilité aux atomes de
gaz porteur de se coller a la molécule-test auésde la collision. Le principe du traitement des
collisions est alors Iégérement modifié par rappare qui a été vu précédemment (Figure 3.13) :
a chaque fois qu’une collision a été acceptéetame de gaz porteur est collé a la molécule-test
avec une probabilité de 1, I'énergie de translagisinajouté a I'énergie interne de la molécule-test
et la vitesse du complexe est calculée d’aprési ldd conservation de la quantité de mouvement
(Eq. 3.23) ; un tirage au sort est ensuite effectaldn la probabilitéPgyss (Eq. 3.25) pour
déterminer si I'atome reste collé jusqu’'au pas e®mps suivant (collision collante) ou si le
complexe se dissocie immédiatement (collision nalfente). A chaque pas de temps, tant que la
molécule est complexée par au moins un atome d@a#eur, la dissociation du complexe est
tirée au sort. Lorsque la dissociation est accepaéedistribution de I'énergie de collision et le
calcul des vitesses aprés collision est traitéfagen identique a ce qui a été vue dans les parties
3.3.2 et 3.3.3.

Pyss(E) =1- exd_ kdiss(E) . At) (Eq. 3.25)

ou kgs{E) est la constante de vitesse de dissociation d'amptexe d’énergie totale

E = Eib + Egans, Calculée par la théorie de Rice-Ramsperger-Kadaetus (RRKM) [20] :

#le _#
B) =V EE) g a2
h p(E)
avec E”I'énergie de I'état de transition
N*(E-E") le nombre d’états vibrationnels de I'état de tims compris entr&” et E
A(E) la densité d’état du complexe a I'énergie

h la constante de Planck

Le calcul des constantes de vitesse de dissociasbméalisé en effectuant I'hypothése
gu'un atome de gaz noble interagit principalemerdcale cycle aromatique des molécules
étudiées. Par conséquent, I'énergie d’interadfibantre 'atome et la molécule est prise égale a
I'énergie d'interaction entre ce méme atome etmokécule de benzéne (80 ¢rpour I'hélium,
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160 cni* pour le néon et 320 chpour I'argon) [21, 22, 23] et la coordonnée dectiéa de
dissociation correspond a l'allongement de la distaentre I'atome et le centre du cycle
aromatique, selon une direction perpendiculairelan de ce-dernier. La figure 3.14a représente
I'évolution des probabilités de dissociation de ptare entre Ac-Phe-NHet un atome de gaz
porteur en fonction de I'énergie de collision (soende I'énergie interne de la molécule-test et de
I'énergie de translation). On peut remarquer quar gmie la probabilité d’une collision collante
soit non négligeable pour I'hélium il faut que l&gie de collision soit inférieure a quelques
centaines de cih Ce type de collisions ne peut donc pas survemidé@but de la détente
supersonique, lorsque les molécules-test sont ert@udes et ont une direction perpendiculaire
a celle des atomes de gaz porteur. La probabdgitdissociation diminue ensuite progressivement

de I'hélium, au néon et a I'argon.

(a) (b)

Gaz porteur :
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— Neon Argon
Argon
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]
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Probabilité de dissociation
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Energie de collision (cm™) Distance réduite (x/d)

Fig. 3.14 —(a) Probabilité de dissociation d’'un complexe lLentre Ac-Phe-Nket un atome de gaz
porteur pendant un pas de temps de 10 ps.(b) Bgnkitlu nombre moyen d’atomes de gaz nobles
complexés sur I'acide aminé protégé Ac-Phe-&Ha fin de chaque pas de temps en fonction de la

distance réduite a la vanne. La pression en amenadanne est égale a 5 bars pour les trois gde et
diamétre de la vanne est de 1 mm.

Pour limiter le nombre d’atomes de gaz porteur potnse coller a la molécule-test, la
barriere d’énergie de la dissociation est abaiggge chaque nouvel atome collé. La solution
adoptée pour cela est de la multiplier arbitrainetmgar un facteurl/N, avecN le nombre
d’atomes collés. Un traitement plus précis nécmssttle calcul par des méthodes de chimie
guantique des énergies de dissociation de comptixekferentes tailles. Il faut noter que cette
description conduit a surestimer le phénoméne daptaxation : un nombre trop important
d’atomes de gaz noble complexé est trouvé en caigoar avec les observations expérimentales
(Figure 3.14b) : la probabilité d’observer une noalé d’Ac-Phe-NH complexée par un atome

d’hélium ou de néon dans ces conditions devrait @iasi nulle. Ce modele simple doit donc étre
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affiné si 'on souhaite reproduire le processugyiBgation dans une détente supersonique : il ne
permet pas pour l'instant de prédire correctemeiel gera le nombre final d’atomes collés sur
une molécule. Il peut néanmoins étre utilisé panrer la possibilité a la nature de I'atome de
gaz d'influencer le processus d’'isomérisation. Gmtpsera discuté dans la partie 3.4.2.b traitant

du refroidissement conformationnel de la molécee(8)-1-indanol.

3.4 Traitement des isomérisations

A chaque pas de temps, aprés avoir résolu leetnaitit des collisions, le programme
donne la possibilité a la molécule-test de réalifey isomérisations. Cette partie a pour objectif
de présenter le calcul des probabilités disom#@osa puis de comparer les prédictions
d’abondances du modele avec des résultats expédamembtenus sur le dipeptide protégé

Ac-Ala-Ala-OBn et la molécule de (S)-1-indanol.

3.4.1 Probabilité d'un changement de conformation

Le traitement des isomérisations dans le modeélesiste en un tirage au sort de la
probabilité pour la molécule-test de posséder wméocmation differente au début et a la fin du
pas de temps, qui est différente de la probaklditéubir une isomérisation : une molécule peut
s’isomériser plusieurs fois pendant un pas de teshp®urtant posséder la méme conformation
au début et a la fin de celui-ci. La probabilité denger de conformation est calculée dans le
modele d'un équilibre entre deux géométries sépamggr une simple barriere d’énergie
potentielle (Figure 3.6). L'évolution en fonction temps des probabilité%(E,t) et Pg(E,t) qu'a
un tempst une molécule possédant une énergie interne \doratile E soient respectivement
dans la conformatioA et dans la conformatidd est définie par les deux équations suivantes :

(aPA(Ea; EA,t)j — _kAHB(E - EA)x PA(E - EA’t) + kBHA(E)X P (E,t) (Eq. 3.27a)
(aPBétE,t)j =k, L (E)xP,(Est) +k, ,(E~E,)xP.(E-E, 1) (Eq. 3.27h)

ouka g etks_.a sont respectivement les constantes de vitessriléas par la théorie RRKM, des
réactions d’'isomérisation de versB et deB versA :
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gy NE-E)
Kas(E EA)—m (Eq. 3.28a)
_N(E-E)
kBaA(E)_T(E) (Eq. 3.28b)

avec oa, ps respectivement les densités d’états vibrationdelsla conformationA et de la
conformationB et N* le nombre d'états vibrationnels de I'état de titms calculés dans

I'approximation harmonique.

La molécule-test ne peut prendre qu'une des deémmgtries A ou B) dou
Pa(E-Ea,t) + Ps(E,t) = 1. En intégrant les équations (3.27) par rapporteanps, ces probabilités
peuvent se mettre sous les formes suivantes :

Ke_.a(E)
P.(E-E, t+At)= —
A\E T Ea Kns(E-En)+kg A(E) (EqQ. 3.293)

+[PA(E—EA,'[)— kBaA(E) ( )} eXF{_(kA_,B(E_EA)+kB~A(E))At]

kAﬁs(E_ EA)+kB_.A E

+ - A B( )
PB(E’t At) as(E- EA)+kB A(E) (Eqg. 3.29b)
+[PB(E't)_ AABE(éAiBIiA)+kB) A(E )} exfl~ (k5 (E ~E,) +kq_ A (E)) At]

Les probabilitésPa_.g(E-Ea4t) et Pg_a(EAt) pour la molécule-test de posséder des

conformations différentes au début et a la fin ds gee temps sont donc :

Py a(E- B[ S et (£ -E) o ()]
(Eq. 3.30a)
S Toa I | ST S WS A RO 1Y

(Eq. 3.30b)
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Le calcul de la probabilité d’'un changement def@onation dans le cas d’'une molécule
complexée est similaire a ce qui a été décrit ssds, la seule différence étant le remplacement
de la densité d’états de la molécule isolée paelssité d’'états du complexe dans le calculs des
constantes de vitesse par la théorie RRKM.

3.4.2 Applications

Dans I'objectif d’estimer l'influence des diffétsnparamétres intervenant dans le modele
de refroidissement conformationnel ainsi que degradmations reéalisées, les rapports
d’abondances entre conformations prédits par @tluint été comparés a des résultats
expérimentaux obtenus sur deux systemes : le dilgeptotégé Ac-Ala-Ala-OBn et la molécule

d’'indanol.

3.4.2.a Ac-Ala-Ala-OBn

Le spectre d'IR2P-1C représenté sur la Figure &8.4té réalisé dans les conditions
suivantes : les peptides protégés ont été vapopaésiésorption laser puis refroidis dans une
expansion supersonique pulsée d’'un mélange d’hééurde néonRp = 10 bars,To = 300 K,

d = 300um). Deux conformations de Ac-Ala-Ala-OBn ont étdeadées, le signal d’ions le plus
intense correspond a une géométrie étendliid’Qutre signal correspond a une géométrie replié
(B). Le rapport d’'intensité\ : B entre les signaux dus aux deux conforméres estoenggal a

80 : 20 (soit une température conformationnélig:~ 340 K) et s’est avéré peu sensible a une

variation de la pressid®, dans le domaine 7-16 bars.

Afin de comparer ces résultats expérimentaux aédiptions du modéle, des simulations
ont été réalisées selon les mémes conditions darigafion et d’expansion et en supposant une
température initiale de 600 K pour le peptide. feetence d’enthalpie libre a 0 K entre les deux
conformations (énergiBa sur la Figure 3.6) a été calculée au niveau RI-B8I7ZZVPP et vaut
11,8 kJ: mol* (986 cm'). La hauteur de la barriére d’énergie de la réactiisomérisation est
en revanche plus difficile a estimer. En effet, ggométries des conformeraset B étant trés
différentes, il n'existe pas d'état de transitionique permettant de passer de l'une a l'autre
(Figure 3.15). Probablement plusieurs chemins igautls différents peuvent étre empruntés

pour effectuer cette réaction, chacun étant compldsge succession de minima locauM )(
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séparés par des barrieres d’énergie. L'influencetaix de I'état de transition présente donc une
importance et sera discutée plus loin. Deux étatstrensitions ont été identifiés grace a
I'application des algorithmes décrits par Schlegjedl. [24, 25] : un étal; de géométrie proche

du minimumM} et un étaf » de géométrie proche du minimun

Enthalpie libre a 0 K
(kdJ - moI )

-— — N
o (S} o

Illlllllllllllllllllll;

[é)]

o

$rodr i B,

Gauche (g+) Gauche Antl Eclipsée (e-)

Fig. 3.15 —Exemple d’un chemin réactionnel d’'une isomérigagatre les conformations etB
empruntant quatre minima locau { a M,). Les énergies des rotameres différant uniquepania
valeur de I'angle diédre gO-C-Goh (g+, g-, @ Ou e-) sont représentées verticalemegs. hauteurs des
barriéres d’énergie en pointillés sont arbitraires.

Dans une premiére simulation, utilisant I'état dansition T; & une énergie de
14,3 kJ- mol* (1200 cnt) pour le calcul des constantes de vitesse d'isatéon, le rapport
final de population obtenu entre les conformatiarstB est 0 : 100 (Figure 3.16). La population
du conformere initialement majoritaire a une température de &QD compléetement disparu a
une distance réduite de la vanne égale a 1,80efteidissement conformationnel théorique est
donc beaucoup plus efficace que celui observé srpatalement. Deux facteurs peuvent
expliquer le fait que les molécules ne soient pasgges assez rapidement dans une
conformation : une trop faible vitesse de refradiment vibrationnel ou une surestimation des
constantes de vitesse d’'isomérisation. La prenfigpgothése est la moins probable, le modéle

ayant plutét tendance a surestimer I'énergie éatmagchaque collision (Figure 3.10).
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Fig. 3.16 —Evolution des abondances relatives des conform&et8 de Ac-Ala-Ala-OBn en fonction de
la distance réduite a la vanne x/d pour une expgamdie néon a£= 10 bars et §= 300 K. L’état de
transition est I'étafl; et la hauteur de la barriére d’énergie est égaf2,% kJ- mol* depuis la
conformationA.

Afin de déterminer les incertitudes sur le rapgabondance obtenu, on peut s’'intéresser
a l'influence de différents parametres sur celuidei température initiale de la molécule-test, la
pression du gaz porteur et le choix de I'état dedition. Pour pouvoir observer une évolution
des rapports d’abondances dans les deux premigiies sle simulations la hauteur de la barriére
d’énergie d’'isomérisation a été augmentée jusqa’gue la population finale du conforméke
soit différente de 0. Dans un intervalle de tempgeacompris entre 400 et 800 K le rapport
d’abondance a I'équilibre thermodynamique entre desx conformations varie de moins de
10 %, ce qui explique que la température initiadadmolécule-test n’ait aucune influence sur les
abondances finales dans cet intervalle (Figurea3.17estimation a une centaine de Kelvin prés
de la température des molécules désorbées nelmantionc que trés peu a l'incertitude sur les
résultats. De facon similaire a ce qui est obserg&rimentalement, une variation de la pression
de néon entre 5 et 20 bars n’entraine qu'une ®geré augmentation de I'abondance du
conformereA (Figure 3.17b). En effet, la vitesse de refroigisent augmente avec le nombre de
collisions, donc avec la pression, et les molécdest piégées plus rapidement dans une

conformation, d’ou la température conformationnglles élevée a 20 bars.

L'approximation la plus importante realisée pour dgstéme Ac-Ala-Ala-OBn est
probablement celle sur la géométrie et I'énergid'éat de transition. Ne disposant pas d'un
chemin réactionnel complet entre les conformatiénst B, il n'est pas slr que cet état de

transition corresponde a I'étape cinétiquementrdéteinte de la réaction d’'isomérisation (état
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de transition de plus haute énergie). Des simulatunt été effectués a partir des deux états de
transition T, et Ta en variant la valeur de leur enthalpie libre & @mtre 14 et 39 kdmol*
(Figure 3.17c). Pour les deux états de transities, constantes de vitesses d’isomérisation
diminuent lorsque les hauteurs de barriere d’éeemigmentent (Eq. 3.28). Une barriére
d’énergie élevée deéfavorise donc le transfert dpuladion de la conformatioA vers la
conformationB lors du refroidissement. L'état de transitibr, proche en géométrie de la forme
étendueA qui est la conformation la plus flexible, a unensig® d’états vibrationnels qui
augmente légérement plus vite que I'état de triansif; et conduit donc a des constantes de
vitesse d’'isomérisation plus élevées. Par consdquea hauteur de barriere plus élevée est
nécessaire dans le c@ig par rapport au cas; pour retrouver les abondances expérimentales
(respectivement ~26 kdnol* et ~22 k} mol®). La différence entre ces deux hauteurs de
barriere est cependant faible devant la hauteur bdeiére calculée avec la méthode
RI-B97-D/TZVPP (~2,5 kdmol'). On peut également noter limportance d'une bonne
description des modes de vibration de basse fréguda la molécule-test puisque ce sont ces
modes de basses fréquences qui contribuent lefq@iigsnent a la densité d’états vibrationnels.

Or ces modes sont ceux qui sont les moins bientsig@ar les méthodes théoriques.

Fraction expérimentale
a) b) c) du signal d ’ion d au

1001 1001 1001 conformére A (%)
Do Jer Do de 3= an |
@3 804 @R 807 @R 80 AT
2« 2« g« .
= o 607 = o 607 ° ° = o 60
8 .0 ° . ° ° . 8 @ . ° 8 @ []

5 £ 40] § £ 40 § E 40
S SS) S .
55 55 55
204 201 20
é(: © [ ] [ ] ] ] ] g © - [ ] = - g © [ ]
0 T T T T T 0 T T T T Q-+ T T T T T
400 500 600 700 800 5 10 15 20 5 10 15 20 25
Température initiale de Pression (bars) Hauteur de la barriére d ’énergie de la réaction
la molécule-test (K) - Etat de transition : T, d isomérisation depuis la conformation A (kJ - mol™)
- Etat de transition : T, - Température initiale de la - Pression : 10 bars (Néon)
- Pression : 10 bars (Néon) molécule : 600 K - Température initiale de la molécule : 600 K
- Barriére depuis A : - Barriére depuis A : - Etat de transition :
" 85kJ-mol’ = 85kJ-mol’ .7,
° 14,5 kJ - mol’ ° 14,5kJ-mol’ Ta

Fig. 3.17 —Evolution de I'abondance finale de la conformati&andue4) en % en fonction de (a) la
température initiale de la molécule-test, (b) l@gsion initiale en gaz noble Bt (c) les enthalpies libres
a 0 K des états de transitidn etT,. La température initiale du gaz porteur (néon)é&gile a 300 K et le

diameétre de la vanne est de 3@®. L’'abondance du conformefemesurée expérimentalement est de

I'ordre de 80 %.

L’exemple du dipeptide protégé Ac-Ala-Ala-OBn m@ntjue le modéle présenté dans
cette étude reproduit qualitativement la physiquerefroidissement conformationnel dans une

détente supersonique. L'évolution des rapportsatidance prédits en fonction de la pression du
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gaz porteur, de la nature de I'état de transitiorencore de la hauteur de la barriere d’énergie
d’isomérisation sont en accord avec ce qui eshditepour un tel systéme. Les prédictions
réalisées directement a partir des géométriesse¢ergies des états de transition obtenues par la
méthode RI-B97-D/TZVPP sont cependant assez élegu@s résultats expérimentaux. Cette
différence peut avoir plusieurs origines, liees aalicul des probabilités de changement de
conformation. Des résultats plus proches de I'depée pourraient en effet étre obtenus si ces
probabilités étaient plus faibles. Une premiéreamipourrait étre due au calcul harmonique des
densités d'états a partir des modes de vibratiomaés par la méthode RI-B97-D/TZVPP : une
mauvaise prédiction des modes de vibration de bafgguences pourrait conduire a une
surestimation des constantes de vitesse d’isontiénsealculées par la théorie RRKM. Une autre
possibilité provient de la difficulté dans le cas Ac-Ala-Ala-OBn de trouver un état de
transition pour une réaction d’isomérisation enti®ux conformations de géométries aussi
différentes. Un état de transition hypothétiquespigide queT; ou T présenterait un meilleur
accord avec I'expérience. Dans ce sens, il estess@nt de tester les prédictions du modele sur la
molécule d’'indanol, ou I'état de transition de éaction d’'isomérisation est beaucoup plus facile

a identifier.

3.4.2.b Indanol

OH

Fig. 3.18 —Formule topologique du (S)-1-indanol

Les spectroscopies UV et IR en phase gazeuse dBsnénantioméres de la molécule
d’'indanol ont été étudiées par Zehnaclkeral. [26, 27] et Caminatiet al. [28]. Dans ces
expériences, du (S)-1-indanol (Figure 3.18) a é&uffé a une température d’environ 50°C en
amont d’'une vanne pulsée de 308 de diamétre puis refroidi par coexpansion avekhédum
a 2 bars, du néon@7 bars ou de l'argon a 1 bar. Deux conformatiomsété identifiées grace
aux techniques spectroscopiques d’'IR2P-1C et debldowésonance IR-UV: une ou le
groupement -OH est en position axiale par rapportyele a cing atomes de carbone et une ou
celui-ci est en position équatoriale (Figure 3.189a9 de plus été observé expérimentalement que

le rapport d’'intensité des signaux d’ions des deomformations varie fortement selon le gaz
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noble utilisé [29], le signal relatif de la confation équatoriale augmentant progressivement
avec la masse atomique du gaz. En effet, le ragfiatensité entre la conformation équatoriale
et la conformation axiale est environ 67 : 33 dém&ium, 75 : 25 dans le néon et 100 : 0 dans
I'argon ou seule la forme équatoriale est obseri2é&s. simulations ont donc été réalisées sur ce
systéme afin de savoir si le modele de refroidigggroonformationnel mis au point permettait de
reproduire qualitativement ces observations expantales et éventuellement de proposer une

explication quant a I'origine des différences deportement entre gaz nobles.

a) b)
Enthalpie libre Enthalpie libre
a0OK . aokK
(kJ-mol) < (cm™) 100
A o _
5 ¢ - o
u - O X
- 400 ?:3 S gp -] o
i () onformation
4 i O 5 . X
C 300 0 T 60 . équatoriale
3 : © 5
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L 200 8 > 40
2 i % o Conformation
L ge] :
1 OH axial - 100 S % 20 axiale
L 2 <
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Fig. 3.19 —(a) Enthalpies libres a 0 K des conformations éqtiale et axiale et de I'état de transition du
(S)-1-indanol calculées par la méthode RI-B97-D/PBV(b) Abondances relatives des conformations
équatoriale et axiale a I'équilibre thermodynamicgrefonction de la température.

Les deux conformations du (S)-1-indanol sont reliéepar un état de transition unique et
facilement identifiable, il s'agit de la géométna tous les atomes de carbone des deux cycles
sont dans un méme plan. Les enthalpies libres ae0 lés fréquences de vibrations des deux
conformations et de I'état de transition ont étéwaes au niveau RI-B97-D/TZVPP. Selon cette
méthode, la conformation équatoriale est plus stalel 1,6 k3 mol™* (135 cni') par rapport a
l'axiale a O K et cette premiere forme reste lasptable jusqu’a des températures supérieures a
600 K, ce qui est cohérent avec le fait que cellest la forme majoritaire expérimentalement,
quel que soit le gaz noble. La hauteur de la barriBénergie de la réaction d’isomérisation
depuis la forme équatoriale est égale a 4,6 midl™* (385 cni’). Dans une coexpansion, le

nombre de collisions en amont de l'orifice est isafihment important pour pouvoir réaliser
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I’hypothese que la molécule-test est en tout peméquilibre avec le gaz noble. La molécule de
(S)-1-indanol est donc placée au déebut de chaguelation au centre de l'orifice, en x =0, et
son énergie interne est tirée au sort selon ungémture de 245K, qui correspond a la
température du gaz noble a cette position poutemeérature en amont de la vanne de 325 K.

Pour estimer l'influence relative des différentsgmaetres de la simulation sur les rapports
de population finaux donnés par celle-ci, la pralitébde former des complexes entre un atome
de gaz porteur et une molécule d’indanol a dangramier temps été négligée. Les abondances
finales de la conformation équatoriale, la confdiamala plus stable a 0 K, ont ensuite été
calculées pour différentes valeurs de la différafiieathalpie entre les deux conformations et de
la hauteur de la barriere d’énergie de la réactissomérisation. Ces résultats sont regroupés
dans la Figure 3.20. Pour une différence d’entkatfe 135 cil et une hauteur de barriére de
385 cm' depuis la forme équatoriale (valeurs calculées &venéthode RI-B97-D/TZVPP), des
rapports de population voisins ont été obtenus tdhékum, le néon et I'argon : respectivement
84 :16,81:19 et 83: 17 entre les conformatiégsatoriale et axiale. De maniere générale, le
méme constat peut étre réalisé pour toutes lesingatke différences d’enthalpie et de hauteurs de
barriere choisies ici : dans ce modéle les aborefafinales ne dépendent pas du gaz considéré.
De plus, contrairement au cas de Ac-Ala-Ala-OBn, meut également remarquer que les
abondances finales dépendent trés peu de la hadéla barriere d’énergie. Ces résultats
montrent que I'effet observé expérimentalementtrpas dd a une cinétique de refroidissement
vibrationnel qui varie selon le gaz porteur (paeraple a cause d'un nombre différent de
collisions subies durant I'expansion) et que parségjuent un nouveau parametre doit étre ajouté

a la simulation pour obtenir des résultats compasadux expériences.

Le paramétre ajouté a été la probabilité dagrégatitelle que définie au
paragraphe 3.3.5. Les simulations du refroidisséneanformationnel de lindanol de la
Figure 3.20 peuvent alors étre comparées a ceadlés Eigure 3.21, réalisées avec le méme jeu de
parametres, mais en accordant cette fois la ptigsiaux atomes de gaz porteur de complexer la
molécule. Pour une différence d’enthalpie de 135 @nhune hauteur de barriére de 385'cm
depuis la forme équatoriale, les rapports de pdipnladeviennent ainsi égaux a 91 : 9 dans
I’hélium, 95 : 5 dans le néon et 99 : 1 dans l'argéour ce couple de parametres, la possibilité de
former des complexes a donc pour effet d’augmedatgropulation de la forme équatoriale au

détriment de la population de la forme axiale.
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Fig. 3.20 —Evolution de I'abondance finale de la conformatémquatoriale du (S)-1-indanol en fonction
de la différence d’enthalpie entre les deux confdioms, de la hauteur de la barriére d’énergie a
'isomérisation et de la nature du gaz porteur.teanpérature et la pression du gaz porteur en ardent
la vanne pulsée ont été fixées a 50°C et respectime?2 bars, 0,7 bars et 1 bar pour I'hélium, lemé&t
I'argon. Le diamétre de la vanne pulsée a été @gal a 0,3 mm. La probabilité de former un compkexe
l'issue d'une collision a été définie comme étaulten
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Fig. 3.21 —Evolution de I'abondance finale de la conformatéguatoriale du (S)-1-indanol en fonction
de la différence d’enthalpie entre les deux con&dfoms, de la hauteur de la barriére d’énergie a
l'isomérisation et de la nature du gaz porteur lpuge I'atome de gaz a la possibilité de former un

complexe avec la molécule a l'issue de la collislags conditions des simulations sont identiquesliés
définies dans la Iégende de la Figure 3.20.

-97-



Chapitre 3

Cet effet provient du fait que, sans formation demplexes (c’est-a-dire dans la
configuration présentée dans la Figure 3.7), l&npmenes de collision et d'isomérisation sont
traités de maniére indépendante dans le modélepilodmbilités d’'isomérisations ne dépendent
que de I'énergie interne vibrationnelle présentasda molécule a un instant donné, ce qui
revient a négliger la possibilité d’isomérisaticemd une paire collisionnelle entre la molécule et
un atome de gaz porteur. En accordant la possikilitette paire collisionnelle d’avoir une durée
de vie non nulle (Figure 3.13), I'énergie de tratish des deux particules dans la collision
s'ajoute a I'énergie interne de la molécule et dawdisponible pour effectuer des isomérisations,
jusqu’'a ce que le complexe se dissocie. Par corséggrace a cette énergie apportée par la
collision, des isomérisations peuvent survenir pahglus longtemps dans la détente, méme
aprés que l'énergie interne de la molécule devieimférieure a la hauteur de la barriére
d’énergie. Ce qui n'était pas le cas précédemn@ntlorsque I'énergie interne de la molécule
devient inférieure a la hauteur de la barrierepatr une méme énergie interne dans les deux
conformations, une énergie de collision plus élesgtenécessaire pour réaliser une isomeérisation
de la forme équatoriale vers la forme axiale querpéaliser le chemin inverse. En effet, la
hauteur de la barriere d’énergie depuis la conftonaxiale est plus faible que celle depuis la
conformation équatoriale (Figure 3.19a). La proli@bie réaliser une isomérisation de la forme
axiale vers la forme équatoriale est ainsi plusartgnte que celle d’'une isomérisation de la
forme équatoriale vers la forme axiale. La formatibe complexes dans le modele a donc

tendance a augmenter la population de la confoomatiuatoriale.

L’effet de la formation de complexe sur le refregkment conformationnel est d’autant
plus fort que la durée de vie de la paire collinelie est importante (la probabilité de réalisex un
isomérisation sera plus grande si I'énergie exd@ilenest disponible pendant plus longtemps).
Comme I'énergie d’interaction entre le gaz porteuta molécule décroit de I'argon a I'hélium,
cet effet sera donc plus important dans I'argon dares le néon, et plus important dans le néon
gue dans I'hélium. Cela explique pourquoi la popafade la forme équatoriale la plus élevée est
trouvée dans I'argon. En comparant les Figures 8t28.21, on peut également remarquer que
I'effet induit par la formation de complexe estwatant plus fort que la barriere d’énergie de la
réaction disomérisation est faible: pour des bartg de barriere d’énergie depuis la
conformation équatoriale supérieures & environofbt) les résultats obtenus pour I'hélium et le
néon sont comparables dans les deux figures. C&gpifie que I'énergie de collision disponible
dans ces deux gaz n’est alors plus suffisante peumnettre de franchir la barriere d’énergie. A
l'inverse, si la hauteur de la barriere d’énergevidnt trop faible (cas de l'argon, pour une
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barriére d’énergie depuis la forme équatorialeriatée & 340 ciM), la probabilité de réaliser une
isomérisation de la forme équatoriale vers la forex@ale n’est plus négligeable devant
'isomérisation de la forme axiale vers la formei&gpriale et on peut observer une diminution de

la population de la forme équatoriale.

Argon Population finale de la
] conf. equatoriale (%)
100+
_ ; { 95
50 90
0 S 85
Néon
— . 80
g 1001 75
= 50 = 70
L
O T T T T T T T 65
Hélium { -
. 60
50

600 550 500 450 400 350 300
E: (cm)

Fig. 3.22 —Les couples de paramétres (Energie de la form@exiHauteur de la barriére d’énergie)
conduisant a une population finale calculée dedaformation équatoriale proche de celle observée
expérimentalement (67% dans I'hélium, 75% dantnret 100% dans I'argon) sont représentés en bleu
(hélium), en vert (néon) et en rouge (argon). Laifian des énergies calculées au niveau
RI-B97-D/TZVPP est représentée par un point narckrcle noir indique les couples de paramétres qui

permettent d’obtenir des valeurs proches de I'edgnée pour les trois gaz.

Afin de tester les modeles, nous avons cherchér&wvdes couples particuliers de valeurs
de I'énergie de la conformation axiale et de latbaude la barriere d’énergie permettaient de
retrouver les observations expérimentales dans$rdés gaz porteurs (c’est-a-dire 67 : 33 dans
I’hélium, 75 : 25 dans le néon et 100 : 0 dangyba). A cette fin, les régions de la Figure 3.21
présentant un écart de plus de 5% avec les valexpgrimentales ont été supprimées
(Figure 3.22). On peut noter qu’il est possibletrdeiver des couples de paramétres tels que les
résultats donnés par la simulation sont prochesolssrvations expérimentales dans chacun des
gaz (cercle noir sur la Figure 3.22). Les hautderbarriére d’énergie de ces couples particuliers
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sont voisines de celle calculée par la méthode ®R1-B/TZVPP (385 cil). Les énergies de la
conformation axiale doivent étre légérement plisléa que la valeur calculée (135 ¢mmais

restent largement dans l'intervalle d’incertitugeadtte méthode.

En conclusion, parmi les deux modeles extrémeggeseul celui prenant en compte
explicitement I'interaction entre la molécule etgaz porteur, au travers de la formation d’'un
complexe transitoire, est susceptible de rendrept®mles observations, a savoir l'influence de la
nature du gaz porteur sur le refroidissement cométionnel. Les parametres ajustables du
modele, déterminés par comparaison expérienceihésont en accord qualitatif avec les

prédictions énergétiques par chimie quantiquepreaht ainsi notre confiance dans ce modéle.

3.5 Perspectives

Le modele présenté dans cette étude a été déeetlams I'objectif de reproduire a I'aide
d’outils statistiques le refroidissement conformatiel d’'une molécule dans une détente
supersonique. Il est constitué de deux grandegpales collisions inélastiques sont traitées dans
le cadre de la théorie des collisions partielleneggbdiques du modéle de Borgnakke-Larsen et
isomérisation est calculée daprés la théorie RRKLe refroidissement vibrationnel et
rotationnel par collisions donne des résultatstasiants. Le systeme converge vers le bon état
d’équilibre et la quantité d’énergie eéchangée agubacollision peut étre paramétrée, grace au
choix du nombre de modes actifs lors de la retistion et du pourcentage de collisions
élastiques, afin de trouver des résultats en acaeed la littérature. Le processus d’agrégation
des atomes sur la molécule, nécessaire pour coupkerphénoménes de collision et
d'isomérisation et observer des effets dépendamtslad nature du gaz porteur, conduit
actuellement au collage d'un trop grand nombreodss. L’hypothése d’une probabilité de
collage égale a 1 quel que soit le nombre d’atodds présents sur la molécule est trop forte,
méme si elle est compensée par une vitesse decidissn qui augmente avec le nombre
d’'atomes. Ce traitement pourrait étre ameélioredemtifiant les différents sites de collage de la
molécule et en calculant les barrieres d’énergeedigisociation associées a chacun. Un tirage au

sort de ces sites pourrait ensuite étre effectié@ague collision.

En ce qui concerne la prédiction de rapports didbaces entre conformations, le modéle
permet de reproduire les tendances d’évolution plgsulations en fonction de paramétres
expérimentaux (température, pression) ou de grasdéutrinseques du systéeme étudié

(difference d’énergie entre conformations, densitétats vibrationnels, hauteur de barriere
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d’énergie). Il peut donc étre utilisé dans le beatrdtionaliser des observations expérimentales
mais doit encore étre affiné avant de pouvoir peddies rapports d'abondances avec
suffisamment de précision pour étre comparé aurpces. Une piste pour réaliser cela peut
étre de vérifier, par comparaison des prédictionsmbdele avec un plus grand nombre de
résultats expérimentaux, si de meilleurs résuftats obtenus systématiquement pour des vitesses
d’isomérisations plus faibles que celles préditesip théorie RRKM et d’ajuster les constantes

de vitesse d’isomérisation en fonction de ces tatsul
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biologiqgues modeles par spectroscopie de

double résonance IR/UV en phase gazeuse

La spectroscopie de double résonance IR-UV eswutihpuissant qui permet, via I'étude
de peptides modéles simples en phase gazeusegniololes informations précises sur les
interactions intramoléculaires gouvernant le repéat des protéines. En effet, les conditions de
la phase gazeuse ne sont pas si éloignés qu'itgibparaitre au premier abord, des conditions
régnant au cceur de ces macromolécules, ou dansmdiesix biologiques hydrophobes,
notamment si I'on compare la constante diélectrigaeces milieux [50]. Cela confere aux
géométries observées en phase gazeuse une pestinentaine vis-a-vis des questions
structurelles des protéines. Notons d'ailleurs fuetructure de celles-ci est déterminée pour
nombre d’entre elles par diffraction de rayons Xglales conditions d’empilement cristallin
parfois tres éloignées des conditions fonctionsedlens la cellule. Des études récentes réalisées
au sein de notre laboratoire ont ainsi permis ddrenen évidence un trés bon accord entre les
parametres structuraux (longueur de liaisons hyareget angles diedre, W) de dipeptides
protégés et de fragments de protéines constitugsndenes acides aminés répertoriés dans la
Protein Data Bank [1].

Dans ce chapitre, les spécificités de la techn@pieouble résonance IR-UV (sélectivité
en conformation, sélectivité en masse) seront dangremier temps introduites sur un exemple
de chaine peptidique modele, la phénylalanine géaté Cette méthode expérimentale sera
ensuite appliquée a I'étude des interactions pregesolvant et des interactions hydrophobes. Ce
chapitre a également pour objectif d’introduire ksuctures des systemes étudiés dans le

chapitre 5.
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4.1 Application a l'étude d'une chaine peptidique m odele: la

phénylalanine protégée

a9 ! b) © H
)\ITI N\H )\rl\l ‘ N\CHS
H O H O

Fig. 4.1 —Formules topologiques de phénylalanines protégég¢#\c-Phe-NH et b) Ac-Phe-NHMe.

Les phénylalanines protégées par un groupemenhearfhc-Phe-NH) et par un
groupement méthylamine (Ac-Phe-NHMe) (Figure 4dijtparmi les peptides protégés les plus
simples qui possédent un chromophore aromatiqus ldadomaine du proche UV. Et pourtant,
en dépit de leur petite taille, ces systemes mohtdeja des effets de conformations tres
intéressants, qui seront I'un des objets du chapitiCette partie a pour but de présenter sur des
exemples concrets les avantages apportés parlétig&es en conformation et en masse des

techniques spectroscopiques d'IR2P et de doubimadse IR-UV.

4.1.1 Intérét de la sélectivité en conformation

( Ac-Phe-NH,

I L A L A R L
37400 37500 37600 37700 37800 37900 38000 38100 38200

A
(b) ’_'—‘ e Ac-Phe-NHMe

LA IR L L R EL L L BN L L AL R B L B L B B
37400 37500 37600 37700 37800 37900 38000 38100 38200
Nombre d 'onde (cm'1)
Fig. 4.2 -Spectres d'excitation UV de (a) Ac-Phe-N#d (b) Ac-Phe-NHMe dans le domaine de la
premiére transitiorve— 7 du chromophore aromatique. Les transitions danddmaine 37 950 -

38 150 crit correspondent aux transitions vibroniques des raattedéformation dans le plan du cycle
aromatique 6a (tirets) et 6b (trait plein).
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Les systemes Ac-Phe-NHet Ac-Phe-NHMe ont respectivement été I'objet wiiets
menées au sein du laboratoire [2] et par Gerhetrdk [3]. Ces études ont permis d’enregistrer,
grace a la méthode d’'IR2P-1C, les spectres d'dimitade ces molécules dans le domaine
37300 - 37700 cih correspondant & l'origine de la transition élecimue de leur état
fondamental vers leur premier état excitét (Figure 4.2). Les deux spectres d’excitation
présentent une grande similarité dans ce domaineretrouve dans chacun un systéme de trois
bandes, espacées de 17'cpour Ac-Phe-NH (37 503, 37 520 et 37 537 &jnet 22 cni pour
Ac-Phe-NHMe (37 420, 37 443 et 37 465 Dmet deux bandes situées & 37532 et 3761b cm
pour Ac-Phe-NH et 37 524 et 37 599 ¢hpour Ac-Phe-NHMe. Cette ressemblance est un signe
que les conformations adoptées par ces deux mekauit des structures proches. On peut
egalement remarquer que les bandes, dues a unatiexcidu cycle aromatique, ne sont pas
affectées de la méme maniére par la méthylatiensykteme de trois bandes est décalé dans
Ac-Phe-NHMe de plus de 80 ¢nhvers les basses fréquences alors que les dewes &sndes ne
le sont que d’une quinzaine de tnOn peut donc en déduire qu'il existe plusieunsfooméres
différents et que dans celui associé au systemeode bandes le groupement -pBHNHMe

terminal se situe dans I'environnement proche daillecgromatique.

Ac-Phe-NH,

Ac-Phe-NHMe

Fig. 4.3 —Géomeétries desonformationsA, B etC des phénylalanines protégées Ac-Phe-&H
Ac-Phe-NHMe calculées avec la méthode RI-B97-D/RZ\Ies angles diedre®, ¥et X sont définis sur
la géométriey (g-) de Ac-Phe-NH
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Des spectres IR sélectifs en conformation ont gtégestrés dans le domaine des modes
d’élongation des groupements -NH (3200-3600'cmar spectroscopie de double résonance
IR-UV (Annexe B.2.1 et [3]) et ont permis, par cargison avec des calculs RI-B97-D/TZVPP,
d’attribuer une structure a chacune des bandesw#esea |'origine de la transition (Figure 4.3).
Ces mesures ont confirmé que les conformeres d@hkeNH et Ac-Phe-NHMe ont des
structures proches (Tableau 4.1). Le systeme dis tbandes constitue une progression
vibrationnelle d’'un méme conformére, appéléLes deux autres bandes sont attribuées a des
conformations notéeB8 et C, qui sontdeux rotameres (g+ et g-) d’un cougle Ces trois
structures sont parmi les plus basses en énergieeslesystémes, la conformatién étant
légérement plus stable que les conformatiBnst C. Comme le suggérait le déplacement des
transitions UV du conformér& entre Ac-Phe-Nklet Ac-Phe-NHMe, le cycle aromatique de ce
conformere est bien impligué dans une interactibfitNavec le groupement -NHu -NHMe
terminal. La position des fréquences des trangtidv des autres conformeres est moins sensible
a la méthylation car dans le conform&te cycle aromatique forme une interaction Rtwvec
le groupement -NH de la premiere liaison peptidiguelans le conformer€ il n’est impliqué
dans aucune interaction intramoléculaire. La métityh de la deuxieme liaison peptidique

perturbe donc peu I'environnement proche autoucyltle aromatique dans ces deux derniers

conformeres.
Angles diédres Interactions intramoléculaires Géométries
D) WY(E) X(O On-+...0 (PM) Gv-n._.ph (PM)

A -160 159 - 168 - 256 B.(a)

Ac-Phe-NH g .83 55 44 202 244 v (g+)

cC -8 72 -55 203 - v (9)

A -161 154 -172 - 260 BL(a)

Ac-Phe-NHMe g .83 56 44 201 244 v (g4)

C -85 73 -55 203 - v (9°)

Tab. 4.1 -Angles dieédresp, ¥, X (en degrés), longueurs des liaisons hydrogéncy o) et des
interactions NH#7(dy.4_pn) des conformationd, B etC de Ac-Phe-Nket Ac-Phe-NHMe calculés avec
la méthode RI-B97-D/TZVPP.

Le spectre d’excitation de Ac-Phe-MHlans le domaine 37800 - 38200tm été
enregistré durant cette thése. Il a ceci de renadtqugue les rapports d’intensités entre bandes

dans cette région ressemblent fortement a ceux ngisea lorigine de la premiere
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transitionte—Tt* (37500 - 37620 cm), ces derniers semblent y étre reproduit deux g@nviron

+ 480 cm' et +530 cm" par rapport & l'origine (Tableau 4.2). Ces nomlteside sont proches
de ceux des modes de déformation du cycle aronea€iglet 6b observés respectivement a 450 et
530 cm' dans le toluéne [4]. Les bandes dans le domai8@®738200 ci correspondent donc

a des transitions vibroniques des conformeres wésex I'origine, il est par conséquent possible
de déterminer a quels conformeres sont dus leseBaddns cette région spectrale a partir de

I'attribution réalisée a 'origine (Figure 4.2a).

Ac-Phe-NH,
Conformeres Origine 6a 6b

(cm™) (cm™) (cm™)

37 503 + 482 + 528
A 37 520 +482  +528

37 537 + 483 + 529
B 37 610 + 479 + 534
C 37 532 + 479 + 529

Tab. 4.2 Nombres d’onde des transitions UV des conformBrdsetC de Ac-Phe-NEobservées a
I'origine de la premiére transitionz— 77 et déplacement des transitions vibroniques 6@bapar rapport
a l'origine.

4.1.2 Intérét de la sélectivité en masse

La sélectivité en masse est une composante edkedtda spectroscopie d'IR2P, ce qui
est un avantage nécessaire lorsque I'on souhaissig’er de la nature des molécules étudiées ou
encore de la présence d’agrégats ou de fragmenssutee expérience. Elle peut également étre
mise a profit pour étudier le cas particulier dmmélange de molécules possédant des spectres
d’absorption trés proches mais des masses difE&ssepar exemple un mélange d’isotopologues
obtenu apres une réaction de deutération incomptgieeffet, les hydrogénes portés par les
groupements -NH d’un peptide protégé possédan€laeriabilité, si on ne remplace pas tous les
atomes d’hydrogéne de ces groupements par des atbendeutérium on obtiendra toujours un
mélange de molécules différant par le nombre d’ade deutérium (des isotopologues) et par
la position de ces derniers dans la molécule (se®pomeres). Il est impossible de deutérer
sélectivement une telle molécule en une positio&cipe afin étudier l'influence de ce

changement sur ses propriétés photophysiques.
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Fig. 4.3 —Spectres d’excitation IR2P-1C des isotopologues d de Ac-Phe-Nkldans le domaine de la

premiére transitiorvz— 7# du cycle aromatique. Les spectres des isotopmed et ¢ sont constitués

des contributions des trois isotopoméres (possédaméme masse) représentés a droite de la figue®.
bandes appartenant aux mémes conforméres sonuielicpar des pointillés de la méme couleur.

La détection par un spectrometre de masse perroet de maniere trés efficace de
mesurer simultanément et sélectivement des spetigsitation des isotopologues d & de
Ac-Phe-NH. Il suffit pour cela d’intégrer la partie du sigrtBions correspondant aux rapports
m/z suivants: 206, 207, 208 et 209 respectivement fes isotopologuesydd, d, et &. Les
spectres d’excitation a l'origine de la premiéransgition =—1* du cycle aromatique sont
présentés sur la Figure 4.3. Dans le cas du coeferBy seulement deux bandes distinctes a
37610 et 37615 cthsont observées, avec des rapports d'intensitéhpsode 2 : 1 et 1 : 2 pour
les isotopologues;det ¢. Ces derniers correspondant a un mélange deisaigpomeres, ce
résultat suggere que la deutération en un siteésp(res probablement sur le groupement -NH
impliqué dans l'interaction NHeavec le cycle aromatique) provoque un déplacessttral de
la bande de ce conformere. Le cas du confornferest un peu plus compliqué car un
déplacement de la bande est observé a chaquedajouitome de deutérium. Enfin, la fréquence

de la transitiommt du conformeéreC est tres peu sensible a la deutération.
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Dans l'objectif d’identifier le groupement -NH duorformere B responsable du
déplacement observé sur le spectre UV, des expésede double résonance IR-UV dans le
domaine des vibrations d’élongation des liaisonkl nt été réalisées sur chacune des bandes
des différents isotopologues de ce conformere (Eigu4). La fréquence de vibration d’'une
liaison N-D étant comprise entre 2500 et 2600'co¥est I'absence de bandes de vibration dans
le domaine 3300 — 3600 cimcomparée aux bandes vibration de I'isotopologijejdi apportera
des informations sur la nature du site de deutdrablon deutéré, le conforméBeprésente trois
bandes de vibration dans le domaine des élongatieasiaisons N-H : la bande & 3342%tm
(bleu foncé) est caractéristique des liaisons tyéine G, celle & 3438 cth(rouge) correspond &
une interaction NHt avec le cycle aromatique et celle & 3517 ¢bieu clair) & une liaison N-H
libre. Pour une énergie fixée du laser d’ionisai{®n610 crit), les bandes du groupement -NH
terminal associées a la liaison hydrogeneda liaison N-H libre disparaissent progressigam
avec le degré de deutération de la molécule. Skuleande associée a linteraction NH-
demeure dans l'isotopologue. A I'opposé, cette bande disparait lorsque c’astransition a
37615 cnt qui est sondée par le laser d'ionisation. Le déptzent de 5 cthde la transition UV
est donc bien causé par la deutération sélectivegrdupement NH de la premiére liaison
peptidique, ce qui ne peut se comprendre que paffanvibrationnel, puisque la deutération ne
modifie pas la structure électronique. De faconégale, les transitions électroniques (ou
vibroniques) impliquent une différence entre lesr§ies vibrationnelles du point zéro (ZPE) des
états électroniques fondamental et excité. Les saldevibrations de hautes fréquences (les
élongations des liaisons C-H et N-H notamment) ridmumént notablement a cette ZPE, la
fréquence des transitions électroniques va donerdfp en partie de la variation des modes de
vibration des liaisons N-H entre état fondamentagxeité, situation que I'on peut rencontrer
lorsque ces vibrateurs sont impliqgués dans desartiens de typet avec le cycle aromatique.
L’excitation électronique modifie alors la force dénteraction intramoléculaire, donc la
frequence du mode d’élongation de la liaison N-Hilenc enfin la difference de ZPE. Cette
différence sera ainsi dépendante de la natureistddpomere (NH vs ND) : un bien moindre
effet sera attendu si le groupement deutéré nastippligué dans une interaction susceptible
d'étre modifiée par I'excitation du chromophoreaftenique (cas du conformég.

Par conséquent, malgré la présence d'un mélangetapologues dans I'expansion
supersonique, la sélectivité en masse et en coatmmapportée par la spectroscopie d’'IR2P

permet de séparer les contributions de ceux-ciétdier I'influence de la deutération en une
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position précise. Cet effet sera notamment utdise&hapitre suivant pour mesurer l'influence de

la deutération sur la durée de vie du premieredtaterrt.

Bande a 37610 cm” Sites de
deutération
W L
r T III T T T T | T T ll T | T T T T I T '_| NH / NH2
d,
r T 1 ! 1] T 1 T [ T IJT[ T T T "I T T 1 NH If NHD
T T T I T T T T | T T T l ] T T IIl I T T 1
MA“M\WW
T T T I T T T T [ T T II rl T T T ] T T 1 NH / ND2
Bande a 37615 cm™
WMWWMW’“"‘/\V o
T T T I T T T T | T T T T ] T T T T I T .. ¥ ND / NH2

d,
Ph -
N
|

)\ SN ! 0 i D
L MM ) ... ND/NHD
D (0] S e o e e o e III T )LKN\H

3350 3400 3450 3500 p O
Liaison H NH-= NH
C, libre

Nombre d 'onde (cm™)

Fig. 4.4 —Spectres de double résonance IR-UV des isotopesodud; et ¢ du conformérd3 de
Ac-Phe-NH enregistrés en fixant le laser d’ionisation & 306 37615 cih Les fréquences de vibration
harmoniques calculées avec la méthode RI-B97-DVPR corrigées de facteurs d’échelle selon la
méthode décrite au chapitre 2, figurent au-desstsushaque spectre et les molécules y contribuarit so
représentées de part et d’autre de celui-ci.

4.2 Modélisation des interactions protéine-solvant

A I'état naturel, les protéines sont entourées ndenbreuses molécules d'eau, les
interactions avec ce solvant jouent un role tregomtant sur leurs propriétés biologiques. En

établissant des liaisons hydrogéne avec des gramgsntonneurs et accepteur de la chaine
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peptidique, l'eau permet par exemple de diminuer nlembre de liaisons hydrogéne
intramoléculaires, un facteur de rigidification ldestructure. Cette flexibilité apportée par I'eau
est essentielle dans un grand nombre de mécanlsoiegiques ou un équilibre entre plusieurs
conformations de la protéine doit étre possibleactivité catalytique d’enzymes est ainsi
beaucoup plus faible, voire complétement nulle sddes solvants organiques mais est retrouvée
des lors qu'une faible quantité d’eau est ajoutéemdlieu [5, 6]. Des études de dynamique
moléculaire ont également permis de mettre en écilde role de molécules d’'eau lors du
repliement de la protéine Src-SH3 [7, 8], de I'pagée au sein du cceeur hydrophobe permet a ce
dernier d’explorer différentes conformations jusgatteindre sa forme fonctionnelle. A I'opposé,
des molécules d’eau peuvent parfois étre figéesdsgr sites de solvatation précis et étre
considérées comme partie intégrante de la struskoendaire, cela semble par exemple étre le
cas pour I'internaline B ou des éléments éloigreékadchaine peptidique sont reliés par des ponts
de liaisons hydrogene formés par des moléculeud@ja Ces exemples montrent que si I'on
souhaite prédire le repliement de protéines dansnilieu aqueux, il n'est pas suffisant de
seulement modéliser les interactions protéinesaswlpar un potentiel global. Une approche plus
réaliste peut consister a diviser les moléculeswd’en deux groupes, (i) un groupe comprenant
les molécules liées a la protéine par des liaiSoydrogene dans des sites de solvatation
spécifiques et (i) un groupe de molécules d’ean Ies possédant des propriétés proches de
'eau liquide. Mais il est pour cela nécessaire pisséder une bonne compréhension des
mécanismes de solvatation. Dans ce sens, la riésolgn conformation des techniques
spectroscopiques en phase gazeuse apporte desnatifods précises sur les interactions
protéine-solvant et les sites de solvatation etrfibwainsi des données de référence directement
comparables aux méthodes de chimie quantique ettlamps de force polarisables utilisés pour
modéliser des protéines entieres et leur enviroenénbes études en phase gazeuse permettent
en effet de contréler le nombre de molécules deasblentourant un systeme [10] et ainsi

d’observer le réle successif de chacune d'elles.

Un certain nombre d’études spectroscopiques dai¢aosolvatation en phase gazeuse
sont présentes dans la littérature. Il a par exerd@ montré que la microsolvatation de systemes
flexibles, tels que la tryptamine ou lacide ind@li@ropanoique, pouvait induire une
isomeérisation conformationnelle conduisant a lamimiion de conformations non observées
lorsque les systémes étaient isolés [11, 12]. bimsfert d’'une molécule d’eau, contrélé par laser,
entre deux sites de solvatation distincts a pudiservé sur le formanilide, un modéle rigide de
liaison peptidique [13]. Le nombre d’études coneetndes peptides microsolvatés en phase
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gazeuse est en revanche plus réduit, ce qui esat lddplus grande difficulté de vaporiser ces
systémes puis de les complexer avec des molécidas.d.es acides aminés naturels glycine et
phénylalanine, solvatés par une molécule d’eaurespectivement été étudiés par spectroscopie
micro-onde [14] et spectroscopie de double résan#ReJV [15, 16]. Dans ces deux systémes,
la molécule d’eau forme des liaisons hydrogéne &/gcoupement acide carboxylique terminal ;
elle provoque peu de changements structuraux madifim les rapports de population entre
conformations. La géométrie de I'acide aminé prétAg-Phe-OMe est également peu modifiée
lorsqu’il est solvaté par une ou deux moléculesad’El7]. On peut cependant reprocher a ces
molécules de ne pas posséder de liaisons peptgiqme bien des liaisons peptidiques
incompletes, et en ce sens de ne pas étre desnggsfEertinents pour modeéliser un segment de
protéine. Le groupement acide carboxyligue n’estediet pas représentatif des sites de

solvatation disponibles dans une protéine.

Fig. 4.5 —Formule topologique du dipeptide protégé Z-Aib-RidMe.

Les acides aminés protégés Ac-Gly-NHMe et Ac-AlaNiHsont les modeles les plus
simples d’acides aminés possédant deux liaisonsdpes complétes ; la spectroscopie de ces
systemes microsolvatés n'a pour le moment été teffecqu’en matrice de gaz noble [18].
Malheureusement ces molécules ne possédent pasa®aphore dans le domaine du proche
UV permettant de les étudier au moyen de la spsmpe de double résonance IR-UV. Plus
récemment, Zhwet al. ont obtenu des résultats intéressants en phasaiggazsur le dipeptide
protégé Z-Aib-Pro-NHMe (Figure 4.5) [19]. Ce sys&qui, isolé en phase gazeuse, adopte une
structure en coudg, tend a former des structures en co@eprés solvatation par deux
molécules de méthanol. Or, la structure en cqudst celle qui est majoritairement observée en

solution, lorsque la molécule est complétementatéky [20].

Nous avons choisi de tirer parti des études appdies précédemment réalisées sur les
molécules Ac-Phe-NH et Ac-Phe-NHMe isolées (Partie 4.1.1) pour nougre@sser aux

changements structuraux et a I'évolution des thigtions conformationnelles de peptides
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protégés induits par la microsolvatation par unéémde d’eau. La préparation des molécules

hydratées est décrite dans la partie 2.2.1.

4.2.1 Spectroscopie électronique

37?00 37?50 37§OO 37§50 37|700 37400 37450 37500 37550 37600 37650 37700

A I Al_l—l
B Ac-Phe-NHMe
C

Ac-Phe-NH,

Ac-Phe-NH,| | | Ac-Phe-NHMe
i ; X w H,0
' 37500 37550 37600 37650 37700 37400 37450 37500 37550 37600 37650 37700

Nombre d ‘onde (cm’) Nombre d ‘onde (cm”)

Fig. 4.6 —Spectres d'IR2P-1C dans le domaine de la prentiaresition 77— 7 du cycle aromatique de
Ac-Phe-NH (gauche) et de Ac-Phe-NHMe (droite), enregistrés masse de la molécule isolée, pour un
échantillon sec (haut) ou hydraté (bas). Les canfimesA, B etC sont les conforméres des molécules
non solvatées précédemment identifiés.

Des complexes liés par des interactions non-cotedepeuvent se fragmenter durant le
processus d’'IR2P [15, 21, 22]. Ce processus est itnportant dans le cas du complexe
(Ac-Phe-NH : H,O) : la comparaison des intensités des signauxsli'detectés a la masse de la
molécule monohydratée et a la masse de la molésalée a permis d’estimer le taux de
fragmentation a environ 80 %. Les spectres d’eticitalUV des molécules hydratées ont par
conséquent été enregistrés a la masse des moléesoléss, ce qui conduit donc a une
superposition des contributions des molécules hgdsaet des molécules isolées (Figure 4.6 bas).
Cing nouvelles bandes ont été détectées dans laiderde la premiére transitian— 1t* du
cycle aromatique pour Ac-Phe-NiB7 576, 37 597, 37 616, 37 620 et 37 659 cat deux dans
le cas de Ac-Phe-NHMe (37 601 et 37 650'¢nCes bandes peuvent étre attribuées a des
phénylalanines complexées par des molécules d’€apendant, les signaux d’ions étant
enregistrés a la masse des peptides isolés, 1l pesspossible de déterminer la stcechiométrie de
ces complexes d’'apres les spectres IR2P-1C. Le mod# molécules d’eau dans ceux-ci peut

toutefois étre déterminé en comptant le nombre atelés de vibration associés a des liaisons
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O-H dans les spectres IR. Ces mesures ont pernsiaskaurer que toutes les nouvelles transitions
UV observées correspondent a des complexes moratBgdet non a la fragmentation de

complexes avec plusieurs molécules d’eau.

Les déplacements des transitions UV des complédefhie-NHMe : HO) par rapport a
la conformation isolé8 de cette molécule (+ 8 et + 57 ¢rsont trés proches de ceux observés
dans le cas de Ac-Phe-MK10 et + 49 cm). Les monohydrates de Ac-Phe-NHMe ont donc
probablement des structures proches de celles al@srméresW et X de Ac-Phe-NH Par
ailleurs, on peut également remarquer que les répple populations entre les conformations
isoléesA, B et C des deux molécules sont conservés lorsque I'éilbanest hydraté. Il n'y a
donc pas de solvatation préférentielle d’'une desfarmations lors de la formation des
complexes, ni de phénoméne d’isomérisation confoomaelle assistée par solvant comme cela

a pu étre observé dans le cas du 3-aminophénol [23]

4.2.2 Exploration des géométries des complexes mono  hydratés

L’exploration des structures possibles du monotgdrde l'acide aminé protégé
Ac-Phe-NH a été effectuée selon la procédure décrite dapartze 2.3.1. Parmi les structures
explorées par le champ de force, 125 ont été retenselon des criteres structurels et
énergétiques, pour une optimisation au niveau RI-B9 TZVPP. En éliminant les structures
obtenues plusieurs fois, car ayant converge vessgdemeétries identiques, 69 conformations
différentes ont finalement été identifiées. Cesfaonations peuvent étre nommeées en fonction
de quatre parametres structuraux : la géométria dbaine principale, I'orientation de la chaine
latérale ¢+, g- ou @), le site de solvatation occupé par la molécukad’et I'orientation de la

molécule d’eau par rapport a la chaine principale.

Les géométries étendudd) (et repliéesR) représentées sur la Figure 4.7 correspondent
respectivement aux géométriBs et y. observées expérimentalement pour la moléculedsolé
(Figure 4.3). La géométriB® correspond au second type de repliement des caufle$. La
géométriel - est une géométrie intermédiaire entre les stresfetR, ou la liaison hydrogéne
C; s’est ouverte pour accepter une molécule d’eaurmaaiére analogue aux deux types de
repliement des coudes une forme énantioméné de la géométrié - pourrait étre envisagée
mais n'a pas été trouvée par les calculs. Enfin,damier type de géométrie regroupe les

structures partiellement repliéBs
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P

Partiellement

Etendue Repliée Intermédiaire =
repliee

Fig. 4.7 —Classes de géométries de chaine principale (EeRP) et sites de solvatation; (& S) obtenus
par la méthode RI-B97-D / TZVPP.

Les sites de solvatation sont identifies par uffreh(S aSs) selon les atomes impliqués
dans les liaisons hydrogene intermoléculaires fesmévec la molécule d'eau. Le sig
correspond & la solvatation de la seconde liaisptigique, I'eau se lie aux atomes d’oxygérfe O
et d’hydrogéne B La liaison peptidique étant rigide, ce site estjdurs présent pour
Ac-Phe-NH, quelle que soit la conformation. En revanchesite de solvatation disparait pour
les conformations repliée®( et R°) de Ac-Phe-NHMe. Les molécules d’eau situées dasis
sitesS; sont également liees au peptide par deux interscintermoléculaires, avec les atomes
H! et . Dans les sites restan® @ S;) I'eau ne forme qu’une seule liaison hydrogénecdee
peptide protégé.

La connaissance du site de solvatation ne suffiecdant pas pour décrire totalement la
géométrie du complexe. Les différentes orientatjprssibles de la molécule d’eau au sein d’'un
site peuvent former des minima locaux distinctpasés par des barrieres d’énergie potentielle
(Tableau 4.3). Ces minima seront identifiés patddges suivantes :

- U («up») si liaison O-H libre de la molécule d’'east dirigée vers le cycle
aromatique ed (« down ») sinon.
- 0 («out») ef («in») en fonction du doublet non liant de la d’oxygéne &
impliqué dans la liaison hydrogéne avec I'eau.
- Vv (« vertical ») lorsque la molécule d’eau est @iteé dehors du plan de la liaison
peptidique.
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Géométries AG (kJ - mol™®) Nombres d’onde (cn)

0K 300 K NH NH ™ NH, 2" OH, ™ OH, ™
1. E(a)sq) 5 4 3445 3347 3515 3451 3721
2. E(a)S() 4 4 3446 3344 3513 3449 3720
3. E(a) S(u) 7 6 3307 3416 3532 3467 3722
4. E(a)S(d) 6 1 3305 3414 3531 3449 3719
5. E(a) S(i,d) 3 4 3420 3414 3531 3417 3727
6. E(a) S(ou) 11 7 3432 3419 3535 3458 3722
7. E(a) S(o,d) 11 9 3430 3418 3534 3459 3722
8. E(a)SV) z 11 4 3430 3419 3535 3514 3724
9. E(a) S(u) 4 2 3441 3305 3508 3621 3726
10.  E(g+) S(d) 9 7 3449 3345 3532 3454 3719
11.  E(g+) S(u) 3 6 3267 3433 3550 3520 3676
12.  E(g+) S(d) 13 11 3312 3435 3553 3495 3717
13, E(g+) Si,d) 10 7 3429 3434 3551 3423 3725
14. E(g+) S(0,u) 17 13 3430 3436 3553 3459 3722
15.  E(g+) S(Vv) 14 11 3430 3439 3556 3482 3727
16.  E(g+) S(u) 17 14 3443 3383 3528 3653 3744
17.  E(g-) S(d) 15 12 3468 3341 3530 3446 3720
18. E(g-) S(v) 15 16 3454 3430 3549 3525 3692
19. R°(g-) S(u) 9 10 3486 3314 3455 3416 3719
20. RP(g-) S(u) 9 11 3454 3329 3506 3472 3729
21. RYa) S(u) 9 7 3467 3346 3488 3433 3718
22.  RYa) S(d) 9 7 3468 3350 3493 3433 3720
23.  R(a) S(u) 3 5 3351 3399 3520 3444 3725
24. Ra) S(d) 3 5 3343 3403 3522 3425 3725
25. RYg+) S(U) Y 8 9 3442 3331 3465 3434 3719
26. RYg+)S(d) Y 7 9 3442 3331 3464 3431 3718
27.  R{g+) S(u) 3 8 3283 3384 3516 3574 3680
28.  RYg-) S(u) 7 6 3466 3331 3464 3428 3718
29. RYg-) S(d) 8 7 3464 3332 3465 3428 3721
30. R{(g)SU) X 2 3 3418 3381 3512 3446 3727
31. R(g)Sd) W 3 4 3376 3389 3516 3441 3725
32, 1(a) (u) 0 1 3456 3280 3503 3385 3723
33, I(a) (d) 1 2 3458 3278 3503 3367 3726
34, I(g+) (d) 8 10 3448 3290 3494 3365 3726
35. 1(g-) (u) 1 1 3466 3289 3501 3357 3726
36.  I(g-) (d) 1 0 3469 3271 3501 3343 3726
37. P(g+) S(u) 10 8 3437 3352 3527 3433 3721
38.  P(g+) S(d) 7 3439 3351 3529 3425 3719
39. P(g+) S(u) 8 3287 3412 3529 3614 3692

Tab. 4.3 -Energies libres et nombres d’onde théoriques dedasde vibration, corrigés par des facteurs
d’échelle affines, pour des géométries de (Ac-PHg:NH,0) présentant au moins une liaison hydrogene
intermoléculaire forte. Les groupements N-H jouamtr6le donneur dans ces liaisons hydrogéne
intermoléculaires sont indiqués en gras.
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4.2.3 Spectroscopie vibrationnelle dans le proche | R

La spectroscopie vibrationnelle dans le domaineprhche IR compris entre 3200 et
3760 cnt permet de sonder les vibrations d’élongation daisdns N-H et O-H et ainsi de
déterminer les structure de chaque hydrate déamtélR2P-1C. Quatre spectres de double
résonance IR-UV différents ont été obtenus pour d¢esnplexes (Ac-Phe-NH H,0)
(Figure 4.8.a, b, e, f), les transitions UV a 3B6dt 37 620 appartiennent donc a la méme

conformation X.

Cing bandes IR ont bien été observées pour lesatgglW, Y etZ de Ac-Phe-NH ce qui
est cohérent avec la solvatation du peptide prgtégéine seule molécule d’eau (trois des bandes
sont dues a des liaisons N-H et deux a des liai®sH3. Méme si le spectre IR du conformete
présente six bandes dans le proche IR, celui-ci i de méme étre attribué a un peptide
protégé monohydraté. En effet, si le peptide ptgit solvaté par deux molécules d’eau, sept
bandes de vibration auraient di étre observéedesspectre IR, dont deux dans le domaine
3715 - 3730 cm (si aucune molécule d’eau n’est doublement dormeiasliaison hydrogéne).
La présence d’une seule bande fine dans ce domexndecette hypothése peu probable. La bande
a 3565 crit (indiquée par un + sur la Figure 4.8.b), situéelemors des domaines de fréquences
des vibrations d’élongation des liaisons N-H (F&gdr8.g) et d’intensité trop faible pour étre due
a la vibration d’'une liaison O-H, a donc été attéb a une bande de combinaison. Cette
attribution est confirmée par la comparaison dégufences expérimentales des conform¥rde
(Ac-Phe-NH : H,0) et (Ac-Phe-NHMe : kD).

Les deux vibrations d’élongation des liaisons N4 gtoupement protecteur NHtant
fortement couplées, la position de la bande du nda&lengation antisymétrique dans le domaine
3500 - 3550 cM permet de fournir une estimation de la position ldebande du mode
d’élongation symétrique [24]. Les élongations Nihtisymétriques des conformemdset X de
(Ac-Phe-NH : H,0), respectivement a 3515 et 35107°c(Rigure 4.8.a et b), sont ainsi associés a
des élongations symétriques dont les nombres d’sode inférieurs & 3400 ¢ Cela permet
donc d'attribuer la bande & 3360 Cme X et une des deux bandes du doublet (3380, 3388 cm
deW au mode d’élongation NHsymeétrique. En revanche, le couplage entre leg diguations
d’élongation O-H de la molécule d’eau étant beapqualus faible, un raisonnement analogue ne
peut pas étre effectué pour déterminer la posit@oedles-ci : la fréquence du mode d’élongation
OH, antisymétrique correspond quasiment a celle dliamgon O-H libre et dépend peu trés peu

du type d’interaction intermoléculaire (Tableau)4.3
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Fig. 4.8 —Spectres de double résonance IR-UV des conforii@r¥sY, Z des hydrates de Ac-Phe-pH
(a, b, e, f) et des conformerds X de Ac-Phe-NHMe (c, d). La bande + est une bandsod®inaison.
Sous chaque spectre expérimental sont représeleg&gquences théoriques et les intensités raativ
des modes de vibration d’élongation des groupent@htgviolet), NH (orange) et NHvert) obtenues
par la méthode RI-B97-D / TZVPP et corrigées pas fdeteurs d’échelle. Les nombres d’onde
caractéristigues des modes de vibration d’élongaties groupements N-H et O-H sont indiqués dans les
figures g) et h), pour des groupements,dHOH, simplement donneur de liaisons hydrogéne.

Le conforméreY ne posséde pas de bandes dans le domaine 3580 e85
(Figure 4.8.e), ce qui est possible uniquemen girbupement Nilest doublement donneur de
liaisons hydrogene. La seule géométrie ou ce groepe peut étre impliqué dans deux liaisons
hydrogene fortes est la géométrie repliée avecatation du site5,. Les bandes d’élongations
NH., symétrique et antisymétrique sont donc respecevermituées a 3360 et 3460 tnParmi

les deux bandes restant a identifier sur le spéRtraucune n’est dans le domaine de fréquences
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des élongations des liaisons N-H libres, le grougr@amiH est donc impliqué dans une interaction

NH-Tt faible avec le cycle aromatique.

Dans le cas du conformérg, deux bandes IR sont situées dans le domaine
3500 - 3550 cMl et peuvent étre attribuées au mode d'élongation, Nirtisymétrique.
Cependant, un mode NHantisymétrique & 3507 ¢mdevrait étre associé & un mode NH
symétrique de nombre d’onde inférieur & 3350'd@%]. Comme la bande IR la plus basse est
observée & 3394 ¢hsur ce spectre, les modes de vibration, Symétrique et antisymétrique
peuvent étre respectivement attribués aux ban®dgi@ et 3543 cth La bande & 3507 chest
donc due & la vibration d’élongation de la liai<dH liée et celle & 3394 ¢hau groupement
NH.

4.2.4 Attribution des structures

Une attribution plus précise des structures delsatgs de Ac-Phe-NiHt Ac-Phe-NHMe

peut étre réalisée en comparant les fréquencesildtation expérimentales aux fréquences
calculées contenues dans le Tableau 4.3. Une wteusera considérée convenable si toutes ses
fréquences calculées sont comprises dans un iffeede + 20 crit par rapport aux fréquences
expérimentales. En revanche, les intensités reltbalculées des bandes IR ne sont pas assez
fiables pour permettre de guider l'attribution. lfesgquences théoriques des structures attribuées
a chaque hydrate sont résumées dans le Tableati legrésentées dans la Figure 4.8 en-dessous
de chaque spectre expérimental.

Parmi toutes les géomeétries calculées, une setolgtes ses fréquences de vibration dans
un intervalle de =+ 20 cth autour des fréquences expérimentales du conformf@rede
(Ac-Phe-NH : H,0). Il s’agit de la géométriB-(g-) S(d) (géométrie n° 31 dans le Tableau 4.3),
qui présente un écart maximum de 1I'goour la vibration d’élongation de la liaison O-iéd.
Toutes les autres structures ont au moins une dréuprésentant un écart supérieur a 36 cm
L’attribution de ce conformére est donc relativetndinecte et est de plus confirmée par le fait
que la géométrieR(g-) S(d) posséde également un bon accord avec le conforiveme
(Ac-Phe-NHMe : HO) (Tableau 4.4).

Dans le cas du conformexede (Ac-Phe-NH: H,O), deux géométries sont en bon accord
avec I'expérience : la géométi&(a) S(u) (n° 23) et la géométriR-(g-) S(u) (n° 30). Ce sont
deux rotameres qui different principalement pari¢ntation du cycle aromatique de leur chaine
latérale. Néanmoins, I'ordre relatif des fréquendes modes de vibration d’élongation NH et
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NH, symétrique n’'est pas le méme pour les deux gémrétta bande IR expérimentale a
3360 cnt est bien attribuée au mode d’élongation ,Ndymétrique pouR-(g-) S(u) mais au
mode d’élongation NH pouR-(a) S(u), ce qui est en contradiction avec les conclusitmsa
partie précédente. La structuRe(g-) S(u) peut donc étre attribuée au conform&rel’écart
maximum de fréquences est alors obtenu pour le md@Eengation NH symétrique, avec une
différence de 21 cth Encore une fois, cette attribution est confirnpée la comparaison des

fréquences de la géométRg-) S(u) avec celles du conformékede (Ac-Phe-NHMe : bD).

Conformeres Fréquences de vibration (crit) AG (kJ - mol™) Distances (pm)
(abondance) NH  NH™™ NH,™ OHlié¢ OH libre 0K 300K O-H H-O°

Ac-Phe-NH,: H,O (1:1)
W (34%) 338( 338¢ 351¢ 3452 372(

R(g) S(d) 337€ 338¢  351€  344] 372¢ 3 4 232 31¢
X (48%) 341¢  336(  351C  345¢ 372:
R(g) S(u)  341¢ 3381 3517  344¢ 3727 2 3 22€ 32¢

Y (10%) 343¢  336( 346( 340¢ 371¢

Ri(g+) Su(d) 3442z 3331 346/ 3431 371¢ 7 9 204 38t
RY(g+) S(u) 3447z 3331  346F  343¢ 371¢ 8 9 204 38t
Z (8%) 339/ 344( 3543 3507 372:
E(a) S(v) 343( 341¢ 353t  351¢ 372¢ 11 4 501 22€
Ac-Phe-NH,
A (79%) 343¢ 342¢ 354: - -
E(@a) 343¢ 341¢ 353/ - - 0 0 49¢ 22¢
B (11%) 343¢ 334z 351¢ - -
RY(g+) 343¢ 3347  351¢ - - 2 5 20z 38¢
C (10%) 346¢ 334¢ 3517 - -
RY(g-) 346€ 334 351« - - 3 3 20z 374
Ac-Phe-NHMe : H,O (1:1)
W 338t 342: - 341: 371¢
R (g-) S(d) 3382  340¢ - 3402 372t 0 2 234 317
X 341¢ 337( - 345¢ 372:
R (g) S(u)  341C  339: - 342¢ 3721 0 0 22¢ 327
Ac-Phe-NHMe
A 343¢ 346¢ - - -
E(a) 344( 3451 - - - 0 0 48¢ 23C
B 343¢ 335( - - -
RH(g+) 343 333( - - - 4 10 201 38¢€
C 3467 3362 - - -
R-(g-) 3468 333( - - - 4 4 20z 372

Tab. 4.4 -Comparaison des données expérimentales (en grésg@tiques (en italique) obtenues pour
les conformeres de Ac-Phe-Nét Ac-Phe-NHMe, hydratés et isolés.
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D’aprés la position de la bande IR associée auemdd vibration d’élongation
antisymétriqgue du groupement BlHhous avions pu conclure dans la partie précédgumela
géométrie du conformer¥ était une géométrie repliée avec solvatation teiSi La chaine
principale pouvant se replier de deux maniéresdifites R ou R°), la chaine latérale ayant
trois orientations possibleg+{, g- ou a) et la molécule d’eau possédant deux orientations
distinctes dans le sit& (u ou d), douze conformations correspondent a cette q&oTi
Cependant, si le groupement NH est de plus implidaés une interaction NH- seules les
orientationgg+ pour le repliemen® etg- pour le repliemen®® sont acceptables, ce qui raméne
le nombre de conformations & quatf@-(g+) Si(u), R-(g+) Si(d), R°(g-) S(u) et R°(g-) S(d).
Les structurefR°(g-) peuvent étre éliminés par comparaison avec legiérices expérimentales :
les fréquences calculées des modes de vibratiolongiétion des groupements NH et NH
symétriques différent respectivement de 44 et 46 @ar rapport a celles-ci. Les structures
R-(g+) Si(u) et R(g+) Sy(d) (n° 25 et 26) possédant des fréquences de vibridientiques, a
3 cmi’ prés, les deux peuvent finalement étre attribaéesonformérér. Sa géométrie sera donc
seulement appelé@-(g+) S, dans la suite. L'accord pour ce conformére estrément moins
bon que pour les précédents, avec deux fréquereasbdation en dehors de lintervalle de
+20 cm': 23 et 29 cnt d’écart respectivement pour les modes d’élonga@th lié et NH
symétrique de la géométi&(g+) Si(d).

La géométrie présentant le meilleur accord avex ftéquences expérimentales du
conforméreZ est la géométri€(a) S(v) (n° 8), malgré un écart de 36 ¢npour le mode
d’élongation du groupement NH. Cet écart importgeut avoir deux origines: (i) la
fonctionnelle B97-D peut ne pas parvenir a décsuffisamment correctement la compétition
entre les différentes interactions non-covalent@ssdcette structure et ainsi conduire a une
géométrie Iégérement incorrecte ou (ii) le caloellfequences harmoniques ne permet pas de
bien prendre en compte le couplage entre les mddésngation NH et NkH symétrique. En
effet, la différence de fréquence entre ces deudemoégale & 26 ¢hpour des fréquences
harmoniques non corrigées, diminue & 11'caprés correction pour tenir compte des effets
d’anharmonicité. Il est donc possible le couplageres ces deux modes, calculé pour des
fréquences harmoniques, soit sous-estimé. Celagpeai aussi d’expliquer pourquoi le mode

NH, symétrique est prédit & des nombres d’onde triyefa
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4.2.5 Modifications structurelles induite par la so lvatation

Les structures attribuées aux hydradesx, Y etZ de Ac-Phe-NH sont proches de celles
déterminées pour les conformations isol&eB etC. Les modifications structurelles induites par
I'ajout d’'une molécule d’eau dans un site de saltrah précis peuvent donc étre révélées par la
comparaison des structures calculées des couptdédate isolée / molécule solvatée) suivants :
(C/IW,X),B/Y)etA/lZ).

La conformationC de Ac-Phe-NH est caractérisée par une géométrie repiiég-), ou
K (g-), avec une seule interaction intramoléculaire fortee liaison hydrogene;CL’ajout d’'une
molécule d’eau dans le site de solvatatircrée deux nouvelles interactions fortes, les atome
N-H! et & deviennent respectivement donneur et accepteuiad®ns hydrogéne avec la
molécule d’eau. Les modifications des géométrie§Vdet X, par rapport a celle dg, reflétent
une compétition entre liaisons hydrogéne intraingtr-moléculaires. Les liaisons hydrogéene
intermoléculaires tendent en effet & rapprochermteses H et G, la distance entre ces deux
atomes est donc plus courte d’environ 15% dahst X. Cependant, ce rapprochement ne peut
avoir lieu qu'en échange d'un affaiblissement delidggson hydrogéne intramoléculaire, la
longueur de la liaison hydrogéne @istance ®H?) est ainsi plus élevée de 15% daMset X
(Tableau 4.4). Cette diminution de la force de Ilaisbn hydrogéene £ se traduit
spectroscopiquement par une augmentation du nomilm@de du mode de vibration NH
symétrique (respectivement + 40 et + 12'gpourW et X). Les modifications structurelles dues
a la solvatation peuvent étre représentées suiagnaimme de Ramachandran (Figure 4.9). Le
conformére C possede un couple d'angles diedrds ¥) caractéristiques des coudgs
(-85°, 72°). Les couples associés aux conforméhkeset X, respectivement (-85°, 90°) et
(-84°, 89°), different donc principalement par laleur de l'angle¥. Il est intéressant de
remarquer que cette variation correspond a un déplant en direction du domaine des hélices
polyproline I, situé autour des angles (-80°, )45Ce domaine ne correspond pas a des
configurations stables de la molécuisolée car, dépourvues de liaisons H, elles sont
énergétiquement défavorisées. L’hélice polyprolille est néanmoins la conformation
majoritairement observée pour des peptides protég@pletement solvatés, en solution aqueuse
[25, 26]. La solvatation du conformef via le site $ qui provoque l'affaiblissement de la
liaison hydrogene £peut donc étre vu comme une premiere étape JPgydrhtation compléte.
Ces changements de géométrie bouleversent I'emgroant autour du cycle aromatique et
expliquent le fort déplacement des transitions WAé deux hydrates par rapport a celle de la
molécule isolée : + 127 ¢mpour W et + 84 crit pour X par rapport &C ; & comparer aux
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déplacements d’'une dizaine de tmbservés lorsque I'eau se situe dans un site ldatation

rigide et ne perturbe pas la conformation [15, 16].

180
_ B .
] @ polyproline Il
i m Molécule isolée
. A Molécule monohydratée
Y 90— /
1 coude y
0 T T T T T T T T I T T T T T T T T I
-180 -90 0
()

Fig. 4.9 —Diagrammes de Ramachandran des conformationsasdléarrés noirs) et monohydratées
(triangles verts) de Ac-Phe-NH_es domaines caractéristiques des conformatitersdéies 4 ), des
coudesyet de la polyproline 1l sont indiqués par des ¢esaouges. Les modifications structurelles et les
isomérisations induites par la solvatation sontrésentées par des fleches bleues.

A I'opposé des structurd®(g+) S;(d) et R-(g+) Sy(u), attribuées aux conformérds et
dont les fréquences de vibration calculées somttiigiees & 3 ci prés, une variation de plus de
40 cm® est prédite entre les fréquences de vibrationod@dtion du groupement NH des
structuresR-(g-) $(d) (W) et R(g-) S(u) (X). La réaction d’isomérisation enti¥ et X n’est
donc pas limitée a un simple basculement de lacutdéd’eau mais fait également intervenir des
déformations de la chaine principale du peptidelobgueur de la liaison hydrogéne €st par
exemple plus longue de 6 pm dans la struclrg-) S(d) par rapport aR(g-) S(u). Le
phénomene disomérisation par effet tunnel, gépéraht associé a ce mouvement de la
molécule d’eau dans un site de solvatation [2%]deac tres limité dans le cas Wéet X. C'est
pourquoi cette isomérisation n’est pas observéérarentalement : elle n'a pas le temps de se
produire dans l'intervalle de temps séparant lgauisions IR et UV. La déformation de la chaine
principale pourrait s’expliquer par la présencend’unteraction stabilisante dak entre le
groupement Chlisitué sur la chaine latérale et un des doubletsliants de I'atome d’oxygene
de la molécule d’eau. En effet, la distance CHO®' est lIégérement plus courte daNsque
dansX (respectivement 250 et 258 pm). La variation &ildntreW et X, des fréquences de
vibration calculées du mode d'élongation NHsymétrique (8 ci contre 28 cri
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expérimentalement) signifierait cependant que léhote B97-D sous-estime l'influence de la

solvatation sur la structure du peptide protégé.

L'accord entre le conformérg et les structures calculé&(g+) Si(d) et R(g+) Si(u)
étant Iégerement moins bon que dans les cad/ a X, il est possible que ces géométries ne
soient pas tout-a-fait correctement décrites panéhode B97-D. A cette précaution pres, le
conformereY posséde une structure quasiment identique adeltmnformerds. Les variations
calculées des distances™-B* et H-O? sont négligeables (~1%) et expérimentalement la
transition T=>T¢* du conforméreY est trés peu déplacée par rapport & cell® de13 cm).

L'ajout d’'une molécule d’eau dans le sitg 8es rigide, perturbe donc trés peu la structure.

Le conformereZ est la seule forme étendue du complexe (Ac-Phg:NHO) observée
expérimentalement. L'accord avec les fréquencesulgss de la structure attribuée a ce
conformere est cependant trop mauvais pour poweniparer cette derniere au conformaret

analyser en détail les modifications induites pasdlvatation

4.2.6 Abondances relatives et dynamique de solvatat ion dans la détente

supersonique

On peut remarquer, d’'apres le Tableau 4.3, qeadedes complexes (Ac-Phe-NHH,0)
est un nouvel exemple de cas ou les rapports ddsrames entre conforméres ne sont pas
contrdlés par un équilibre thermodynamique. Aucdes conformations (n°32 a 36), pourtant
prédites les plus stables par la méthode B97-D, &téa observée expérimentalement et, a
linverse, le conformerey a été observé alors qu’il possede une énergie gdvee d’environ
10 kJ- mol*, bien supérieure a l'incertitude de la méthoddiség (~4 k3 mol?). Il n'est pas
exclu que toutes les conformations présentes datéténte supersonique ne soient pas détectées
par la technique d’'IR2P-1C. Cependant, la proportie complexe 1 : 1 de (Ac-Phe-NHH,0)
observée dans I'expérience est déja importante refirésente environ 30% du signal du peptide
isolé, il est donc peu probable que beaucoup ddoouoations majoritaires ne soient pas
détectées. Le modéle de refroidissement conformagiodétaillé dans le Chapitre 3 n’a pas
encore été appliqué a cet exemple car il néceatitagalement de pouvoir décrire le mécanisme
de formation des complexes avec l'eau et traites ®mérisations entre un nombre de
conformations tres supérieur a deux. Néanmoins rdennements utilisés dans le chapitre

précédent peuvent permettre de proposer une etiplicaux abondances observées ici.

- 126 -



Chapitre 4

Le fait que seules des conformations proches d®s structures isolées du peptide
protégé Ac-Phe-NKH(A, B et C) soient observés pour les hydrat¥s X, Y et Z apporte des
indices sur le mécanisme de solvatation. La gédenktest une forme intermédiaire entre les
conformations étendué\] et repliée B et C) ; elle ne peut donc apparaitre que si la molécule
d’eau complexe le peptide protégé a un moment luircieposséde une énergie interne suffisante
pour réaliser des isomérisations entre ces deum@eies. Cependant, plus I'énergie interne du
peptide protégé est importante et plus la prokéhigiiue la molécule d’eau reste collée est faible.
Comme la géométrien’est pas observée expérimentalement, on peuéénirg que le systeme
initialement formé n’explore que partiellement Bemble des conformations accessibles des
complexes : la molécule d’'eau ne se fixe au peppicEége que lorsque ce dernier s’est
suffisamment refroidi et a adopté une des confdomatA, B ou C. Par conséquent, les
abondances finales doivent plutét refléter les dbones de la molécule isolée, et non un
équilibre entre les conformations des moléculegagéés.

L’orientation @+) de la chaine latérale dans la conformaBorend le siteS; inaccessible
pour une molécule d’eau. Le seul site disponibler mette conformation est donc le s&e qui
conduit directement aux structur@gg+) S; attribuées au conforméhe Ce conformére a ainsi
la possibilité de se former dans I'expansion supggaie malgré son énergie libre relativement
importante. Les abondances des conform&res B, respectivement 10% et 11%, sont en bon
accord (Tableau 4.4).

Dans le cas du conformég: la chaine latérale ne géne pas la solvatation lasiteS;,
les deux sites de solvatatidy et S, sont donc possibles. Cependant, seules les gtesctu
R'(g-) S (d) etR(g-) S (u), attribuées &V etX, ont été observées expérimentalement, et non les
structuresR(g-) S (d) etR*(g-) S (u), plus hautes en énergie. L’énergie interne au momee la
molécule d’eau interagit avec le peptide protégitdine partie est apportée par les liaisons
hydrogéne intermoléculaires (~25-kdhol™), doit donc étre suffisante pour que la moléctdaud
puisse explorer les deux sit8set S, et ainsi privilégier le sit&,, le plus stable. On peut toutefois
remarquer que la somme des abondances des condgiviieet X (81%) est tres supérieure a
celle du conformer€ (10%) alors que I'abondance dg(8%) est inférieure a celle de (79%).
Il est donc possible qu&/ et X ne soient pas formés uniquement par la solvatatiositeS, de

C mais également par une isomérisatiode
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AG(150 K)
(kJ + mol™")

A
. —10
," Rotationde la +,
YT ¢/ chaine latérale 4 Z:%=
' -*“Repliement de la™ o ‘ i
A memmmmmes » E(a) Sy(d) chaine principale (a) S,(d, L
Solvatation du : R(g-) S;(u) L
site S, (X)

Fig. 4.10 —Diagramme énergétique de la réaction d’'isomérmatle la conformatioA vers la
conformationX. Une énergie d’environ 25 kdnol* est apporté par les liaisons hydrogéne formées lor
de la solvatation.

En effet, des trois possibilités de solvatationlal€onformationA (S, $ et'S;), seule
'occupation du siteSs, la moins stable énergétiquement, a été obseRe@er proposer une
explication a ce phénomeéne la réaction d'isoméasatntre la structure d& solvatée dans le
site S et la structureR"(g-) S(u) de X a été étudiée avec la méthode RI-B97-D/TZVPP
(Figure 4.10). Cette isomeérisation consiste dangremier temps a un repliement de la chaine
principale du peptide protég&@) S — R-(a) $) puis a une rotation de la chaine latérale
(R(@) S — R(g-) S) qui est I'étape limitante de cette réaction. lzarigre énergétique de la
seconde étape, estimée a 14 fbl', est néanmoins suffisamment basse pour pouvaér étr
franchie grace a la redistribution de I'énergididison de la molécule d’eau (~25 kthol™®). On
peut toutefois noter que ce mécanisme ne permetdfagliquer pourquoi la géométrie
R-(a) S(d) n'est pas observée expérimentalement, alors sglien celui-ci une partie de la
population devrait rester piégée dans cette gémmélrependant, il est possible que cette
géométrie particuliere ne soit pas observée a cdiaffets dynamiques ; cette hypothése sera
discutée plus en détail dans le Chapitre 5. L'isisaéion entre le conformé solvaté dans les
sitesS, etS et les conformere®/ et X semble donc étre la meilleure explication des dbnoes
expérimentales observées. En revanche, la solatatans le siteS;, ou une seule liaison
hydrogéne intermoléculaire est formée, ne doitgpgmorter suffisamment d’énergie pour pouvoir
déclencher une isomeérisation vers les conformatiepkées. Le complexe est alors piégé dans la

conformationZ.
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Le mécanisme de solvatation du peptide protégéPAeNH dans une détente
supersonique, proposé d’'apres les structures dé@gespar spectroscopie IR et les abondances
observées sur les spectres UV, est résumé ci-dessou

Site de solvatation

S, (~10 %)

A S > Z
7OUS
2(~90 %
C S,0u S, (100 %) > W’ X
B > Y

S, (100 %)

4.2.7 Spectroscopie vibrationnelle dans 'R moyen et lointain

Jusqu’'a présent, les structures des conformeresca@plexes (Ac-Phe-NH H,O) et
(Ac-Phe-NHMe : HO) ont été discutées uniqguement a partir des frémpse de vibrations
d’élongation des liaisons N-H et O-H dans I'IR prec(3200 — 3750 cif). Ces modes de
vibrations, trés sensibles aux liaisons hydrogenepermis de déterminer les sites de solvatation
de la molécule d’eau et les modifications strudleseinduites par la solvatation. Le domaine de
I''R moyen et de I'IR lointain (50 — 800 ch est un autre domaine d'étude intéressant car il
correspond aux modes de vibrations intermolécudaigest-a-dire aux mouvements de la
molécule d'eau au sein du complexe. Comme ces moenes entrainent d'importants
changements de I'orientation du moment dipolaird’&keu, ils sont actifs en IR et peuvent étre
assez intenses. Ces modes de vibration intermaléesilont déja été étudiés par spectroscopie IR
ou Raman, pour des complexes entre molécules deavec des petites molécules modéles, en
matrice [28, 29, 30] ou dans une détente supersenigl, 32]. Cependant, contrairement a la
méthode de double résonance IR-UV, ces étudesrepeapiques ne sont pas sélectives en
conformation et ne permettent donc pas de distinges contributions des différents

conformeéres.

Trés peu d’études de double résonance IR-UV suadieles aminés ont été réalisées dans
le domaine de I'IR lointain [33, 34] et les modes\dbrations intermoléculaires sont encore mal
caractérisés. En effet, ces modes peuvent étrenierit couplés avec des modes de basses
fréequences de la chaine principale du peptide géotée qui rend leur étude délicate. Les

informations expérimentales apportées par les mddegbration intermoléculaires sont pourtant
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tres précieuses, elles peuvent servir de donnéeé&tence, complémentaires de celles obtenues
dans le proche IR, dans I'objectif d’améliorer tesils théoriques décrivant les protéines et leur
environnement. Nous avons donc utilisé le disdosipérimental de double résonance IR-UV de
I'équipe d’Anouk Rijs, alors situé au FOM, prés thétht aux Pays-Bas [35], avec le laser a
électrons libres FELIX comme source de lumiere ddRslointain, pour étudier les modes de
vibration intermoléculaires des monohydrates dePAe-NH et Ac-Phe-NHMe. Comme les
complexes de ces molécules avec I'eau ont deststesctrés proches des molécules isolées
(Partie 4.2.5), nous avons également enregistrédestres de vibration de ces derniéres pour
faciliter la distinction entre les modes de vibwatiintra et intermoléculaires situés dans ce

domaine.

4.2.7.a Spectroscopie des molécules isolées

Les spectres des conformeresB et C de Ac-Phe-NH dans I'IR lointain et moyen sont
représentés dans la Figure 4.11, avec les specti@dés par la méthode RI-B97-D. Les spectres
calculés sont proches des spectres expérimentaupermshettent de proposer [Iattribution
suivante : (i) les bandes situées entre 150 etc@15a un mouvement global de la chaine
principal du peptide protégé, (ii) les bandes sisuéers 450 ctha des mouvements couplés de
pliage des groupements NH et NHors des plans des liaisons peptidiques et @8) bandes
situées vers 550 et 700 ¢ngui correspondent respectivement & des vibratitengéformation
dans le plan (le mode 6a de la partie 4.1.1) e Harplan (« mode papillon ») du cycle phényle
(Annexe B.3.1). Il existe un bon accord entre l&gjdiences de vibration expérimentales et les
frequences RI-B97-D, calculées dans I'approximati@mmonique et non corrigées, pour les
modes de torsion de la chaine principale et lesroeftions du cycle phényle. Les mouvements
de pliage hors plan des groupements NH et Blbht moins bien prédits, ce qui suggere une plus
forte anharmonicité de ces modes. De plus, les lagap entre ces modes ne sont pas

correctement reproduits.

La comparaison des spectres de Ac-Phe-BHAc-Phe-NHMe (Figure 4.12) confirme
I'attribution de ces modes de vibration. La méthgladu groupement Nfterminal n’influence
quasiment pas les fréquences de vibration des namlpbage du groupement NH de la premiére

liaison peptidiqgue ou des modes de déformationsheumyle.
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Fig. 4.11 —Spectres de double résonance IR-UV (en rougegatdermered\, B etC de Ac-Phe-NHk
comparés aux spectres harmoniques non corrigéadgehcalculés avec la méthode RI-B97-D / TZVPP.
L'intensité des spectres expérimentaux et théosiguété multipliée par 5 dans la région 130 - 285 ¢

pour les trois conforméres. Les barres grisesgudnt les fréquences calculées dans cette région
spectrale. Les modes de vibration sont définis dlangexe B.3.1.
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Fig. 4.12 —Spectres de double résonance IR-UV des confornmiadesAc-Phe-Nk(en rouge) et de
Ac-Phe-NHME (en bleu) comparés aux spectres hamuoesinon corrigés (en noir) calculés avec la
méthode RI-B97-D / TZVPP. Les modes de vibratioh définis dans la Iégende de la Figure 4.11.

4.2.7.b Spectroscopie des molécules monosolvatées

Les spectres de vibration des conformevés X, Y et Z de Ac-Phe-NH et des
conformeresW et X de Ac-Phe-NHMe ont été enregistrés dans 'R mogenointain. Les
spectres des conformerds et X de Ac-Phe-NH sont comparés au spectre du conformere isolé
C dans la Figure 4.13. Les spectres des autres roo@fes de Ac-Phe-NHqui présentaient un
moins bon accord dans I'lR proche avec les strastwalculées, et des deux conforméres de

Ac-Phe-NHMe sont rassemblés dans I'annexe B.3.2.

Comme dans le cas du conformére ig0Jdes modes de pliage des groupements NH et
NH, sont toujours prédits avec une forte intensitélaanéthode RI-B97-D dan#/ et X. Les
nombres d’'onde de ces modes sont néanmoins plsséiune cinquantaine de ¢ndans ces
deux dernieres conformations. Cette tendance éstuxge expérimentalement pour les deux
monohydrates : la bande isolée & 479'amans le spectre d& est attribuée au mode de pliage
du groupement Nilet le doublet intense & 498 et 527'cde X est attribué aux modes de pliage
de NH et NH. Les deux bandes situées dans la région 700 em30 attribuées au mode

papillon du phényle, sont comparables a cellesrgbss pour le conformére seul, ce qui est en

-132 -



Chapitre 4

accord avec la faible interaction attendue entmadéecule d’eau et le cycle aromatique dans la

structureR"(g-).
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Fig. 4.13 —Spectres de double résonance IR-UV des conforrmgisset X de Ac-Phe-NK(en rouge)
comparés aux spectres harmoniques non corrigéadehcalculés avec la méthode RI-B97-D / TZVPP.
Pour les spectres théoriques, la taille des étailstsreliée au pourcentage de contribution des maige

vibration de la molécule d’eau.
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Les calculs RI-B97-D ont montré que les quatre @sode vibration intermoléculaires
(représentés par des étoiles sur la Figure 4.1B)gient étre classés dans trois régions spectrales
distinctes (Figure 4.14) :

- 150 —200 cii: un mode de libration (rotation empéchée) de tdéoule d’eau
par rapport a I'axe de la liaison QxHétoiles bleu clair) et un mode, d’intensité
plus faible, de respiration intermoléculaire (élatign des liaisons hydrogene
intermoléculaire, étoiles violettes)

- 370 —440 cii: un mode de libration dans le plan de la moléctdau (étoiles
vertes)

- 500 — 750 cnii : un mode de libration de la molécule d’eau papoat & 'axe de

la liaison O-Hlre (étoiles bleu foncé)

| S ———

Rotation déns le
plan de H,O

Elongation des ) /
liaisons hydrogéne Rotation de H,0 / Rotation de H,O /

interrgléculailrey liaison (O-Hé)/ / liaison (O-Hyr)

150 200 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Nombre d'onde (cm )

Fig. 4.14 —Schéma et domaines spectraux des modes de vibnatéwmoléculaires du complexe
(Ac-Phe-NH : H,0). La masse du peptide étant beaucoup plus étpu&eelle de la molécule d’eau, seul
le mouvement de cette derniére est représent@ sahéma.

bY

Les modes de vibration intermoléculaires sont souw®uplés a plusieurs modes de
vibration du peptide. Afin d’estimer plus quanikament la force de ces couplages, les
contributions des quatre modes intermoléculaires rmodes de vibration RI-B97-D ont été
calculées et sont représentées sur la Figure 4dat3d@s étoiles de tailles proportionnées a
l'intensité du couplage. Les contributions calcsl@rrespondent au carré du produit scalaire

entre les vecteurs propres des modes RI-B97-D stimles intermoléculaires (en %). A cette
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fin, les coordonnées de vibration des modes intErtntaires ont été obtenues de la facon
suivante : (i) les coordonnées de déplacement deolacule d’eau selon les différents axes de
rotation sont calculées d'aprés les coordonnées adesies O, i et Hpe, puis (i) les

coordonnées de déplacement du peptide protégédsonites de la loi de conservation de la
guantité de mouvement et de la loi de conservatiomoment cinétique dans le complexe, en
supposant les deux molécules rigides. En pratigoeyme la masse du peptide est tres
supérieure a la masse de la molécule d’eau (ragfaortl dans le cas de Ac-Phe-NHH,0), la

vibration intermoléculaire est quasiment entieremportée par la molécule d'eau et le

déplacement du peptide est tres faible.

Les bandes isolées & 385tmour W et 392 crit pour X sont en bon accord avec les
prédictions réalisées pour le mode de librationsdanplan de la molécule d’eau (étoiles vertes
sur la Figure 4.13) : elles sont intenses et peawplées avec les modes du peptide protégé.
L’'accord semble meilleur pour le conforméxe que pour le conformér®/ (avec un écart
respectif des fréquences calculées de 6 et 4%, are qui peut suggérer une forte anharmonicité

de ce mode de vibration.

Les calculs montrent un comportement tres difféqgmir le mode de libration de la
molécule d’'eau autour de la liaison Qukl (étoiles bleu foncé). Plusieurs contributions
significatives apparaissent, couvrant un large doende nombres d’onde (500 — 750 9mD0 &
la plus forte densité d'états vibrationnels du fbptprotégé dans ce domaine, ce mode
intermoléculaire est fortement couplé aux modesidetion de la chaine principale du peptide
protégé, et en particulier au mode de pliage dwmgment NH impliqué dans la liaison
hydrogene intermoléculaire. Cela peut expliquebd@rvation de plusieurs bandes d’intensité
moyenne dans cette région spectrale sur les spentpgrimentaux, qui ne sont pas présentes sur
le spectre de la molécule seule : la force d'cateilir de ce mode intermoléculaire est répartie
entre de nombreux modes par couplage vibrationBieln que le phénomene de couplage
apparaisse qualitativement sur les spectres thésige la Figure 4.13, l'allure des bandes ne
présente cependant pas un trés bon accord avepdeses expérimentaux. Le calcul des modes
de vibration du peptide protégé dans cette régioectsale a ce niveau de théorie n’est
probablement pas assez précis pour conduire aatiegdscde couplages corrects.

Dans le lointain IR, en plus de la bande associ¢enade de torsion de la chaine
principale déja observée dafis une bande supplémentaire & 164'cet un doublet & 166 et
173 cm' sont respectivement observées dahst X. L'attribution des bandes de vibration dans
cette région spectrale est plus délicate car alleiritervenir différents modes de vibration : le
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mode de libration de la molécule d’eau autour dialgon O-Hg (étoiles bleu clair), le mode
d’élongation des liaisons hydrogene intermolécataiétoiles violettes) et leurs couplages
éventuels avec les modes de torsion de la chaineipale du peptide protégé. La présence de
bandes d'intensité comparables & celles-ci sitededessous de 150 ¢mdomaine qu'il n'a pas
éteé possible de balayer durant les expériencesLdXFB’est également pas a exclure car les
autres fonctionnelles que B97-D testées sur ce&mspredisent systématiquement la bande de
libration autour de la liaison Oyl vers 130 cii (Annexe B.3.3); ce qui ne facilite pas

I'attribution.

La comparaison entre les fréquences expérimendléss fréquences harmoniques non
corrigées montre le besoin de tenir compte dessedigharmoniques lors du calcul des couplages
entre modes intermoléculaires et modes de bassgseinces du peptide protégé. Dans ce sens,
un premier test a été réalisé en utilisant une rdéthodes les moins codteuses en temps de
calcul : une approche perturbationnelle au secanddeo(PT2) [36]. Cette méthode n’apporte
cependant aucune amélioration quant aux prédictiguas exemple, I'accord existant pour le
conformereX entre la fréquence harmonique du mode de libratems le plan de la molécule
d’eau et la bande a 392 ¢rast perdu : aprés correction par la méthode P& bande se situe &
181 cni', soit un écart de plus de 200travec la fréquence expérimentale (Annexe B.3.4).
L’anharmonicité de ces modes de vibration doit &me importante pour pouvoir étre prise en
compte par une méthode perturbationnelle ; une edétlvariationnelle peut alors étre envisagée

pour résoudre ce probléme [37].

4.2.8 Conclusion

La spectroscopie de double résonance IR-UV eneppaseuse dans I'IR proche a permis
de déterminer les sites de solvatation d’'un peptidelele préférentiellement occupés par une
molécule d’eau, des structures ont pu étre progog®er les quatre conformeéres solvatés
observés. Les rapports de population entre cesowmuogfes ne sont pas gouvernés par un
equilibre thermodynamique, ils résultent de la atdtion de peptides protégés froids
vibrationnellement, et donc déja piégés dans umdoomation A, B ou C). La totalité de la
surface d’énergie potentielle n'est donc pas edaoiors de la solvatation, ce qui explique
pourquoi certaines conformations stablBsne sont pas observées. La solvatation peut avoir
différents effets sur la structure du peptide myéte(i) elle change tres peu la structure lordgue

molécule d’eau est dans un site de solvatationleidy), (ii) elle peut la déformer Iégérement
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lorsque I'eau est dans un site plus flexibg, (X) et (iii) elle peut provoquer une isomérisation
conformationnelle entre une forme étendue et umadaepliée du peptide protégé - W, X).

Il serait intéressant de compléter cette étudel’pbservation de plus gros complexes, afin de
suivre I'évolution sur le diagramme de Ramachandi&ta géométrie de la chaine principale du
peptide protégé apres chaque ajout d’'une molécedict de déterminer le nombre minimal de

molécules d’eau nécessaires pour atteindre le a@nubEs structures en hélice polyproline .

Les expériences réalisées dans I'lR moyen etdwinint permis d’obtenir les premiéres
observations sélectives en conformation des modeshdation intermoléculaires de complexes
entre un peptide protégé et une molécule d'eau. r€ggltats ont montré que les couplages
vibrationnels étaient trés dépendants du modenmdigculaire considéré, le mode de libration de
la molécule d’eau autour de la liaison Qsklétant le plus couplé aux modes du peptide protégé.
Le calcul des fréquences de vibration dans ce dwmmspectral reste un défi, méme avec des
fonctionnelles DFT-D récentes. Il n'aurait pas gbd&sible de réaliser une attribution uniquement
a partir de cette région spectrale, sans s’apmuyeles vibrations d’élongation dans I'IR proche.
Cette étude fournit donc des données de référepoasant servir de base a 'amélioration de la
description des interactions dispersives des méthode chimie quantique, et plus
particulierement des fonctionnelles DFT-D. Elle galément permis de mettre en évidence le
besoin de tenir compte d’effets anharmoniques patiribuer les modes de vibration
intermoléculaires. Dans cette optique, des calamlarmoniques reposant sur une méthode

variationnelle sont en cours dans le laboratoire.

4.3 Modélisation des domaines hydrophobes des proté ines

Le terme d’effethydrophobeest un terme générique utilisé pour nommer lagdeod de
composeés non polaires a s'agréger lorsqu’ils sotdueés de molécules d’eau [38]. Ce nom est
di a l'apparente répulsion entre I'eau et les mo&s non polaires, mais l'origine des effets
hydrophobes provient en réalité de deux interastiaitractives : (i) les forces de dispersion de
London entre molécules non polaires et (ii) lesstias hydrogéne entre molécules d’eau. En
effet, dans I'eau liquide une molécule d’eau peuter des liaisons hydrogene avec toutes les
molécules qui I'entourent, ce qui rend donc peu@axien énergie le changement d’orientation
des molécules, qui sont par conséquent tres mohitesevanche, le fait que les molécules d’eau
ne puissent pas former de liaisons hydrogéne aescniblécules non polaires restreint leur

mobilité car une orientation particuliere devientéfgrentielle : I'orientation des liaisons
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hydrogene tangentiellement a la surface de la mt@énon polaire permet de maximiser le
nombre de celles-ci. Chague molécule non polairaiasi entourée d’une « cage » de molécules
d’eau, partiellement structurée. L’agrégation ddémules non polaires est donc favorisée car, en
diminuant la surface de contact de ces molécules B®au, elle permet d’augmenter I'entropie

du systéme et donc le nombre de liaisons hydroganenolécules d’eau (Figure 4.15b).

Fig. 4.15 —Représentation de I'organisation des moléculesul@domes bleus et blancs) a I'interface
avec des molécules non polaires (sphéres rougesiie la Réf. [39]. Pour une faible surface de
contact (a), la situation des molécules d’eau est gifférente de celle en absence de molécule non
polaire, chaque molécule d’eau peut former quatissbns hydrogéne. A partir d’une certaine taille
d’agrégats de molécules non polaires (b) la sitiath I'interface devient plus défavorable pour les
molécules d’eau car elles ne peuvent former quamliore réduit de liaisons hydrogéne (typiquement
trois ou mains).

Plusieurs acides aminés, et en particulier ledeacaminés aromatiques, possedent des
chaines latérales non polaires. Il est donc attepdy dans un milieu aqueux, ces acides aminés
soient enfouis au cceur de la protéine, pour qu'dmsurface exposée au solvant contienne
majoritairement des chaines latérales polaires488,Dans ce sens, la formation de domaines
hydrophobes est un des moteurs du repliement désipes, au méme titre que la formation des
liaisons hydrogéne conduisant aux structures sedasd[41, 42]. Au début du repliement, pour
des domaines hydrophobes de petites tailles, aesohis hydrogene entre molécules d’eau sont
peu perturbées (Figure 4.15a) [39] et I'effet hydirabe est surtout dominé par les interactions
dispersives entre chaines latérales non polaires. aifleurs, a lissue du repliement, les
interactions dispersives entre chaines latéralesnatiques sont également connues pour
stabiliser la conformation de protéines [43, 44,4¥ 47], et pour intervenir dans des processus

de reconnaissance moléculaire [48, 49].
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L’approche de la spectroscopie en phase gazeusecpalier les domaines hydrophobes
des protéines offre plusieurs avantages. Premigrema résolution de ces méthodes
spectroscopiques permet de caractériser finemgstilectures adoptées par ces systemes et donc
d’obtenir une image précise des interactions gsideuvernent. Ensuite, d’'un point de vue
électrostatique, I'environnement d’'un systeme isoiéphase gazeuse n’est pas trés €loigné des
milieux biologiques a faible permittivité électriguels que les coeurs hydrophobes des protéines
ou les bicouches lipidiques [50]. Les structures ldephase gazeuse peuvent donc étre
directement comparées a des structures détermeméeisase condensée (RX, RMN) et présenter
de bons accords avec ces dernieres [1]. Enfinlierindnt la composante liée au solvant, la
phase gazeuse nous donne I'opportunité d’étudiectséement le role structurel des interactions

dispersives entre chaines latérales aromatiques)ar

Cette approche a été utilisée dans plusieurs tsledes molécules polyaromatiques ou
des diméres de molécules aromatiques et a pernisrdetériser différent types d’interactions
entre les cycles. Arunan et Gutowsky ont montrd @3 que les deux molécules du dimere de
benzéne interagissaient via une structure en T. [B&bzaet al. ont prédit par des calculs de
chimie quantique (CCSD(T)) une seconde structurasignent isoénergétique a la structure en T,
ou les deux cycles aromatiques sont paralléles dgésement décalés I'un par rapport a I'autre
[52]. Cette structure a plus tard été identifie@émentalement pour un dimere de benzene
protoné [53]. Un troisieme type d’interaction, en ¥ également été identifiée pour le
diphénylméthane [54, 55].

Dans cette partie nous nous intéresserons aukinfle des interactions dispersives ar-ar
entre cycles aromatiques sur les structures adopigedes peptides protégés en phase gazeuse.
Pour cela, nous comparerons les géométries préfElement adoptées par trois systéemes : des
dipeptides protégés possédant un seul cycle argueatou il n’y a pas d’interactions ar-ar, et les
systemes Ac-Phe-Phe-NMHet Ac-Phe-Phe-Phe-NHpossédant respectivement deux et trois

phényles.

4.3.1 Structures adoptées en I'absence d’interactio  ns ar-ar

Les conformeres principaux des dipeptides protégls-Xxx-Phe-NH et
Ac-Phe-Xxx-NH (avec Xxx = Gly, Ala ou Val) ont été caractérisiésant la these de Wutharath
Chin au sein du laboratoire [56, 57]. Trois fansllde géométries ont été identifiées pour ces

deux séries de dipeptides : des structures a ulexicoudey et des coude.
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4.3.1.a Géométries des dipeptides protégés AcPhe-NH, et Ac-Xxx-Phe-NHMe

Le spectre de Ac-Gly-Phe-NHest présenté dans la Figurd6, les spectres des autres
dipeptides protégés de la série Ac-Xxx-Phe;Nidnt montrés dans I'annexe B.1.1. Chacun de
ces spectres est constitué d'une large progresswationnelle et de bandes isolées, I'intensité
relative entre ces bandes pouvant varier. Deuxstyfge conformeres avaient été identifies par
W. Chin pour chaque molécule : (i) des conform@@ssédant deux liaisons hydrogenddttes
(A), de structurey_-yL(g-), responsable de la progression vibrationnetl€ii) des conformeéres
avec des structures en coufle(B’ pour Ac-Gly-Phe-NH et B pour Ac-Ala-Phe-NH et
Ac-Val-Phe-NH) [56]. Parmi les coude, deux types (I et 1I') possédaient un excellerdoad
avec les frequences expérimentales des conforrBessd3’. En effet, les fréquences calculées
pour ces deux types de coud@ssont tres proches car ces derniers ne differeet par
I'orientation du premier acide aminé (Tableau 1@pmme le groupement NH de cet acide
aminé n’est impliqué dans aucune interaction inti@culaire dans les deux géométries, sa
fréquence de vibration d’élongation se situe torgodans le domaine des NH libres, vers
3480 cn' (Tableau 4.5). Cependant, la géne stérique emsreHaines latérales des deux acides
aminés est plus importante dans la conformationlefuype II' que dans la conformation coude
B type I. La structur (g+) de Ac-Ala-Phe-Nk posséde ainsi une enthalpie libre & 300 K plus
élevée d’environ 10 kJmol™* par rapport & la structuf(g+). Les coude$ type | étaient alors
les candidats les plus probables pour les confasiede Ac-Ala-Phe-NH et Ac-Val-Phe-NH.
Toutefois, la chaine latérale de la glycine étamstitué d’'un seul atome d’hydrogene, la
différence de géne stérique entre les coytléset II' est beaucoup plus faible dans le cas de
Ac-Gly-Phe-NH (1,5 kJ- mol* & 300 K). Il n'a donc pas été possible d’excluredes deux

types de coude sur un critere énergétique.

Durant cette thése, deux conformeres supplémentda Ac-Gly-Phe-NH(appeléA’ et
B) ont été observés, ce qui illustre la flexibilitécrue de la chaine principale lorsqu’une glycine
y est présente. Les fréquences de vibration expétaies des conforméeres et B sont
respectivement trés proches de celles des confesAéet B’ (Tableau 4.5). On peut donc en
déduire directement que ces deux conformeres gamelent a une structure en double coude

(pourA’) et une structure en coufipourB).

Les structureg.-y.(g-) etyb-yL(g-) possedent un bon accord avec les frequencAs. dea
structurey.-yL(g-) a cependant déja été attribuée au conforeser la base d’une comparaison

des fréquences des transitions UV et de l'alluréadprogression vibrationnelle avec les autres
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peptides de la série Ac-Xxx-Phe-BlHLa structureyp-y (g-) peut donc étre attribuée Al.

L’enthalpie libre plus élevée de cette structunecocode eégalement avec la plus faible intensité du
signal d’'ion deA’ par rapport &.

Spectroscopie électronique

Ac-Gly-Phe-NH,

1 © ' 1 T ' © T 1T T T r T 17
37450 37500 37550 4. 37600 37650
Nombre d 'onde (cm )

Spectroscopie vibrationnelle

Coudes y Coudes p
C?
o9 H H
YN\)krﬁ N‘H N
0._C, ,H © o]
o NH ) sym
% 40 NH,>™ NH,™" < 60 NeNH N
2 | |
: A ol o | | o
S 20 libre 3 I ‘
g g % L))
8 0 8 0 W‘W» IW‘f"‘f\m‘@rf \\uwnmvf W’ "y
Vv (9] L By (g+) ‘ L.
il T T T i e . L T e L i B R Bl T
5 40 AGjp0x = 0 kd - mol E 40
S A &
2 2 2% B
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(=8 o
30 a0 i
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: 3300 3350 3400 3450 3500
Nombre d 'onde (cm )

Nombre d 'onde (cm™)

AGygox = 6 kJ - mol”’

AGygox = 4 kd - mol”"

Fig. 4.16 —(haut) Spectre de Ac-Gly-Phe-BlHians le domaine de la premiére transitizr 77 du
chromophore aromatique. Les étoiles indiquentdeglieurs d’ondes UV auxquelles ont été enregistrés
les spectres de double résonance IR-UV. (bas) &sade doubles résonances IR-UV des confornfgres
A’, B etB’ de Ac-Gly-Phe-NH Les spectres en batonnets représentent les fnégqaeharmoniques
corrigées RI-B97-D/TZVPP des structures situéemialde chaque spectre IR.
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Conforméres  Fréquences de vibration (cm™) g & AG (kJ - mol?)

(Cm—l) (Cm—l) 0K 300 K

A (exp) 33195 3355 3493 35190

¥-¥ (9) 3328 3364 3481 3517 12 9 1 0

oyt (g) 3327 3363 3484 3515 9 7 6 6

A’ (exp) 3321.5 33525 34945 3517

Y-yt (09) 3328 3364 3481 3517 14 9 1 0

»-¥ (9-) 3327 3363 3484 3515 11 8 6 6

B’ (exp) 3385 3440.5 3493 3518

B (g+) 3387 3445 3481 3524 12 7 0 4

B (9+) 3386 3437 3485 3524 8 5 5 5

B (exp) 3391 3445 - 3521

B (g+) 3387 3445 3481 3524 4 3 0 4

Br (g+) 3386 3437 3485 3524 8 5 5 5

Tab. 4.5 -Comparaison des données expérimentales et théarigneatalique) obtenues pour les
conforméred, A’, B etB’ de Ac-Gly-Phe-NH Les structures calculées attribuées a chaqueacordre
sont indiquées en gras. Les fréquences théoriquasssues de calculs au niveau RI-B97-D/TZVPP et
corrigées par des facteurs d’échelles affines sjugrs a chaque mode de vibrati@fi™ et SM°
correspondent respectivement a I'écart maximal &@Gart quadratique moyen entre les fréquences
expérimentales et théoriqued"?= Max([f&*f"|) et FMS= (SF*fM")?n)"?), avec n le nombre de
fréquences expérimentales observées dans le ptBghkes valeurs plus faibles désleB’ sont dues a
la fréquence de vibration du groupement NH libre observée avec I'OPO LINRO

L'observation d’'un nouveau couflepermet de préciser la structure du conforni@rde
Ac-Gly-Phe-NH. En effet, le conformér®’ posséde un accord Iégerement meilleur avec la
structurefy (g+) qu’avec la structurg(g+), et l'inverse est observé poBr Le conforméereB
peut donc étre attribué a la structf&ég+). Cette attribution est confirmée par la valderla
fréquence de la transition UV du conform@rgui est trés proche de celles des conformireés
Ac-Ala-Phe-NH et Ac-Val-Phe-NH, aussi des couddgstype |. Le conformer®’ correspond
alors a la structur@ (g+). Il n'est pas possible de comparer ici l'irg#é@ relative du signal
d’'ions deB et B’ car l'origine de la transitiom—Tt* de B coincide avec une bande de la
progression vibrationnelle d& et les expériences de dépopulation UV-UV et IR-tddlisées

n’ont pas permis de séparer les contributions dewhdes conforméres a cette bande.

Les spectres UV de Ac-Gly-Phe-NHMe et Ac-Ala-PhdNie sont présentés sur la
Figure 4.17. Leur similarité avec les spectres oedécules Ac-Xxx-Phe-NE nous indique
immédiatement que la méthylation n’a encore une doie tres peu d’'influence sur les structures

adoptées en phase gazeuse. Ces systemes adopteaule mémes types de géométrie : des
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structures en doubles coudgst des structures en coudesCes attributions ont été confirmées
par l'enregistrement des spectres de double résendiR-UV des différents conformeres
(Annexe B.2.2).

VenvT T T
A
nvi T [T, 1 B

T T

Ac-Ala-Phe-NH,

nvi T T

Ac-AIa-Phe-Nw_r // \

T T T i
37450 37500 37550 37600 37650
Nombre d ‘onde (cm™)

Fig. 4.17 —Comparaison des spectres de Ac-Gly-Phe;Md-Ala-Phe-NH et de leur analogue méthylé
sur le groupement NHerminal, dans le domaine de la premiére transitie» 7z du cycle aromatique.

4.3.1.b Géométries des dipeptides protégés Ac-PheNH

La position relative de deux acides aminés damhddne peptidique a une influence forte
sur les structures adoptées. Les conformeres rnajes des dipeptides protégés de la série
Ac-Phe-Xxx-NH, ou l'acide aminé phénylalanine est en premiérsitipn dans la chaine
peptidique, sont des structur@s(a)y., stabilisée par une liaison hydrogene fGrte, une

interaction NHft et une interaction £faible (Figure 4.18) [57].
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Ac-Phe-Ala-NH,

Fig. 4.18 —Structuref (a)-y de l'unique conformeére observé pour Ac-Phe-AlazNH

4.3.1.c Influence de la conformation sur I'intens des transitions vibroniques

Les spectres IR2P-1C de différents dipeptides déses Ac-Xxx-Phe-NH et
Ac-Phe-Xxx-NH ont été étendus au domaine des transitions vijuesi 6a et 6b
(~ 38 000 crit). Le spectre de Ac-Gly-Phe-NHst présenté dans la Figure 4.19. Les spectres de
guelques autres dipeptides protégés sont réunssi@damexe B.1.2.

A I'opposé des conformeres de Ac-Phe-NBui présentaient des transitions vibroniques
intenses dans cette région spectrale (Figure k2j}ransitions vibroniques observées dans le cas
de Ac-Gly-Phe-NH sont moins intenses que les transitions obseraééerigine. On peut
également remarquer une variation importante detelisité relative entre les transitions
vibroniques des quatre conforméres de Ac-Gly-Phe;Niéd progression vibrationnelle due au
conformereA’ a quasiment disparu alors que les bandes dessattrdormeres sont encore
clairement visibles. De plus, le méme effet confationnel est retrouvé pour tous les dipeptides
de la série Xxx-Phe, que le groupement,NErminal soit méthylé ou non : l'intensité des
transitions vibroniques des conforméres de strastyry. (A) décroit toujours fortement par

rapport a celles des conformeres en cdu(®).

Plusieurs phénoménes physiques peuvent étre redpessde cette différence de
comportement entre les structusgsy. et les coudef. Par exemple, les modes de vibration de
basse fréquence de la chaine principale d’'un pegtidnt trés dépendants de la conformation, il
est possible qu’'un couplage vibrationnel dans lemper état excitatrt, entre le mode de
déformation du cycle aromatique et des modes deebaéquences de la chaine peptidique,
puisse intervenir dans une structure et pas daasautre. Ceci pourrait expliquer I'apparente
diminution d’intensité de la progression vibratietia des structureg -y.. Les modes de basse
frequence pourraient aussi étre responsables drefexation de [|'énergie vibrationnelle
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intramoléculaire (IVR) plus rapide dans un conforengue dans un autre. La présence d’'un
couplage vibronique avec le deuxieme état exctitedu cycle aromatique, relativement proche
en énergie est également possible. Enfin, uneattax électronique rapide de I'état excité

d’'un des conformeéres n’est pas non plus a exclbeedernier point sera discuté plus en détail
dans le chapitre 5 mais, en conclusion, on peut goil est assez difficile de proposer une
explication a ce phénoméne uniquement a partiredeobservations expérimentales. Des calculs
de chimie quantique des états excités permettrengrdposer des pistes quant aux mécanismes

responsables.

nVITTTTT
A I_B

v+ VT

A

37500 37600 37700 37800 37900 38000 38100 38200
Nombre d 'onde (cm™)

n vl

Fig. 4.19 —Spectres IR2P-1C de Ac-Gly-Phe-Ndthregistrés dans le domaine de la premiéere
transition 77— 7= du cycle aromatique (origine et transitions vibiques 6a et 6b). Les bandes situées
dans la région 6 (6a en tirets et 6b en trait pJeint été attribuées d'aprés les fréquences deatiitm

d’élongation symétrique et antisymétrique du grounest NH.

4.3.2 Structures de peptides polyaromatiques

4.3.2.a Détermination des structures de Ac-Phe-fid,

Dans une étude précédente menée au laboratoirepnformere uniqueA) avait été
détecté pour le dipeptide protégé Ac-Phe-Phe-I88]. La structure de ce conformére était
définie par une liaison hydrogengyGcoudep), deux interactions NHeet une interaction en T
entre les deux cycles aromatiques. On peut voipuemiere influence des interactions ar-ar dans
le fait que seul un coudg@ ait été observé, alors que cette structure esbnitaire, voire non

observée, dans les dipeptides protégés Ac-Xxx-Rhg-8t Ac-Phe-Xxx-NH. Nous avons
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cherché a compléter cette étude par I'observatiencahformations de plus haute énergie.
Comme cela a été montré dans le chapitre précétlest, possible d’augmenter le nombre de
conformations observées dans la détente supersgriquc la température conformationnelle, en
augmentant la vitesse de refroidissement de la culdé Un moyen pour réaliser cela est
d’augmenter le nombre de collisions avec le gazepor Par conséquent, la vanne pulsée de
0,3 mm de diameétre a été remplacée par une vanderda de diameétre et la pression du gaz
porteur a été augmentée (19 bars d’'un mélange de Ble : Ne au lieu de 7 bars d’Ar). La

modification de ces paramétres expérimentaux actdffament provoqué I'apparition de

nouvelles bandes UV dans le domaine spectral dgibe de la transitiom—1t* (Figure 4.20).

Ac-Phe-Phe-NH,
H A
i I
*

e Ra
O
|

37450 37500 37550 37600 37650 37700
Nombre d ‘onde (cm™)
. AG (kJ - mol™)
60 NH2 Y NHzanli
40 (1) | =(2) 0K 300K
20 A NH "
0 NH-n(?)
coude 0 0
. a | | ' I type |
X
c sym (1) _ :
S 88 NH,"" ™ (2) NH,™
o< 40 B p -n(2)
Qe 8 -1
: b | ] 515
a R R L (O B P ) TSR N T T L ST (L I L

3200 3300 3400 3500 3600 G C7
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Fig. 4.20 —(haut) Spectre de Ac-Phe-Phe-Nithns le domaine de la premiére transitier 77 du
chromophore aromatique. Les étoiles indiquentdeglieurs d'ondes UV auxquelles ont été enregistrés
les spectres de double résonance IR-UV. (bas) et doubles résonances IR-UV des confornfgres
B etC de Ac-Phe-Phe-NHLes spectres en batonnets représentent les finégaeharmoniques corrigées
RI-B97-D/TZVPP des structures situées a droitetdgue spectre IR.
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Le conformere A, seul observé lorsque le gaz porteur était degdiay est
vraisemblablement toujours le conformere majoetail contribue a lui seul a environ 87 % du
signal d’ion total dans ce domaine spectral. Tomsforméres minoritaires supplémentaires ont
été observés avec le mélange He : Ne & 19 barsonforméreB & 37 523 cil et 37 449 c
représentant environ 9 % du signal d’ion total, aamforméreC & 37 639 ci (~3 %) et un
conforméreD & 37 577 cm (~1 %).

D0 au faible signal d’ions de ce dernier conforeéson spectre de dépopulation IR-UV
possede un bruit important et seulement trois bamhe pu étre identifiees (& 3380, 3402 et
3520 cn), ce qui rend difficile I'attribution d’une strumte. Les spectres IR des autres
conformeres ont en revanche pu étre enregistrgar@u.20). Comma, les conforméreB etC
ne possedent pas de bandes dans le domaine daBovibrd’élongation des liaisons NH libres
(3460 -3500 ci), leurs trois groupements NH sont donc impliquésisd des interactions
intramoléculaires.

Les conformations calculées (RI-B97-D/TZVPP) de-Pw-Phe-NK ou les trois
groupements NH participent a des interactions mmid@culaires sont regroupées dans le
Tableau 4.6. Chaque conformeére détecté expérineenéalt est comparé a une série de structures
calculées, classées selon des valeur'§& croissante (écart maximal entre les fréquences
expérimentales et les fréquences harmoniques éesjg Comme dans le cas des hydrates, on
considére qu'un bon accord est obtenu lorsqli®& <~20cm' et ™ <~10cm’. La

structurea, la plus stable, a déja été attribué au conforAdgEs].

Deux structuresh et c, correspondent aux criteres degour le conformerd ; I'accord
étant un peu moins bon avec la structargu'avec lab. De plus, on peut remarquer que le
premier groupement NH du dipeptide protégé estiqupl dans une interaction Nil-dans la
structureb (fréquence de vibration & 3431 ¢ret dans une interactions @ans la structure
(fréquence de vibration & 3449¢n Or, la fréquence de vibration expérimentale cigso
(3430 cn) correspondrait & une valeur anormalement basse ppe interaction £ En
revanche, c’est une fréquence typique d'une intemad\H-tt La structureb peut donc étre

attribuée au conformeig

Si I'on exclut les structures et b déja attribuées, il reste a considérer quatre géwas
pour le conformer€ : ¢, e, f eti. L'écartd™® le plus important correspond a la prédiction de la
fréquence a 3418 chn Pour les quatre structures cette fréquence &#bugte & la vibration

d’élongation du deuxieme groupement NH, impliqguédane interaction NHe Cependant,
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seule la structure arrive a reproduire correctement une interactidirima une aussi basse
fréquence (3414 ci), alors que les trois autres la prédisent & ddsura plus usuelles

(3433 - 3440 ci). La structure du conforméf est donc attribuée & la forre

Conf. Fréquences de vibration > FW AG (kJ - mol™) Liaisons
(cm®) (e (cmh) 0K 300 K H
A(exp) 3391 3438 3447 3524 0
a 3395 3437 3450 3527 4 3 0 0 x = 10
e 3385 3433 3446 3520 6 4 18 13 5 x© 7
f 3374 3437 3440 3521 17 7 13 10 z w 10
g 3415 3424 3445 3541 24 14 28 24 5 n© =&
h 3415 3444 3454 3530 24 11 42 41 T
c 3375 3414 3449 3524 24 11 12 11 5 x© 7
b 3366 3417 3431 3519 25 17 15 15 T w 7
B(exp) 3357 3412 3430 3514 6
b 3366 3417 3431 3519 9 5 15 15 T T 7
c 3375 3414 3449 3524 19 12 12 11 5 =x© 7
f 3374 3437 3440 3521 25 14 13 10 r =« 10
i 3365 3440 3442 3521 28 13 14 15 5 =x© 7
e 3385 3433 3446 3520 28 17 18 13 5 1 7
i 3355 3444 3446 3512 32 13 13 7 5 = 7
k 3351 3446 3449 3515 34 12 29 23 5 1 7
C(exp) 3382 3418 3445 3518 8
c 3375 3414 3449 3524 7 5 12 11 5 = 7
e 3385 3433 3446 3520 15 5 18 13 w7
b 3366 3417 3431 3519 16 8 15 15 T 7
f 3374 3437 3440 3521 19 9 13 10 ~ 10
a 3395 3437 3450 3527 19 11 0 0 z w 10
i 3365 3440 3442 3521 22 11 18 13 50 7
j 3355 3444 3446 3512 27 15 13 7 5t 7

Tab. 4.6 -Comparaison des données expérimentales et théarignetalique) obtenues pour les
conformered\, B etC de Ac-Phe-Phe-NkLes structures calculées attribuées a chaqueotordre sont
indiquées en gras. Les fréquences théoriques ssme$ de calculs au niveau RI-B97-D/TZVPP et
corrigées par des facteurs d'échelles affines djggms a chaque mode de vibration. 1465 des
conformeéredA, B etC sont déduites des abondances expérimentales ppsant une température
conformationnelle de 300 K. Le calcul d&* et S est présenté dans la Iégende du Tableau 4.5. Le
réseau de liaisons hydrogéne des groupements Niddigtié de I'extrémité N-terminale vers 'extrégnit
C-terminale de la chaine peptidique : les liaistiglrogéne gsont représentées par le nombre n (5, 7,
10 ou 13) ;7et 7 signifient respectivement des interactions Whvec le systémed’un cycle
aromatigue ou avec des électramde la chaine principale (« backbone ») ; les gments NH libres
sont indiqués par le code X.
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4.3.2.b Détermination des structures de Ac-Phe-Fwe-NH,

B y H Ac-Phe-Phe-Phe-NH,
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Fig. 4.21 —(haut) Spectre de Ac-Phe-Phe-Phe-Nldns le domaine de la premiére transitier 77 du
chromophore aromatique. Les étoiles indiquentdeglieurs d’'ondes UV auxquelles ont été enregistrés
les spectres de double résonance IR-UV. (bas) gett double résonance IR-UV des conformArds
et C de Ac-Phe-Phe-Phe-NH_es spectres en batonnets représentent les fnégaéharmoniques
corrigées RI-B97-D/TZVPP des structures situéesotalde chaque spectre IR.

Le spectre d’excitation UV de Ac-Phe-Phe-Phe;NHété enregistré dans les mémes
conditions que celui de Ac-Phe-Phe-NHFigure 4.21). Trois conformeres, B et C ont été
identifiés. Le conformere majoritaire est le confereA ; il représente environ 86 % du signal
d’ions enregistrés (hors fond). Les trois transgides plus intenses de ce conformere (37 363,
37376 et 37513 cM sont probablement les origines des transitiorsT* des trois

chromophores aromatiques de la molécule. Les cof@sB (37 544 crit) et C (37 314 crif)
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comptent ensuite respectivement pour ~9 % et ~5usignal d’ions. D’autres bandes sont
€galement visibles sur le spectre UV, mais avedriessités trop faibles pour permettre de les
attribuer aux transitions des autres chromophoeesea$ conforméres, ou a des transitions de

conformeres différents.

Les spectres de vibration des conformée8 et C de Ac-Phe-Phe-Phe-NHians I'IR
proche sont représentés dans la Figure 4.21. LibrnéreC posséde une bande & 3469'cm
dans le domaine des vibrations d’élongation deaggments NH libres (Figure 4.8), sa structure
doit donc étre recherchée parmi celles ou un despgis NH ne participe & aucune interaction
intramoléculaire. Les conformér@setB, ont chacun une bande située a la limite du doendés
groupements NH libres (respectivement & 3452 €9 84%). Les fréquences de ces bandes ne
sont toutefois pas assez basses pour pouvoirtéifriaes avec certitude a des interactionsmH-
ou G. Par conséquent, toutes les structures possédaid ©u quatre interactions
intramoléculaires sont des candidates possibles pes conforméres, ce qui augmente
considérablement le nombre de géométries a com(iableau 4.7).

Conf. Fréquences de vibration Jnax &Ms AG (kJ - mol?) Liaisons H
(cm?) cm?)  (cmY) 0K 300 K
A(exp) 3378 3404 3420 3452 3530 0
d 3376 3409 3427 3444 3531 8 5 45 31 z =« 10 10
e 3379 3395 3418 3448 3522 9 5 36 29 r =m© 1 7
f 3387 3410 3423 3453 3520 10 6 14 13 5 = 10
g 3386 3401 3431 3449 3527 11 6 33 25 T 7 10
h 3389 3395 3420 3461 3527 11 6 23 20 X =« 10 10
[ 3368 3393 3418 3460 3527 11 7 24 18 X =« 10 10
] 3383 3414 3432 3448 3534 12 7 25 17 r =« 10 10
k 3390 3413 3428 3456 3527 12 7 10 8 5 ©# =x 7
I 3376 3404 3424 34403531 12 3 11 8 z =« 10 10
m 3385 3413 3431 3440 3537 12 9 27 14 r =« 10 10
n 3373 3401 3433 3457 3531 13 5 31 26 X =« 10 10
o] 3391 3394 3424 3459 3527 13 7 22 19 X =« 10 10
p 3379 3395 3427 3439 3522 13 7 34 27 T m©® =@w 1
o} 3393 3409 3422 3438 3536 15 8 24 22 z =« 10 10
r 3385 3419 3427 3442 3522 15 9 19 17 5 =x 10
S 3380 3417 3436 3452 3523 16 8 18 15 5 =« 10
t 3394 3398 3430 3447 3523 16 9 45 31 z =« 10 10
u 3384 3420 3437 3439 3528 16 11 26 29 T 10
v 3386 3421 3432 3437 3525 17 11 19 13 T T 10
w 3371 3411 3439 3462 3533 19 9 37 26 z X 10 10
X 3385 3423 3437 3456 3519 19 11 19 22 r w© X 13
y 3359 3409 3431 3434 3535 19 12 20 17 r =« 10 10
z 3363 3394 3440 3470 3527 20 13 8 2 X % 10
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aa 3398
ab 3394
ac 3386
ad 3378
ae 3400
a 3400
af 3356
ag 3401
ah 3370
ai 3401
aj 3391
ak 3380
al 3402
am 3354
an 3354
ao 3359
ap 3403
aq 3403
ar 3389
as 3395
B(exp) 3293
at 3285
3280

3310

au 3282
av 3302
aw 3290
ax 3314
ay 3305
az 3316
ba 3314
bb 3300
C(exp) 3315
c 3310
ba 3314
bc 3334
av 3302
bb 3300
az 3316
bd 3335
be 3301
bf 3289

3420
3399
3415
3421
3417
3411
3416
3415
3427
3413
3410
3416
3406
3396
3405
3395
3426
3415
3404
3429

3389
3397
3393
3395
3408
3410
3387
3392
3367
3387
3413
3414

3406
3395
3413
3407
3410
3414
3387
3407
3415
3416

3432
3441
3441
3441
3427
3429
3431
3429
3440
3431
3444
3444
3440
3420
3432
3427
3428
3437
3445
3436

3430
3434
3437
3443
3439
3434
3435
3437
3436
3426
3447
3450

3433
3443
3447
3450
3434
3450
3426
3450
3435
3441

3441
3454
3456
3458
3442
3446
3448
3449
3457
3434
3450
3450
3457
3439
3434
3477
3441
3441
3463
3439

3459
3461
3462
3461
3456
3460
3437
3437
3446
3481
3464
3461

3469
3461
3464
3466
3460
3461
3481
3466
3465
3466

3532
3520
3538
3540
3532
3534
3536
3538
3512
3537
3537
3522
3530
3528
3533
3521
3531
3536
3525
3527

3523
3523
3526
3527
3534
3536
3525
3526
3520
3525
3527
3536

3517
3527
3527
3519
3536
3536
3525
3519
3538
3530

20
21
21
21

22
22
23
23
23
24
24
24

24
25
25
25
25
25

13
17
19
21
22
22
22

24
25

11

12
11
10
11
11
10
11
11
15
14
10

10
10
12
14
13
14
10
15

10
11

11
11
11
14
13

8
8
9
14
11
8
10
12

16

15
37
11
22
25

25

21
23
20
18
28
13
20
36
17
14
22
24

41

47
46
16

21
37
14
34

14
40
46
34
37
41
21
32

18
27
12
18
21

21

27
13
21
12
21
10
15
36

20
16

29

33
35

20
43
12
20

12
25
35
20
43
32
15
31

3 8 38 8 8 9

3

3

X

3 08 3 8 8

§y 18 3§ X 3§ X3 3 38 3 3% 3 3 g8 X838 &

XX X o~~~ NN

X X X X X g X X o

3

10
10
10

10
10
10

10
10

10
10
10

10
10
10

3 8 8 xXx X a8 x

-
N N O

N W5 A x N NN

10
10
10

10

10
10
10
13
10
10
10

10
10
10
10

10

10
10
13

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10
10
10
10
10
10
10
10
10

Tab. 4.7 -Comparaison des données expérimentales et théarignatalique) obtenues pour les
conformered\, B etC de Ac-Phe-Phe-Phe-NHSe référer a la légende du Tableau 4.6 pour gaus

détails.
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Le Tableau 4.7 montre que les fréequences de Wnsatlu conformeré ne sont pas tres
discriminantes, plus d’'une trentaine de structemsespondent aux criteres fixés sur les valeurs
ded™ et3™™S, Pour aller plus loin dans I'attribution, il esbes nécessaire de prendre en compte
le critere énergétique : le conformefe étant tres majoritaire, il doit se trouver parras |
structures les plus basses en énergies. Mémdai las) température(s) conformationnelle(s) de
ce systéme ne sont pas connues précisément, ke dhoe température arbitraire de 300 K pour
calculer les enthalpies libres fournit généraleme@ bonne approximation et permet de désigner
les structures les plus probables. En tenant comphe critere énergétique
(AG(300 K) < 5 kJ mol™"), le nombre de structures possibles pour ce cowfe n’est plus que
de deux : les structur@setz. La bande & 3378 chrdeA est la bande la moins bien prédite par la
structurea (8™ = 22 cnt), elle correspond & la vibration d’élongation d’groupement NH
impliqué dans une liaison hydrogéng,.CCette différence peut donc s’expliquer par une
géométrie Iégerement incorrecte de la liaison hyéine Go. Il est en revanche beaucoup plus
difficile de proposer une explication a la valemoanalement basse qu’aurait la fréquence de
vibration d’élongation du groupement NH libre deskaucturez (prédite ici & 3470 ci) par
rapport & la fréquence de vibrationAlé 3452 crit. Le meilleur candidat pour le conforméke
est donc la structurae

Comme dans le cas précédent, la comparaison @msefnces calculées avec la fréquence
a 3459 crit du conforméreB peut servir de bon indicateur de la qualité dérlaution. Cette
fréquence peut correspondre soit a une fréquenceilsiation anormalement basse d'un
groupement NH libre, soit a un groupement NH imydiglans une liaison hydrogéne trés faible.
Quatre structures n’arrivent pas a reproduire cétdguence de vibration et peuvent étre
éliminées directement : les structuaes, ax et ay ont une fréquence typique d’une interaction
NH-Tt (3437 ou 3446 cil) et la structurez celle d’un groupement NH libre (3481 ¢jn Parmi
les structures restantes, plusieurs ont des vatEisS & 300 K supérieures a 20-kdol?, ce
qui rendrait leur observation expérimentale tregrohable. Ces deux critéres, sur les fréquences
et I'énergie, ne laissent plus que trois posséslipour la structure du conformée b, ¢ ouba
Ces trois conformations, trés proches, sont tole®drois caractérisées par le méme réseau de
liaison hydrogene (X-E£1-Cio) et possedent de plus des angles diedpegt W proches
(géométries coudg pour la liaison hydrogéne;@t coudef type | pour la liaison hydrogene
Ci0). L'orientation des chaines latérales représenteprincipale différence entre les trois
structures : g- g- g+, g- g+ g+ et a g- g+ respeatient pourb, c et ba En conclusion, la

structureb est celle qui présente le meilleur accord avecfriéguences expérimentales et le
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conforméreB est trés probablement une structure X-@-C,0;, méme si l'incertitude demeure

quant a 'orientation des chaines latérales.

Un critére énergétique similaire a celui utilisuple conformerd peut étre appliqué au
conformereC. En éliminant les structures possédant AG a 300 K supérieur ou égal a
20 kJ- mor?, il ne reste que trois structures a considéceba etbe Le repliement de la chaine
principale est également identique dans les troisctaires (X-G,-1-Cyo) et peut donc étre
attribué au conformer€. La structurec, possédant a la fois un bon accord en fréquence et
I'énergie la plus basse parmi les trois, est darstducture la plus probable du conform@rmais
malgré c¢a l'orientation des chaines latérales restertaine (g- g+ g+ dars a g- g+ danda et
be).

On peut remarquer que l'attribution des conforreéte Ac-Phe-Phe-Phe-Nist moins
définitive que celle réalisée pour Ac-Phe-Phe;NHU a I'augmentation rapide du nombre de
repliements possibles lorsque la chaine augmenés &nant compte des incertitudes provenant
des méthodes théoriques, il devient de plus en giffisile de déterminer completement les
structures des conforméres. On commence, avedpeptide protégé, a approcher la limite en
taille des structures de systemes flexibles pouéar®t caractérisées uniquement a partir des
fréquences de vibration dans I'IR proche.

4.3.2.c Role structurel des interactions Ar-Ar

Des parametres (valeurs des angles diedres eerdgu’interaction Ar-Ar) des structures
attribuées aux conformerés B et C de Ac-Phe-Phe-Nsont indiqués dans le Tableau 4.8. Le
conforméreA a une structure en coufleype |. Le conformér& posséde une structupe- yi,
déja observée pour les dipeptides de la série A&c@x-NH, [57]. Le cas du conformémB est plus
inhabituel car la géométrie du premier acide amieé&orrespond ni a une préférence conformationnelle
locale d’'un acide aminé (liaison hydrogénedd G) ni celle d’'une liaison hydrogéne d'un ordre plus
élevé (Gs7). C'est la premiére fois qu’'une géométrie de @t@, - y.) est observée pour un dipeptide en
phase gazeuse. Il est intéressant de remarquda g@g®meétrie d® est intermédiaire entre celle Aeet

deC : B différe deA principalement par les anglés etW, et deC par I'angleW;.

Malgré des géométries tres difféerentes, les comdoes de Ac-Phe-Phe-NHet
Ac-Phe-Phe-Phe-NHont en commun d’étre tous stabilisés par des dntems entre cycles
aromatiques, ce qui montre le réle important queb ces interactions ar-ar lors du repliement.

Ces interactions sont suffisamment fortes poureeném compétition avec les préférences
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structurelles de la chaine principale et modifierofgndément les distributions
conformationnelles par rapport aux dipeptides géseAc-Xxx-Phe-NH et Ac-Phe-Xxx-NH.

La géométriey -y des conforméres majoritaires des peptides Ac-Xx&-RH n’est pas
observée dans Ac-Phe-Phe-Nebr elle ne permet pas la formation d’interactiansar et est
donc déstabilisée par rapport aux structures daszel sont possibles, comme par exemple les
coudes3. A linverse, des géométries généralement nonrgBss §, - y.) peuvent étre favorisées

dansAc-Phe-Phe-NHKpar leur capacité a former des interactions ar-ar.

Angles diédres

Interactions ar-ar Géomeétries
©(°) Wi () P2(0) W2(°)
A  -68 -13 -100 7 enT Coudep type |
B -138 25 -94 68 enV 3 -y
C -160 152 -82 63 face a face BL-\

Tab. 4.8 Valeurs des angles diédres des orientations redatles deux cycles aromatiques dans les
conforméred, B etC de Ac-Phe-Phe-NH

On peut constater que les interactions ar-ar plessédes formes variées dans les trois
conformeres de Ac-Phe-Phe-BH(i) une interaction en T pou, (ii) une interaction en V pour
B et (iii) une géométrie avec deux cycles face &,fdégérement décalés I'un par rapport a
'autre, pourC ; ce qui rappelle les résultats obtenus sur leetinde benzéne [51, 53]. Le
caractére peu directionnel des interactions arstiamsi mis en évidence pour les interactions
entre deux cycles aromatiques situés sur des chktézales d’acides aminés. C’est ce caractere
qui, relié a la flexibilité de la chaine principalein peptide, permet I'observation de nombreuses

conformations stabilisées par des interactions.ar-a

4.3.3 Conclusion

La spectroscopie de double résonance IR-UV a gedaidéterminer les structures de
trois conformeres de Ac-Phe-Phe-Net de proposer trois structures pour les confoemeéle
Ac-Phe-Phe-Phe-NHNous avons vu que les paysages conformationeetesl deux molécules
sont gouvernés par la présence d’'interactions.dres peptides étudiés sont donc des modeles
intéressants pour étudier de facon précise lesartions dispersives mises en jeu lors de la

création des domaines hydrophobes des protéinasinginant les contributions dues au solvant.
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Le caractere faiblement directionnel des interastiar-ar permet en particulier d’apporter une
certaine flexibilité a la chaine peptidique en mdénergétiquement accessible de nouvelles

conformations.

La proximité des cycles aromatiques, situés ssrad@les aminés contigus, est sans doute
une des raisons pour laquelle les interactions améa un réle structurel aussi important dans
Ac-Phe-Phe-NKH et Ac-Phe-Phe-Phe-NH Par conséquent, il serait intéressant d’observer
comment évolue la compétition entre les interastianar et le repliement de la chaine principale
lorsque les acides aminés aromatiques sont séparésn, ou plusieurs, acides aminés non
aromatiques dans la chaine peptidique. L'étudeldestystemes pourrait fournir des informations
complémentaires sur les mécanismes mis jeu lorspdesieres étapes du repliement des

protéines.

4.4 Conclusion du Chapitre 4

Nous nous sommes attachés dans ce chapitre aenqoe la résolution et la sélectivité
des techniques spectroscopiques en phase gazeeseparticulier celles de la spectroscopie de
double résonance IR-UV, pouvaient apporter desramdtions structurelles précises sur des
systemes trés variés. Nous avons ainsi pu distinigsalifférents isotopomeéres de Ac-Phe-NH
et déterminer les différents sites de solvatatiencdtte molécule, ce qui a permis ensuite de
proposer un mécanisme de formation des hydrates ldagétente supersonique. Il a également
été possible d'obtenir des informations précieuses la compétition entre les différentes
interactions intramoléculaires dans des peptiddgapamatiques (interactions ar-ar vs liaisons

hydrogene de la chaine principale).

Pour exploiter les informations spectroscopiqubtermues par la méthode de double
résonance IR-UV, une hypothese a cependant éigatiflurant tout ce chapitre. Nous avons di
considérer a plusieurs reprises (par exemple lerdattribution de Ac-Phe-Phe-NiH que le
rapport d’intensité des transitioms»>1t* dans I'UV, observé a travers I'acquisition d’uigrsal
d’ions, pouvait étre utilisé pour estimer les almmzks des différentes conformations dans la
détente supersonique. Cette hypothese, communememnse, est d’ordinaire justifiée par le fait
gue les sections efficaces d’ionisation dépendeuntde la conformation d’'une molécule ou d’'un
complexe. Bien que discutable, cette justificatpsse €galement sous silence les propriétés
dynamiques de I'état excité : sa durée de vie &o@t suffisamment grande pour que le processus

d’'IR2P reste efficace. Deux constats réalisés @anshapitre peuvent toutefois nous amener a
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remettre cette hypothese en question. D’une paldtivement peu de structures différentes ont
été détectées pour les complexes de Ac-Phg-BW¥éc I'eau malgré le grand nombre de
géométries calculées a des énergies proches. @it purs’attendre en particulier a observer la
géométrieR (a) $(d), intervenant dans le mécanisme d'isomérisationcainforméreA de
Ac-Phe-NH en W ou X. Et d’autre part, nous avons vu dans le cas daesptides protégés
Ac-Xxx-Phe-NH que l'intensité des transitions UV pouvaient viaf@tement d’'un conformeére

a un autre lors d’excitations vibroniques verségion 6 de I'étatt—1*. Cela pose le probleme
de savoir si des conformations pourraient demeurewvisibles » dans les spectres IR2P-1C
réalisés a l'origine de la transitior->T1t*. Pour répondre a cette question, nous appliquedams

le Chapitre 5 les techniques spectroscopiques ta&lscen conformation déja présentées, a

I'étude des mécanismes de relaxation électronigu&thtTtre.
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Chapitre 5

Dynamique de relaxation de I'énergie
électronique d’'un chromophore aromatique dans

de courtes chaines peptidiques

Dans la nature, les protéines sont quotidiennersentnises a des rayonnements UV
capables d’exciter électroniquement les chromoghoegomatiques des acides aminés
phénylalanine, tryptophane et tyrosine. Or, I'apson d’un photon UV par une protéine peut
étre le point de départ de réactions photochimiguesentraineront une dégradation de cette
derniere. L’existence de mécanismes de relaxation-radiatifs efficaces est alors d'une
importance cruciale pour assurer leur photostabilit, 2, 3]. L'étude de ces mécanismes
nécessite une étroite collaboration entre expéei€nesures de fluorescence, méthodes pompe-
sonde) et théorie (calcul des états excités avecnuethodes de chimie quantique), qui est
cependant difficile a mener sur des systemes ajesi que des protéines. Des informations
précieuses peuvent alors étre obtenues a tradtusl€ de peptides modéles [2, 4, 5, 6, 7]. Nous
avons en particulier montré dans le chapitre prétedue la spectroscopie en phase gazeuse
permettait de caractériser et d’étudier sélectivenhes structures d’'un peptide modele. Nous
allons mettre a profit cette sélectivité dans cepine pour traiter de la relation entre

conformation et dynamique de relaxation.

Cette approche expérimentale a déja été utilisée gtudier les mécanismes de relaxation
de plusieurs acides aminés aromatiques protoné&s [&), 11] et a notamment permis de révéler
des dynamiques femtoseconde dans le cas du trygtepbrotoné [12]. Parallelement, grace a
des outils théoriques de plus en plus perfectignhasété possible de préciser la nature des états
excités et des éventuelles intersections conigmgdiqués dans ces meécanismes [13, 14, 15].

Ainsi, les conditions pour une confrontation fruetge des approches expérimentale et théorique
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apparaissent désormais remplies [16]. En ce quieroe les molécules neutres, un mécanisme
de relaxation non-radiatif a été proposé par Shermaesl. a partir de calculs réalisés sur des
peptides naturels ou protégés, contenant un acomeéaryptophane (Ac-Trp-NHMe [17], Trp-
Gly [18]) ou phénylalanine (Ac-Ala-Phe-NH19], Gly-Phe-Ala [20]). Méme ¢s'il fait I'objet
d’'une promotion remarquée [16], on peut cependatdrmgue, ce mécanisme faisant intervenir
un transfert d’'un atome d’hydrogene le long d’'urm@sbn hydrogeéne £ son applicabilité est

limité aux conformations en cougle

L'objectif de cette étude a été de tirer profit ldecaractérisation des structures des
conformeéres de Ac-Phe-NHéalisée dans des travaux précédents, afin d'edsEinfluence du
changement de I'environnement proche du chromopBarela dynamique de relaxation du
premier état excitért. Nous avons cherché a déterminer les mécanisneeselhxation
intervenant dans ce systeme modéle en s’appuyaning&icomparaison entre des résultats de
calculs de chimie quantique et des données expétates variées (effet de la deutération, de la
méthylation). Les progres effectués sur cette nubdésimple nous ont ensuite amené a nous
intéresser a des systéemes de plus en plus complerssa-dire des peptides de plus grande

taille ainsi qu’'a des espéeces microsolvatées.

5.1 Effet de l'environnement du chromophore: exemp le de la
phénylalanine protégéee

Une mesure préliminaire de la durée de vie du @eétat excitatrt des conformeres

et C de Ac-Phe-NH a été réalisée en 2005 par Chiral, grace a des expériences de déclin de
fluorescence [21]. Des durées de vie de 62 + 2 A2 e 2 ns avaient respectivement été trouvees
pour ces deux conforméres a l'origine de la tramsitt—1*. En revanche, la durée de vie du
conformereB n’avait pas pu étre enregistrée car aucune flgeree provenant de celui-ci
n'avait pu étre détectée. Nous avons réalisé aemuees expériences durant cette thése : une
meilleure sensibilité a cette fois permis de déteoh signal de fluorescence di au conforniere
mais d’intensité trop faible par rapporfaet C pour pouvoir en déduire la durée de vie de I'état

excitértrt de ce conformere.

Les durées de vie de l'état excitgt des conforméres de la molécule Ac-PhesNH
peuvent étre comparées a celle obtenue pour lerteJue chromophore de la phénylalanine dans

le proche UV. Des durées de vie de I'atat du toluene, isolé en détente supersonique, @nt ét
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enregistrés par Lawranaet al. par des mesures de déclin de fluorescence, pdidredites
transitions vibroniques vers cet état [22] . undewa de 86,4 +0,7 ns a été obtenue aprés
excitation a l'origine de la transitiom—1* dans ces expériences. De plus, les rendements
guantiques de différentes voies de relaxation d&atnrt du toluene ont été déterminés par
Burtonet al[23] par comparaison avec les valeurs déja obtepoesle benzéne. lls ont obtenu
une valeur de 0,30 £ 0,07 pour le rendement quaatite fluorescence du toluéne en comparant
I'intensité de I'émission de fluorescence de cenieret du benzene et ont ensuite estimé la
valeur du rendement quantique de conversion ingggye (CIS) vers I'état triplet a 0,72 £ 0,01
en utilisant la méthode de Cundall [24, 25], un¢hmée de transfert d’état triplet vers une espece
intermédiaire (ici lecis-but-2-ene). Le rendement quantique de conversidersysteme du
toluene a également été calculé par D@ttal. [26] en utilisant une méthode pompe-sonde pour
mesurer I'évolution de la population du premiett étagulet et triplet en fonction du temps. Une
valeur de 0,64 + 0,05 a alors été obtenue. On pmuarquer que la somme des rendements
guantiques de fluorescence et de croisement irstiEnsye est tres proche de 1. Par conséquent, on
peut considérer que ce sont les deux seules veieslakation du toluéne et que les processus de
conversion interne sont négligeables. Les duréaseddes processus de fluorescengg,) et de

croisement intersystemec(s) peuvent donc étre estimées d’apres les équationantes :

r r
T = g"'exp ~290ns  (Eq.5.1) Tes = ;”"“exp =125ns (EqQ. 5.2)
CIS

fluo

avec T, exp = 86,4 NS, la durée de vie expérimentale de Iétatirée de la Réf. [22]

@50 et Pgis les rendements quantiques de fluorescence ebeprent intersystéme tirés
de la Réf. [23], respectivement pris égaux a 0t3N#0.

Les différences observées entre les trois confasnde Ac-Phe-Nklet avec le toluene
signifient donc que d'autres mécanismes de relaxathon-radiatifs, dépendants de la
conformation, entrent possiblement en compétitmsdue le chromophore aromatique est situé
sur la chaine latérale d'un acide aminé. Un effebfarmationnel similaire a celui de
Ac-Phe-NH a été reporté pour la phénylalanine naturelle fid-BH) avec des durées de vie du
premier état excit@rrt variant de 20-30 ns a environ 90 ns selon ledaramations [27, 28] et
avait été attribué soit a 'augmentation de la pholité du croisement inter-systéme dans une

conformation [27], soit a un couplage de I'état avec un état e [28].

Dans le but de déterminer les mécanismes de telaxaon-radiatifs de I'étatrrt de la

phénylalanine protégée, nous avons complété letegtde déclin de fluorescence par (i) des

- 165 -



Chapitre 5

expériences pompe-sonde d’'IR2P-2C, dans le donm@ineseconde pour tous les conformeres et
dans le domaine picoseconde pour le conforrBéeet (ii) des études des effets de la deutération

et de la méthylation du groupement Nidrminal sur les dynamiques de relaxation.

5.1.1 Données expérimentales

5.1.1.a Dynamiques de relaxation des conformerespdePhe-NH;

Les déclins de population du premier état exmit® aprés excitation a l'origine de la

transition(og) ou dans la région de la transition vibronicgg, ont eété enregistrés par IR2P-2C

dans le domaine nanoseconde au LFP (Saclay) psutrdes conformeres de Ac-Phe-BH
(Figure 5.1). Une expérience d’IR2P-2C dans le doenpicoseconde a également été réalisée au
CLUPS (Orsay) dans le but de déterminer la durédelde I'état excité du conforméBapres
excitation a l'origine. Les durées de vie des é&dsités ont ensuite été calculées en ajustant
manuellement une fonctidn(t) aux déclins de population expérimentauxJ ) correspond au
produit de convolution d’une fonction d’appareilt)Cét d’un déclin monoexponentiel avec une
durée de via (Eqg. 5.3).

Mn (t)ifex;{—?j C(t - x)dx (Eq. 5.3)

L’allure temporelle des impulsions des lasers sgoondes a été déterminée
précédemment [29] et peut étre assimilée a undifongaussienne de 10 ps de largeur a mi-
hauteur. Dans le régime picoseconde, la foncticapmhireil Gs utilisée a été la fonction

suivante :

1

cosh (tj
L

avec L =15 ps, un parametre lié a la largeur tegijgode la fonction d’appareil. Le meilleur

C,(t)= (Eq. 5.4)

ajustement de la fonctiof(t) au déclin du signal pompe-sonde picoseconde alétenu pour
une durée de vie du conformé@ede 1,5 ns + 0,3 ns, soit une valeur 20 a 40 fdé&rieure a celle

qui avait été mesurée pour les autres conformenedgs mesures de fluorescence. La dynamique
rapide du conformer® permet donc de comprendre pourquoi aucun signdludeescence
n'avait été détecté pour ce dernier : son rendemeantique de fluorescence est beaucoup plus
faible d0 & des mécanismes non-radiatifs plusafés que dans les conforméfesu C.
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La durée de vie du conformedBeobtenue d’apres les expériences en régime picndecd
ensuite été utilisée pour déterminer la fonctioapgareil des expériences dans le domaine
nanoseconde. En effet, comme cette durée de vi@wsstourte que la durée des impulsions des
lasers nanoseconde (~ 10 ns), le signal pompe-sdedBd dans ce domaine temporel est
essentiellement dominé par la fonction d’apparei Ce résultat de I'ajustement a conduit a

I'expression suivante de,&

C.ut)= : (Eq. 5.5)

aveclLi=4nsetl;=13ns.

Le fait de pouvoir observer par mesure de fluease un signal résonant pour les trois
conformeres de Ac-Phe-NHainsi que des durées de vie de I'état excitécdaforméeresA etC
proche de celles obtenues par la méthode pompesfhableau 5.1), démontre que cette
derniere technique sonde bien la durée de viedtigt 1ttt originellement excité. Des expériences
ont egalement été réalisées en excitant vibronigaéma phénylalanine protégee (transitigi)
et ont donné des résultats similaires a celles witewla 'origine de la transition, y compris la
durée de vie courte du conform@éFigure 5.1). Un excés d'énergie d’environ 500'aians ce

mode de vibration n’a donc pas d’effet sur la dyigau® de relaxation de I'étatrt.

Région 0] Région 6b,
ey ety
Ac-Phe-NH, A
i A A B
| ll. ! !
- o i Al o A
LU I B T I R B B IR EN A B A N A
37500 37600 37700 37800 37900 38000 38100 38200
Nombre d 'onde (cm")
A(0) B (0;) c (0°)
L 1=35+3ns

t=70+3ns
0 05 1
3 J t=15+03ns

0 100 200 300 0100 200 300 "0 100 200 300

A (6b]) B (6b;)
t=T71t4ns t=10x£05ns

M

07100 200 300 0100 200 300
Délai pompe-sonde (ns)

Fig. 5.1 —(haut) Spectre d'excitation UV de Ac-Phe-Ndregistré dans le domaine de la premiére

transition 7/~ 7# du cycle aromatique (origine de la transitiontetnsition vibronique 6). (bas) Déclins

de population des conformér@sB etC de Ac-Phe-NH(trait plein, noir) dans le domaine ns et ps
(encart du graphe dB 0y°) avec leur meilleur ajustement (tiret, rouge).
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5.1.1.b Effet de la deutération

Les expériences IR2P-2C en régime picosecondemomiré que la durée de vie du
conforméreB était 20 fois plus faible que celle du conform€reDr, la seule différence entre ces
deux structures réside dans I'orientation de larehéatérale aromatique, qui permet la formation
d’'une interaction NH1 dansB et pas dan<C. Nous avons donc cherché a savoir si cette
interaction particuliere pouvait étre I'origine kedynamique rapide observée pour le conformére
B. Un moyen pour cela est de remplacer 'atome d’'bgeine du groupement NH par un atome
de deutérium. En effet, si le mécanisme de relaraton-radiatif dominant dars nécessite une
distorsion de cette liaison N-H pour se produitersala substitution par un isotope plus lourd
devrait provoquer une augmentation de la durédaldesI'étatrit. Un facteur 15 a par exemple
été observé entre les durées de vie de ligtaide différents isotopologues du phénol (durées de
vie comprises entre ~2 et 30 ns) [30] et a aingnEede proposer un mécanisme de relaxation
non-radiatif passant par I'élongation d’une liaiso+H [13]. De plus, nous avons montré dans le
chapitre précédent qu’il était possible d’excitétestivement les différents isotopoméres des
conformeres Ac-Phe-NH(Figure 4.3), ce qui pourra permettre de différengar IR2P-2C

I'effet de la deutération en des sites précis.

Isotopologues Méthodes A B C
dy NH/NH, IR2P ps/ns 70+3 1,5+0,3 35+3
Fluo 69 +3 - 38+4

d; NH/NHD IR2P ns - <3 -
ND/NH, IR2P ns - <3 -

d; NH/ND, IR2P ns - <3 -
ND/NHD IR2P ns - <3 -

ds ND/ND, IR2P ns 78+4 <3 44 £ 4

Tab. 5.1 -Durées de vie du premier état excité# des conforméreé, B etC de Ac-Phe-Nk
enregistrés a l'origine de la transitiorr— 7. La durée de vie de I'isotopologug du conformerd a été
mesurée par des expériences en régime picosecoesleurées de vie obtenues par mesures de
fluorescence indiquées dans le tableau sont cglleent été acquises pendant cette these, ce gligag
le Iéger écart avec les valeurs de la R21].

D0 a la faible sélectivité entre les trois isotogoes des isotopologues dt ¢ des

conforméredA et C de Ac-Phe-NH, seules les durées de vies de I'état des isotopologuesyd
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et &5 ont été mesurées et un faible effet de la dei@ratété observé (Tableau 5.1). Des mesures
ont également été réalisées sur les isotopologuadformereB par IR2P-2C dans le régime
nanoseconde (Figure 5.2). En effet, la largeur tsplecplus importante des lasers picoseconde
n‘aurait pas permis de résoudre le doublet & 37e6BY 615 cil et donc de faire la distinction
entre les effets d'une deutération d’'un groupenight ou d’'un groupement NH Aucune
augmentation de la largeur a mi-hauteur du sigoatge-sonde n’a pu étre mise en évidence
pour les isotopologues dB, la durée de vie de leur état exci@t est inférieure a 3 ns.
Finalement, comme aucun effet significatif de latdeation n’a été observé, il est peu probable
gue des distorsions des liaisons N-H soient imgkgudans les mécanismes de relaxation de ce
systeme et une autre explication doit étre trouvée dynamique particuliere du conform@&e

La piste suivante est alors de comparer les duléegie de Ac-Phe-NHet Ac-Phe-NHMe.
Comme les structures des conformeres de ces delécutes sont trés proches, il est alors
possible de déterminer si des distorsions de lanslecliaison peptidique interviennent dans les

mécanismes de relaxation.

Interaction NH-rt :
t=1,5ns —d, (NH/NH,)
—d, (NH/NHD)
——d, (NH/ND.,)
Interaction ND-r :
d, (ND/NH,)
—d, (ND/NHD)
—d, (ND/ND2)

-10 0 10 20 30 40 50
Délai pompe-sonde (ns)

Fig 5.2 —Déclins des signaux pompe-sonde (traits pleins)isi®opologues du conforméBede
Ac-Phe-NH et produits de convolutiof¥(t) de la fonction d’appareil £t) avec une exponentielle
décroissante de durée de vie 1,5 ns (tirets, ratiB,0 ns (tirets, gris).

5.1.1.c Effet de la méthylation du groupement higrminal

Les déclins des signaux pompe-sonde des confosnferedB et C de Ac-Phe-Nh
enregistrés a l'origine de la premiére transitieat*, sont comparés a ceux des conformeres de

Ac-Phe-NHMe dans la Figure 5.3. On peut remarquerl@mplitude de I'effet de la méthylation
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sur la durée de vie de I'état excitdt est différente pour les trois conforméres : laédude vie
de I'état excité du conformér@d de chaque molécule est identique tandis que celéess

conformere<C etB augmentent respectivement d’un facteur 1,8 efpd@sda méthylation.

Ac-Phe-NH,: Ac-Phe-NHMe :
— Expérience — Expérience
..... Modeéle =+ Modele
A _ B C
©(NH,)=70+3ns t(NH,)=1,5+£0,3ns ©(NH,)=35+3ns
1(NHMe) = 67 + 3 ns 1(NHMe) =48 + 3 ns t(NHMe) =62 £ 3 ns

0 100 200 300 0 100 200 300 0 100 200 30
Délai pompe-sonde (ns)

Fig. 5.3 —Déclins des signaux pompe-sonde enregistrés agies de la premiere transitiorr— 7 des
conformered, B etC de Ac-Phe-NKet Ac-Phe-NHMe.

En conclusion, les valeurs obtenues pour les duléese du premier état excitét des
phénylalanines protégées peuvent étre rationnaldéda facon suivante : (i) les durées de vie de
I'état excité des conforméres étant proches de celle du toluéne (86,4 ns), ann pepposer
gu’elles sont également principalement limitéesyracroisement intersysteme et (ii) les durées
de vie plus courtes obtenues pour les conform&est C signifient probablement qu’une
nouvelle voie de relaxation non-radiative peut étrgoruntée dans ces structures, dans laquelle le
groupement Nkl terminal joue un rdle particulier. Nous allons daens la suite essayer de
caractériser celle-ci en déterminant les mécanisteaglaxation non-radiatifs susceptibles de se
produire dans ces systémes. Pour pouvoir compeaseddnnées expérimentales obtenues aux
résultats théoriques, il est possible d'estimeduaée de vie de la nouvelle voir de relaxation
(Thouveau mécanispe€N SUpposant que les autres processus (fluomsetriconversion intersysteme)
possedent la méme efficacité que pour le tolueaequi sera justifié en détail dans la partie

suivante :

CH 1 S (Eq. 5.6)
T T

T

toluene nouveaumécanisme TIT* ,exp

avec Tyuenela durée de vie expérimentale du toluéne tireadedf. [22]

T, exp €S durées de vies expérimentale de I'aitdes phénylalanines protégées
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Les durées de ViBouveau mecanismCalculées d’apres I'équation 5.6 pour les confoesA,
B etC de Ac-Phe-NH et Ac-Phe-NHMe sont rassemblées dans le Tabl@asbla durée de vie
légerement plus faible des conformefegar rapport au toluene était due a la présenceed’u
nouvelle voie de relaxation, celle-ci serait toatefoeaucoup moins efficace que le croisement
intersystéme dont la durée de vie a été estimépvaioa 125 ns. Dans le conformeR de
Ac-Phe-NHMe ces deux processus auraient a peu lpréséme efficacité. Finalement, le
nouveau meécanisme est le processus majoritaireldaekxation de I'étatrrt des conforméres
B etC de Ac-Phe-NH

Durées de vie (ns)
Molécules A B C

Ac-Phe-NH Thouveau mécanisme 390 £90 1,5+0,3 50+8

Trrr, exp 70 £3 15+0,3 35+3

AC-Phe-NHMe Tnouveau mécanisme 310 + 60 110 * 15 225 * 39

Tt exp 67 +3 48 +3 62 +3

Tab. 5.2 —Estimation de la durée de vie des nouvelles \@ga®laxation (gras) identifiées dans les
conforméres des phénylalanines protégées, calcliégmes la durée de vie de I'étatrr mesurée
expérimentalement a 'origine de la transitian- 77 (italique) et la durée de vie de I'état7¥ du toluéne
tirée de la Réf. [22] (Eq. 5.6).

5.1.2 Alarecherche des mécanismes de relaxation n  on-radiatifs

Les mécanismes de relaxation non-radiatifs peuédre classés en deux catégories
principales, selon la multiplicité de spin des ®télectroniques mis en jeu : si les deux états
électroniques ont la méme multiplicité de spinmiécanisme est appelé conversion interne ; s'ils
ont une multiplicité de spin différente, il s’agiiors d’un processus de croisement intersysteme.
A priori, des transitions de I'état singuleneTene (S1) vers des états triplets se produisent dans
les phénylalanines protégées et les croisememssystemes doivent donc étre considérés parmi
les mécanismes de relaxation possibles. En effet,sent ces transitions qui limitent
principalement la durée de vie de I'étatdd toluéne (86,4 ns a l'origine [22] alors quallaée
de vie radiative de cet état a été estimée a en2i@0 ns [23, 26]). Le croisement intersystéeme
intervient donc aussi sGrement ici dans la relaxatle I'état'TpheTne Mais plusieurs raisons
nous ont amené a abandonner l'idée qu’elle puitserésponsable de I'effet conformationnel

observé dans les phénylalanines protégées et tcufiar de la dynamique rapide du conformeére
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B de Ac-Phe-NH Le processus de croisement intersysteme dépandigalement de deux
facteurs : la constante de couplage spin-orbite egcouvrement des états vibrationnels de I'état
singulet S et triplet T. Or il n'existe pas de relation éuide entre la conformation d’'une
molécule et la constante de couplage spin-orbitgogumettrait d’expliquer une variation aussi
forte des durées de vie de I'étatrt. Des variations des constantes de vitesse desitians S-T
ont déja été observées sur des dérivées du berefenction de la nature de la molécule et de
'excés d’énergie vibrationnelle dans l'état élenigue excité [31]. Elles restent cependant
inférieures a un facteur ~ 2, une valeur bienriatée au facteur ~ 45 observé dans Ac-Phe-NH
entre les conformére& et B. Outre la variation du couplage spin-orbite, udgéhérescence
accidentelle entre I'état;$t un état T aurait également pu étre invoquéetelUnas a déja été
observé pour le pérylene et conduisait a une vamiatun facteur ~ 5 de la durée de vie de I'état
S; [32], une valeur toujours tres inférieure a calleservée pour Ac-Phe-NHDe plus, une
dégénérescence accidentelle ne se produisant gueipales conforméres de Ac-Phe-Nidste
peu probable : I'état triplet du toluéne est saugnviron 9000 cthau-dessous de I'étag 6] et

les phénylalanines protégées sont des moléculgiblés, possédant de nombreux modes de
vibration de basses fréquences ; la densité d'@iatsitionnels de l'état triplet est donc trés
importante au voisinage de I'état vibrationnel famgbntal de I'état S De plus une coincidence
entre états devrait étre fortement dépendante wkaunivibrationnel excité dans I'état, 8e qui
n'est pas compatible avec les observations expétates : la durée de vie de I'état 8u
conformereB de Ac-Phe-NH est aussi courte lorsqu’il est formé dans son étatationnel
fondamental que lorsque la vibration 6b est exdifégure 5.1). Enfin, une étude récente [33] a
permis de démontrer, grace a des études de phsoiditon de molécules possédant un
chromophore toluene (dont I'acide aminé protégéPhe-OMe), que les processus de conversion
interne pouvaient devenir des voies de relaxatios inportantes que le croisement intersysteme
lorsque que le chromophore aromatique était simédaschaine latérale d’'un acide aminé. C’est
pourquoi, dans la suite, le mécanisme de relaxatagmde observé expérimentalement sera
recherché uniquement parmi des mécanismes de cimveinterne (la durée de vie de la

nouvelle voie de relaxation rapide sera donc nodgau lieu denouveau mécanismdans la suite).

Les mécanismes de relaxation rapide des étatseex@urées de vie inférieures ou de
'ordre de la nanoseconde) correspondent le plusesd a des transferts d’énergie entre deux
états excités a travers une intersection coniguegtbur direct a I'état fondamental (conversion
interne $—S) étant généralement beaucoup plus lent. Les n&oasi de conversion interne

entre états excités peuvent étre distingués entitonacdu nombre d'électrons impliqués
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(Figure 5.4) : les mécanismes par transfert degehdont intervenir le mouvement d'un seul

électron entre orbitales moléculaires alors queni&sanismes de transfert d’excitation type
Forster [34] ou Dexter [35] nécessitent I'échangeddux électrons. Il est a noter que, bien que
les mécanismes type Forster et Dexter soient siegslaen apparence, ils possédent des

caractéristiques tres différentes :

________
. ~

1. 2 |
W/ \:
(@ —
N (ol N il
I [ ¥ I [ ¥
Chromophore Chromophore Chromophore Chromophore
1 2 1 2
Transfert de charge
+ — i
b)
(A o il N
! Rz v |
Chromophore Chromophore Chromophore Chromophore
1 2 1 2
Transfert d ’énergie de type Forster
ak 2 |
Wi \:
(€ VT —
N (K t i\
! N7 v |
Chromophore Chromophore Chromophore Chromophore
1 2 1 2

Transfert d ’énergie de type Dexter

Fig. 5.4 —Schéma des mécanismes de relaxation non-radpifsonversion interne : (a) mécanisme par
transfert de charge, (b) mécanisme de type FOrttér) mécanisme de type Dexter.

- Le transfert d’excitation de type Forster est umeraction dipole-dipdle entre deux
chromophores, la probabilité de ce transfert egpgntionnelle a la force d’oscillateur
des deux transitions électroniques mises en jearé en 1/ avec la distance entre
les deux chromophores. Il peut se produire pourdistances entre chromophores
comprises entre 1 et 10 nm [36, 37].

- Le transfert d’excitation de type Dexter corresp@ndn double échange d’électrons

entre des orbitales des deux chromophores [35]c&aequent, ce transfert nécessite
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un recouvrement entre ces orbitales moléculairesqu n’'est possible qu’a tres
courtes distances (typiquement inférieures a ~ )L i probabilité de ce type de

transfert décroit exponentiellement avec la distardre les deux chromophores.

Une stratégie, détaillée dans la Partie 2.3.2 dapfire 2, a été adoptée dans le but de
caractériser plus finement les mécanismes de i@axapar conversion interne des
phénylalanines protégées. Cette stratégie, réadis@mllaboration avec le groupe de N. Doali
I'Institut Ruder BoSkové de Zagreb, consiste dans un premier temps a fideréis coordonnées
de réaction conduisant a des relaxations de ligt&ta partir de trajectoires de dynamique non
adiabatique utilisant de la TDDFT (Figure 5.5).

(a)

7 Energie totale 7

6], 6 .
S5 <5
@
24 2y
@ 2
D3 23
e 2 e 2
LU L

1 1

0 0

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 300
Temps (fs) Temps (fs)

Fig. 5.5 —Exemples de trajectoires de dynamique non adigbat{TDDFT : PBEO/cc-pVDZ)

représentant I'évolution en fonction du temps desrges de I'état électronique fondamental et des
quatre premiers états excités du conforni@me Ac-Phe-NHk L’état électronique occupé dans la
trajectoire est indiqué par des points rouges. éesarts montrent la différence de densité électroai
entre le premier état excité Rt I'état fondamental ¢bdans la géométrie de I'état.S.es zones de

I'espace ou la densité électronique est plus ingu# (plus faible) qu’a I'état fondamental sont

représentées en bleu (rouge). (a) lllustration dkcemisme | (voir plus bas) : une transition estestiée
a environ 150 fs, entre I'état7* et un état a transfert de charge (transfert daten depuis la chaine
principale vers le cycle aromatique). (b) lllusiat du mécanisme Il : un transfert d’énergie seduib a

environ 60 fs, depuis le cycle aromatique verselzoade liaison peptidique (transition entre un état

Thhe/Bné" €t UN état g, 7£0").

Les énergies de I'état fondamental et des prengiats excités sont ensuite calculées le
long de ces coordonnées de réaction. L’exploitatd®s trajectoires de dynamique non
adiabatique a permis l'identification de plusienngécanismes de relaxation non-radiatifs. Ces
mécanismes ont en commun de faire apparaitre chdeum intersections coniques: une

premiere entre I'état excitért et un état électronique excité intermédiaire ret deuxiéme entre
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cet état intermédiaire et I'état fondamental (Fegbir6). lls different cependant entre eux par la
nature de I'état excité intermédiaire et des coondes de réaction menant aux intersections
coniques. Ces deux différences seront donc utdis@as la suite pour nommer les mécanismes :
la nature de I'état excité intermédiaire sera défar un chiffre romain (I, Il, Ill) et, pour un
méme état électronique intermédiaire, les diff@smoordonnées seront indiquées par des lettres
dea af (Tableau 5.3). Les mécanismes étant similaires fmudifférents conforméres, seuls

ceux du conformérB de Ac-Phe-NH seront représentés par la suite, les autres seaas dans

'Annexe C .
ere € A
Mécanismes 1°" coord. de Etat 2° coord. de Conformeres
réaction intermédiaire réaction concernés
| Elongation d’'une (Mot TTe0) Tonc: Transfert d’hydrogéne vers A,B,C
liaison N-H le cycle aromatique
I b
Distorsion de la Nop Tleo™
¢ o pbTeo Elongation de la liaison C-O
d seconde liaison (2° liaison . . A,B,C
o o (2° liaison peptidique)
e peptidique peptidique)
f
Transfert d’hydrogéne le
i a Distorsion de la Nop TG o B,C
o long d’une liaison &
premiére liaison  (1**liaison
b peptidique peptidique) Elongation de la liaison C-O AB.C
c (1°*liaison peptidique)

Tab. 5.3 -Résumé des coordonnées de réaction et des étissarpliqués dans les différents
mécanismes de relaxation. La nomenclature desadelsiest la suivante ynpour une orbitale non liante
localisée sur la chaine principale (« backboners). et 7&0 pour des orbitalesrrespectivement
localisées sur le cycle aromatique et sur une daliblson C=0. Les I° et Z coordonnées de réactions
sont les coordonnées de réaction conduisant resecent a la ¥°et a la Z intersection conique

(Figure 5.6).
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Energie
AQ

autres etats
electroniques

état excité n* excités

état fondamental

Premiéres coordonnées ;| Secondes coordonnées 4

de réaction ’ de réaction

Fig. 5.6 —Représentation schématique des mécanismes datielaron-radiatifs des phénylalanines
protégées, aprés excitation a l'origine de la preraitransitionsz— 7. Les intersections coniques (IC)
sont indiquées par des cercles noirs.

5.1.2.a Nature des états excités de plus bassesyés

Dans la géométrie de I'état fondamental des tamaformeres des phénylalanines
protégées, I'état électronique excité le plus bagmrergie, calculé par la méthode RI-CC2, est
I'état ThneTne (S1) localisé sur le cycle aromatique, dérivé de t'éBy, du benzéne [38]. Les
deux états excités suivants sont des étgtecp*, localisés sur la premiere ou la deuxiéme liaison
peptidique, et correspondant a un transfert d’@ectd’'un doublet non liant d’'un atome
d’oxygene ou d’'un atome d’azote vers une l'orbitalantiliante de la double liaison C=0. Le
quatrieme état excité est un deuxieme &atTene localisé sur le cycle aromatique, analogue

cette fois a I'étatB;, du benzéne.

Pour les trois conformeres, I'optimisation de &étrie de I'état Sau niveau RI-CC2
ne conduit qu'a de légeres déformations de la gémgar rapport a celle de I'état fondamental.
Les caractéristiques principales des conforméergsréictions NHr, liaisons hydrogene &L sont

donc conservées dans le premier état excité.

5.1.2.b Mécanisme |

Le mécanisme | concerne tous les conforméres gbdaylalanine protégée, la premiere
coordonnée de réaction est une élongation d’'uieohaN-H en direction du cycle aromatique.
Les liaisons N-H concernées sont donc celles impkg dans des interactions NHavec le
phényle, ou les plus proches du phényle, c’est@-l#i liaison N-H de la premiére liaison

peptidique pouB et C et de la deuxieme liaison peptidique pdurLes mécanismes de type |,
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dont un exemple (conformem® de Ac-Phe-NH) est représenté dans la Figure 5.7, ont été
calculés de la maniére suivante : une optimisgtantielle a été réalisée a partir de la géométrie
la plus stable de I'étatpheThe, €N augmentant progressivement la longueur diaiton N-H et

en laissant la possibilité a toutes les autresdmorées internes de se relaxer. Cette élongation
provogue une augmentation de I'énergie de I'étatidonental et de I'étatpheTrre €t, a partir
d’une distance de 114 pm pour le confornigrde Ac-Phe-NH, I'apparition d’'un état a transfert
de charge #/Tco) Tere parmi les quatre états excités les plus bas ergém A partir de
116 pm, la proximité des état®neTrne et (n/Tco) T perturbe fortement le processus
d’optimisation partielle, qui ne fournit plus desoftats fiables. Pour des distances plus grandes
entre les deux atomes (d(N-H) > 122 pm), la foncgeeces derniers devient répulsive di a un
changement d’état électroniquEr{dtene® — (Mu/Tico) Tere'). Une optimisation complete de la
géométrie conduit alors a un transfert de protanleicycle aromatique et a une intersection

conigue avec I'état fondamental.

Interpolation  Optimisation
linéaire compléete

Optimisation partielle

";r—’;-r

P

- (G >} _—
e ] m——
¢ :

etat ppeTpne

<
R
=Y
2|
5 etat a transfert de
! Charge (nejrl/'EC{])T!"EDh-\r;.
L G e e
état fondamental 105 110 115 120

Fig. 5.7 —Mécanisme | : Représentation de I'énergie RI-CE2¥DZ de I'état fondamental et des trois
premiers états excités du conform@ree Ac-Phe-NH en fonction de I'élongation de la liaison N-H
impliqguée dans l'interaction avec le phényle. Lesagts indiquent les géométries du peptide protégé

différents moments du mécanisme ainsi que la diffé& de densité électronique entre le premier état
excité et I'état fondamental pour ces géométries. 2ones de I'espace ou la densité électroniquel@st
importante (plus faible) qu’a I'état fondamentahsoeprésentées en bleu (rouge).

Finalement, pour calculer les surfaces d’énergientielle dans la région 116 — 122 pm,
ou les optimisations partielles ont échoué, unerpatiation linéaire de toutes les coordonnées de
la molécule a été réalisée entre la derniére strediable de I'étatrpheTene et la premiére

structure pour laquelle la force entre les atomezate et d’hydrogéne devient répulsive.
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L’interpolation linéaire permet ainsi d’obtenir usérie de géométries intermédiaires entre ces
deux dernieres structures, sans réaliser d’opttioisa avec une méthode de chimie quantique.
Les énergies de I'état fondamental et des quagmiprs états excités sont alors calculées dans
chacune des géométries intermédiaires. Au lielaile &pparaitre une intersection conique claire
entre les états Set S, on peut cependant remarquer que linterpolatiogaire montre une
diminution progressive de la contribution de I'étgTene" a I'état § au profit de I'état a
transfert de charge. Il a toutefois été montré gqu&l minimum entre les énergies des étatstS

S, étaient le signe d’une intersection conique pro@®. La hauteur de la premiere barriére

d’énergie a ainsi pu étre estimée a environ 0,48@y le conformer8 de Ac-Phe-NH

Des calculs similaires ont été effectués sur lesfameresA et C de Ac-Phe-NH
(Annexe C.1). Dans le cas du conformé&egela premiére intersection conique a été démontrée
clairement par un croisement des énergies des ®t&tisS lorsque la distance N-H augmente.
Une barriere de ~0,64 eV a été obtenu pour ce oméf@. Sa valeur plus élevée que celle
trouvée pour le conformem® est bien cohérente avec la plus grande difficd#éréaliser le
transfert de 'atome d’hydrogéne lorsque la distaagec le cycle aromatique augmente et en
'absence d’interaction NHe Pour le conformérd, I'atome d’hydrogene transféré sur le cycle
aromatique provient cette fois du groupement kiminal et la barriere d’énergie a été estimée
a~0,55eV.

L'ordre relatif des barriéres d’énergie des confareB et C de Ac-Phe-NH pour le
mécanisme | est compatible avec la durée de viéramrpntale de I'étatrtt, plus courte pour le
conforméreB que pour le conformér€. Cependant, la premiére coordonnée de réactiaede
mécanisme correspondant principalement a I'élongatdiune liaison N-H, un effet fort sur la
durée de vie de I'étatrt aurait dU étre observé suite a la deutératiocesii-ci se produisait
réellement. Cela suggére par conséquent que leniséoa | n’est pas le mécanisme responsable
de la durée de vie courte de conformBrde Ac-Phe-NH Il n’a donc pas été calculé pour les
conforméres\, B etC de Ac-Phe-NHMe.

5.1.2.c Mécanismes Il

Les mécanismes de type Il correspondent a desféras d’excitation du cycle aromatique
(état TrreTRRe) Vers la deuxieme liaison peptidique (éta, Tco*). Ils concernent les trois
conforméres des phénylalanines protégées. Les @mooégs de réaction conduisant a la premiére

intersection conique sont plus complexes que darmsas du mécanisme |, il s’agit ici d’'une
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distorsion globale de la seconde liaison peptidigiyeamidalisation de I'atome de carbone et de
'atome d'azote, diminution de I'angle O=C-N), celigend le principe d’'une optimisation
partielle plus difficilement applicable. Une stigit différente a donc été adoptée : des minima
énergétiques locaux (Mont été recherchés sur la surface d’énergie petlende I'état g, Tico*,

en réalisant des optimisations complétes de lectstrel a partir de géométries initiales ou la
seconde liaison peptidique a perdu sa planéiténfigéees obtenues soit a partir des simulations
TDDFT, soit par des déformations obtenues « mamonglht »). Les €énergies de ['état
fondamental et des premiers états excités sonitertalculées le long de I'interpolation linéaire
entre le minimum de l'étatmppeTenre (M e) €t 'un des minima de I'état,nTico* trouvés. La
premiére étape des mécanismes Il.b, Il.c, Il.ce dt II.f correspond ainsi & des distorsions
différentes de la seconde liaison peptidique, ctmaoht a des minima distincts sur la surface de
'état ny, Tco*. Par la suite, des lettres identiques pour lexsanismes de relaxation des
conforméres de Ac-Phe-NHet Ac-Phe-NHMe indiquent des déformations iderggules
minima M;, et M. sont par exemple atteints par des déformationddscsymeétriques par
rapport au plan de la seconde liaison peptidigugu(E 5.8). Les hauteurs de barrieres des
premiéres intersections coniques des mécanismds dl. Il.f sont indiquées dans le
Tableau 5.4 pour les trois conformeres de Ac-Phe-MH Ac-Phe-NHMe. Les paramétres
structurels et les géométries des minimums des BtgdTene et ny, Teo*  sont indiqués dans

I’Annexe C.

0 2" fiaison
- peptidique
T

4

Fig. 5.8 —Représentations des géométries de deux minimaxdd , et M, ) de la surface d’énergie
potentielle de I'état excité,n/zc* du conformereB de Ac-Phe-NHMe.
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Interpolation

o Optimisation partielle
lineaire

etat mppeTppe 2
w

état Distorsion de la * 140 150 160 170

fondamental seconde liaison d(Cpe=0) (pm)
peptidique

Fig. 5.9 —Mécanisme Il.b : Représentation de I'énergie RREC-pVDZ de I'état fondamental et des
premiers états excités du conform@ree Ac-Phe-Nklle long de l'interpolation linéaire reliant les
géométries des minima,M et M, puis de I'élongation de la liaisonge=0 de la deuxieme liaison

peptidique. Les notations sont définies dans larélg de la Figure 5.7.

La deuxieme coordonnée de réaction est identique lps mécanismes Il.b a IL.f, il s’agit
de I'élongation de la liaison C-O de la secondesdia peptidique. Le chemin vers la deuxiéme
intersection conique a donc pu étre calculé ensgddl une optimisation partielle (distance C-O
fixée, toutes les autres coordonnées internesslileerelaxer). La liaison C-O, affaiblie par la
population de I'orbitale antilianteco*, ne nécessite quasiment pas d’effort pour étiengée
dans I'état g, Tco*. La seconde intersection conique, avec I'étatdfomental, est ainsi atteinte
pour une distance C-O d’environ 180 pm et est sisggulement 0,19 eV au-dessus du minimum
My dans le cas du conformeRB: de Ac-Phe-NH (Figure 5.9). Ce mécanisme semble donc
suggérer que, grace a une transition entre g et un état pco®, il est possible de
rompre la liaison C-O en apportant ~ 5 eV au systé@ette énergie est a comparer a I'énergie
nécessaire pour rompre la double liaison C=0 direent depuis I'état fondamental, qui est
typiqguement de 7,7 eV (~ 750 kJ - ol Cependant, le fait que I'énergie calculée de¢at’é
fondamental reste tres inférieure a 7 eV lorsquéison C=0 est allongée (courbe bleue de la
Figure 5.9) pose la question de la fiabilité ddsuta CC2 dans ces géométries. L'intérét de ces
calculs était donc avant tout de montrer qu'il taitsau moins une coordonnée de réaction

permettant d’atteindre une intersection coniqueeehdtat nyico* et I'état fondamental, ce qui
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ne signifie pas que d’autres coordonnées de réagii® I'allongement de la liaison C=0 ne

soient également possibles.

5.1.2.d Mécanismes llI

Les mécanismes ou le transfert d’'excitation dep@iat TeheTre® S€ produit vers la
premiéere liaison peptidique sont appelés mécarsistedype Ill. lIs ont été calculés de la méme
fagon que les mécanismes Il, en recherchant desmifM,) sur la surface d’énergie potentielle
de I'état i, Tco* puis en réalisant des interpolations linéairesestes géométries des minima
M+ et My. Des déformations de la premiere liaison peptigjcanalogues a celles observées
dans les mécanismes Il.b et Il.c sur la seconishgpeptidique, conduisent respectivement aux
minima M, et My .. Le retour a I'état fondamental peut ensuite s@fier grace a une
élongation de la liaison C-O de la premiére liaigaptidigue (Annexe C.3). Les hauteurs de
barriere de ces deux mécanismes figurent dansiieda5.4.

Enfin, nous avons également cherché a retrouvec agtte méthode un mécanisme de
relaxation secondaire (c’'est-a-dire intervenanéspa premiere intersection conique) similaire a
celui proposé par Shemeshal, c’est-a-dire ayant pour coordonnées de réactienélongation
de la liaison N-H du groupement Nibu NHMe) terminal, le long d’une liaison hydroge@,
[20]. Pour cela, des optimisations completes dengdoe des conformére8 et C de
Ac-Phe-NH et Ac-Phe-NHMe dans I'étatgrico* ont été réalisées, a partir de structures irggal
proches de celle du minimum de Ac-Trp-NHMe dansat'é« localement excité » (LE) de la
Réf. [17]. Le minimum trouvé par ces optimisati@nété appelé M, et peut étre obtenu a partir
de la géométrie du minimum,M par des distorsions de la premiere liaison pegiili Depuis le
minimum M, 5, I'état fondamental peut ensuite effectivemerg étteint par une élongation de la
liaison N-H de la seconde liaison peptidique : apgmisation compléte de géométrie conduit a
la deuxieme intersection conique deés que la distawdd est supérieure a environ 115 pm
(Figure 5.10). L'’intersection conique avec I'étandamental se situe respectivement 0,15 et
0,25 eV au-dessus des minima;M des conformére® et C de Ac-Phe-NH et est donc
facilement accessible depuis la premiére intesectionique. Une fois retourné dans [I'état
fondamental, les simulations de dynamique non adiigie suggerent un transfert inverse rapide
de I'atome d’hydrogéne (de I'atome d’oxygéne véome d’azote). On peut remarquer que le
mécanisme lll.a présente finalement quelques diffées importantes avec le mécanisme de

Shemeshet al.: (i) il démontre que l'intersection conique aviggtat fondamental peut étre
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atteinte directement a partir d'un état « localeteeité » (I'état R, Tco*), sans faire intervenir

un deuxieme état excité intermédiaire, a transfercharge et (ii) I'élongation de la liaison N-H
n'est ici une coordonnée de réaction pertinente dpes la deuxieme étape du mécanisme de
relaxation, la premiére étant constitué d'une défdion globale de la premiéere liaison
peptidique. Ce dernier point est également la nasaur laguelle les expériences de deutération,
uniqguement sensibles a la durée de vie de I'étdt (premiére étape du mécanisme), ne

permettent pas d’éliminer le mécanisme lll.a.

Interpolation
linéaire
IOptimisation.»L_ Optimisation
partielle i compléte

Interpolation linéaire

-

-
o () o e
-

etat Distorsion de la premiére d(N 1+1_|5 1
fondamental liaison peptidique e (P

Fig. 5.10 —Mécanisme lll.a : Représentation de I'énergie R12icc-pVDZ de I'état fondamental et des
premiers états excités du conform&ree Ac-Phe-Nklle long de 'interpolation linéaire reliant les
géométries des minima,M et M, puis de I'élongation de la liaison N-H impliquérgala liaison

hydrogéne @ Les notations sont définies dans la Iégende diegare 5.7.

5.1.2.e Discussion

Dans tous les mécanismes de conversion interngtdd@ans les parties précédentes
(types I, 1l et Ill), une molécule, initialement ra I'état ThheTeRe", @ besoin de se déformer
légérement pour atteindre une intersection conapex un état excité intermédiaire. Le temps
nécessaire pour sortir de I'étagheTrre dépend donc de deux facteurs : (i) I'accessibitie

I'intersection conique, c’est-a-dire la probabilit&@tteindre la région de la premiére intersection
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conigue pour une énergie vibrationnelle donnéeiigtlg couplage électronique entre I'état

TeheTohe €1 I'état excité intermédiaire.

En premiére approximation, I'accessibilité de tBirsection conique peut étre estimée
d’apres la hauteur des barrieres d’énergie parorapgu minimum de |'étatppeTens. Ces
valeurs, calculées pour les conformatidn® etC de Ac-Phe-NH et Ac-Phe-NHMe, et pour les
mécanismes |, Il et lll, sont rassemblées dansdblebu 5.4. Quelques précautions doivent
néanmoins étre prises avant de comparer les hauteubarrieres des différents mécanismes. |l
est utile en particulier de rappeler gu'au voismade la premiere intersection conique les
énergies des états excités ont été calculées Bsard¢ades interpolations linéaires. Ces dernieres
peuvent donc ne pas correspondre exactement auircldammoindre énergie conduisant a
l'intersection conique. Par conséquent, les valaaisulées doivent plutbt étre considérées
comme des limites supérieures des hauteurs deigrearrDe plus, les hauteurs de barriere ne
fournissent pas d’information directe sur I'énergigrationnelle réellement disponible dans I'état
TITE pour atteindre I'intersection conique. Les mesutle durées de vie sont réalisées a l'origine
de la transitionre—>T1* du chromophore aromatique, I'énergie vibratiohmedbtale dans I'état
ThheTrhe® €St donc toujours égale a I'énergie vibrationmeall point zéro (ZPE). Cependant, la
guantité d’énergie vibrationnelle a prendre en demgans le calcul de la probabilité d’atteindre
la région de la premiere intersection conique estjuement la fraction de celle-ci qui est
contenue dans les modes de déformation conduisastcette région. L’énergie contenue dans
les autres modes de vibration n’intervient pas. @entes coordonnées de réaction varient en
fonction des mécanismes considérés, cela signifie lgs modes de vibrations pertinents
changent également d’'un mécanisme a un autre, taedonc de méme pour la fraction de

I'énergie vibrationnelle contenue dans ces modes.

De maniére générale, les hauteurs de barriere wigesont relativement basses et proches
les unes des autres. Elles appartiennent quasitoet#s a un intervalle compris entre 0,2 et
0,5 eV. En comparant les hauteurs de barrieresiléals pour Ac-Phe-Nj1on peut remarquer
gue les valeurs les plus élevées sont trouvéesl@onécanisme | ; elles sont situées pour chaque
conformére environ 0,2 eV au-dessus de celles digesamécanismes. Le mécanisme | ne peut
toutefois pas étre éliminé sur ce seul critereg@tayue, et ce pour plusieurs raisons :

1) Il faut prendre en compte le fait que la premiesmrdonnée de réaction du

mécanisme | (élongation d’une liaison N-H) est faméntalement différente de celles

des mécanismes Il et Il (respectivement des digins de la deuxieme et de la premiére

liaison peptidique). La vibration d’élongation daifiaison N-H posséde une fréquence
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d’environ 3500 cril, on peut donc estimer I'énergie vibrationnellepdisible pour
atteindre I'intersection conique & ~ 0,22 eV (1¢60"). A I'opposé, les distorsions des
mécanismes |l et Il font appel a des modes dedsaséquences de la chaine principale
(quelques centaines de &nLeurs hauteurs de barriére sont donc plus bassas ils
disposent également de moins d’énergie pour lesiiia

2) Comme la premiere coordonnée de réaction du méuanis correspond au
déplacement d’'un atome d’hydrogene, un franchiseenge la barriere d’énergie
potentielle de la premiére intersection coniquegdtat tunnel est possible. Ce qui n’est
pas le cas dans les mécanismes Il et lll, ou lesnig@res coordonnées de réaction

contiennent des mouvements d’atomes plus lourd®(Gl).

Hauteurs des barriéres d’énergie (eV)

Conf | b e I.d e If lla Nb 1l .c Tor (ns)

~ A 055 032 057 @ @® © ® 0,25 0,28 390+90
E B 048 022 035 019 025 029 036 0,26 023 15+03
E cC o064 039 025 © © O 051 032 0,30 598

g A @ 045 058 ©@ © O ® 0,28 030 310+60
% B @ 0,32 033 024 025 032 037 026 024 110+15
2

E C @ 043 028 ©@ © O 047 0,32 0,32 225+39

Tab. 5.4 -Hauteurs des barriéres d’énergie calculées (RI-€CDVDZ) des premiéres intersections
coniques des mécanismes |, Il et lll (en eV) eééside vies estimées (en ns) du processus de sionver
interne (Tableau 5.2) a 'origine de la transitign- 77 des conforméreé, B etC de Ac-Phe-NHet
Ac-Phe-NHMe. (a) Mécanisme non compatible averdedtats des expériences sur les molécules
deutérés et non calculé pour Ac-Phe-NHMe (cf. JgkieMécanisme impossible pour le conformére
car il nécessite une liaison hydrogéng (€) Calculs en cours. Les énergies relativesrdiggmums My,
a M, s par rapport a I'énergie du minimum M sont inclues dans le Tableau C.2.2 de I'’Annexe C.

C’est donc la comparaison a I'expérience et I'absatieffets signicatifs de la deutération

des groupements NH sur les durées de vie de l@&tttdu conformereB de Ac-Phe-NH

(Figure 5.2) qui permettent d’affirmer que le mésare | n'est pas le mécanisme de relaxation

responsable de la dynamique rapide de ce dernmepe@t donc en déduire que le mécanisme de

relaxation rapide est un mécanisme de transfexcdaion vers une des liaisons peptidiques (Il
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ou ). Il n’est cependant pas possible de déteemguelle est la liaison impliquée (la premiere
ou la deuxieme) a partir des seules données expétahes obtenues sur Ac-Phe-Nt4r tous les

autres mécanismes (types Il et types lll) ont dastdurs de barriére relativement proches,
comparées aux incertitudes de la méthode théoequaoyée (~ 0,1 eV en valeur absolue, une

erreur relative moindre peut étre attendue en coampaeux conforméres d’'une molécule).

Toutefois, des informations complémentaires peuéére tirées de la comparaison des
données expérimentales obtenues sur Ac-PhgédttAc-Phe-NHMe. Les durées de vig des
conformere® et C sont plus élevées dans Ac-Phe-NHMe que dans Ad\Phgrespectivement
d’un facteur ~ 70 et ~ 4). On peut donc s’atteradiee que la hauteur de barriere du mécanisme
recherché soit également plus élevée dans I'espethylée. Or, on peut remarquer dans le
Tableau 5.4 que seuls deux mécanismes correspaaidette description : les mécanismes Il.b et
Il.d, pour lesquels la hauteur de la barriere dofmanereB augmente respectivement de 45 et
32 % apres méthylation. Dans tous les autres m&oasi de types Il et Il calculés, la variation
de la hauteur de la barriére est inférieure a % pe conformére. Les deux mécanismes Il.b et
Il.d sont également ceux qui ont les barriereples basses (respectivement 0,22 et 0,19 eV), ce
qui en fait les meilleurs candidats a la relaxatrapide du conformer® de Ac-Phe-NH
Finalement, il est possible de proposer I'attribntsuivante des mécanismes de relaxation de
I'état ThheThe' des phénylalanines protégées :

- La durée du vie courte de I'étapnTrre conforméreB de Ac-Phe-NH est due a un
transfert d’excitation du cycle aromatique vers daconde liaison peptidique
(mécanisme Il.b et/ou I1.d).

- Les durées de vie longues des conformékesie Ac-Phe-NH et A et C de
Ac-Phe-NHMe sont principalement limitées par unisgment intersysteme vers un
état triplet.

- Une compétition entre les deux précédentes voiggldgation interviennent dans les
conforméres a durée de vie intermédia@elé Ac-Phe-NHetB de Ac-Phe-NHMe).

L’attribution précédente a été réalisée en se bhasaguement sur la valeur des hauteurs
de barriéres d’énergie. Ce raisonnement présemendant I'inconvénient de ne pas proposer
d’explication au fait que le mécanisme Ill ne s®duise pas, alors que les barrieres des
mécanismes lll.b et lll.c sont trées proches deeselies mécanismes Il.b et 1l.d. On peut

egalement se demander si 'augmentation de la hadke la barriere du conformeRe entre
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Ac-Phe-NH et Ac-Phe-NHMe (0,1 et 0,06 eV respectivement gesrmécanismes 1l.b et Il.d)
suffit a justifier 'augmentation d’'un facteur 3G da durée de vie de l'étattt observee
expérimentalement. Pour essayer de répondre ausstians, nous avons cherché a visualiser
d'une facon légerement différente I'accessibilité l& premiére intersection conique depuis
I'état trt. Pour cela, les coordonnées de réaction condussaa premiére intersection conique
des différents mécanismes de relaxation ont éténdgasées sur la base des modes normaux de
vibrations de chaque conformeére, dans I'état L'énergie nécessairg; qui doit étre contenue
dans le mode de vibratiorpour atteindre l'intersection conique peut aldre &@stimée d’aprés

I'expression suivante :
_ 1 5.2
V. _Ew' Q (Eq. 5.4)

avec w la fréquence de vibration du modgen $)

Q la projection de la coordonnée de réaction comdhtis la premiére intersection
conique sur les coordonnées des modes de vibdgios I'étattrt (en m- kg*?).

Les peptides protégés étant excités a lorigine laetransition 1%, I'énergie
vibrationnelle initialement contenue dans chaqueleneest égale a I'énergie vibrationnelle du
point zéro ZPE =haw/ 2). En comparant, pour chaque mode, la valediédergieV; a celle de
la ZPE, il devient alors possible d’identifier quelledakénations sont nécessaires pour accéder a
I'intersection conique : ce sont celles qui posséde rapporVi/ZPE élevé. Ces rapports ont été
tracés pour différents mécanismes de relaxation cdoformere B de Ac-Phe-NH et
Ac-Phe-NHMe dans la Figure 5.11. Cette représamtagiermet de mettre en évidence une
différence importante entre les mécanismes Il..d Bt lll.c dans Ac-Phe-NiH On peut
remarquer directement que dans les deux premieranigines la ZPE est suffisante pour
atteindre la premiére intersection conigWg4PE < 1 pour tous les modéf alors que dans le
mécanisme lll.c deux modes & 93 et 1687 ont limitants. Ces deux modes correspondent &
des déformations de la premiere liaison peptididaepremier est une torsion autour de la liaison
N-C, (angle diedreg), le second est une élongation de la double lei€sO. Malgré des
hauteurs de barriére trés proches (respectivem2at 0,19 et 0,23 eV pour Il.b, Il.d et lll.c), la
premiére intersection conique est donc beaucoumsrmicessible dans le mécanisme lll.c que

dans les deux autres, ce qui confirme I'attribupo&cédemment réalisée.
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Comme le laissaient prévoir les barrieres plusége calculées pour le conform&ale
Ac-Phe-NHMe, plus de modes de vibration ont depa#p Vi/ZPE proches de 1 dans cette
molécule (Figure 5.11). L'accessibilité de l'intecsion conique est par conséquent plus faible, ce
qui est cohérent avec les durées de vie de liétaplus longues mesurées expérimentalement.
Dans le cas du mécanisme Il.b, trois modes préseméme des valeurs supérieures a 1, ce qui

suggere que ce mécanisme est légerement moingfdeaue le mécanisme Il.d.

E E
............... -V, V, : énergie nécessaire pour
atteindre l'intersection
/[ZPE conique
‘= T > ZPE; : énergie vibrationnelle
Qi V! ZPE; > 1 9 contenue dans le mode i
Intersection conique Mode limitant
accessible l'accessibilité
Wi 3-' Ac-Phe-NH, (B) - Méc. Il.b '-3
5] c-Phe-NH, (B) - Méc. Il [ >
(a) N 4 L
~ 17 ] | A 1
> 0--|-|-|"J'Iq-|-|-!'.rl-'-l-l-|-l-l-l-l-l r T T T 5 T T lI T T T T T T T T 0
i 3-' Ac-Phe-NH, (B) - Méc. Il.d '_3
(b) % 2_- c-Phe-NH, (B) - Méc. Il. -_2
- 1 1
> ] L [
0-—|—|—|-|L|4-|-|-r"|—|-|-|-|-|—|-|—|—|-| —t—t | —— .I rer—r——r—r7 .I 0
i 37 Ac-Phe-NH, (B) - Méc. lll 3
1 C- e- - IVIeC. .C B
(© & %1 o 2
~ 11 -1
> 0 LI III LI | T I.l T I LI I I L) Il II I I“ L] T L] I - T T T T I T 0
uF 37 Ac-Phe-NHMe (B) - Méc. Il.b -3
o 2- -2
d) N 7 ; -
-~ 17 | 1
> 0 T I! III LI I LI III Ill T I.II L) II I.l I -I. l.. L lI I L) T T T I T L) O
3 Ac-Phe-NHMe (B) - Méc. Il.d -3
() & 21 5
-~ 17 - 1
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Fig. 5.11 —Rapport Y/ZPE de 'énergie potentielle nécessaire pour atteindrgéersection conique via
les mécanismes Il.b (a,d), Il.d (b,e) et lll.cfay I'énergie potentielle du point zéro des modes d
vibration de I'étatrz7f des conformereB de Ac-Phe-Nkl(a,b,c) et Ac-Phe-NHMe (d,e).

- 187 -



Chapitre 5

Jusqu’a présent, le réle des couplages entre étatsroniques a la géométrie de la
premiere intersection conique n'a pas été évoqudypbthése sous-jacente de la discussion
précédente était donc que ces couplages sont qerasidentiques pour chaque conformere et
chaque mécanisme. Une maniéere simplifiée d’estiiiméluence de ces couplages, et de voir si
celle-ci confirme [lattribution précédente, peutreétde déterminer de quels modeles
phénomeénologiques ces mécanismes se rapprochansld_es mécanismes de type Il et 1l sont
des transferts d’excitation du cycle aromatiques Ves liaisons peptidiquest — Ny, Tco*). Ce
sont des processus a deux électrons qui peuveat&dandécrits soit par un transfert d’énergie de
type Forster, soit un transfert d’énergie de tymxtBr (Figure 5.4). Le fait que les transitions
n—T1t* des doubles liaisons C=0 et les transitiorste* du toluéne ont généralement des forces
d’oscillateurs assez faibles rend plus probabldeciransfert de type Dexter. Dans le but de
comparer quantitativement la force relative de gpetde couplage, entre les différents
mécanismes de relaxation et les difféerents confoeméles phénylalanines protégees, il a été
envisagé de calculer le recouvrement entre legabelbi moléculaires localisées sur les deux
groupements impliqués. Cependant, comme la pratéadil transfert d’excitation de type Dexter
diminue trés rapidement avec la distance, il essibte d’estimer qualitativement la force du
couplage en mesurant, dans la géométrie de latat la distanced(OessHpre entre un atome
d’oxygéne d’'une des liaisons peptidiques et l'ataiiffeydrogéne du cycle aromatique le plus
proche de celui-ci (Figure 5.12). |l faut cependaoter que le recouvrement entre orbitales (le
parameétre pertinent a comparer dans un transfériedjie de type Dexter) dépend aussi de
I'orientation relative ente le cycle aromatiqudaetiouble liaison C=0. On peut remarquer que le
conformereB est celui ou le cycle aromatique est le plus peodlune double liaison C=0
(do...q = 235 pm), cette derniére appartenant a la deuxiBaison peptidique, ce qui est en
accord avec l'attribution précédente d’'un mécanistaetype Il pour expliquer la dynamique
rapide de celui-ci. A I'opposé, le cycle aromatiglieconformered, qui est bien orienté vers la
seconde liaison peptique, est cependant situéadéed’ coté de la chaine principale par rapport a
la liaison C=0, la distanag... entre le cycle et cette liaison peptidique estcdoeaucoup plus
longue que dans le cas du conformBréo...n = 411 pm). Le transfert de type Dexter doit donc
probablement étre plus difficile pour ce derniemfoomere. Enfin, le cycle aromatique du
conforméreC est celui qui est le plus éloigné des deux liads@*O (respectivement 463 et
476 pm avec la premiére et la deuxieme liaisonigiepie). Le cycle étant Iégérement plus
proche de la premiere liaison peptidique que desdaonde, cela pourrait signifier qu’'un

mécanisme de type Il serait plus favorable pouwra&#ormere.
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Fig. 5.12 —Structures des conformérAsB etC de Ac-Phe-NKloptimisées dans le premier état
excitérr7t (RI-CC2/cc-pVDZ). Les distances indiquées samntistances minimales entre les atomes
d’oxygéne des liaisons peptidiques et les atomegdddgene du cycle aromatique.

5.1.3 Conclusion sur les dynamiques de relaxation d es phénylalanines
protégées

Des expériences de spectroscopie pompe-sondegiegesoa des calculs de chimie
guantique des états excités, ont permis de montmiuence forte que pouvait avoir
'environnement proche du chromophore aromatique ladephénylalanine protégée sur la
dynamique de relaxation des états excités de cettécule. Nous avons démontré que les
mécanismes de relaxation de I'étghderd de Ac-Phe-NH et Ac-Phe-NHMe variaient d’'un
conformere a un autre et qu’en particulier un misrae de transfert d’excitation vers les liaisons
peptidiques pouvait étre responsable de la durégedanormalement basse du conformigrée
Ac-Phe-NH, mettant ainsi en exergue, et c’est le résultatgoent de cette étude, le role des
états excités de la chaine peptidiqua*(rdans la relaxation électronique des états exdaites

chromophores aromatiques.

La décomposition de I'accessibilité de I'intersestconique sur les différents modes de
vibration des phénylalanines protégées amene &pgune des modes particuliers peuvent limiter
la dynamique de relaxation. Il serait donc intémessde pouvoir exciter vibroniquement des
modes de vibration de I'état excitét pour observer si la dynamique de relaxation deétat
peut étre accélérée en apportant plus d'énergies das modes. Malheureusement, les
phénylalanines protégées ne possédent pas d’inmpestarogressions vibrationnelles permettant
de mettre en évidence un tel effet. De longuesrpssipns vibrationnelles existent en revanche

pour certains conformeres des dipeptides protégésa dsérie Ac-Xxx-Phe-Nfvus dans le
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chapitre précédent et c’est donc une des raisansogg ont conduits a étudier ces systemes plus

complexes.

5.2 Vers des systemes plus complexes

Dans cette partie les dynamiques de relaxationdelex types de systémes seront
abordées: dune part celles des dipeptides protédés series Ac-Xxx-Phe-NH et
Ac-Phe-Xxx-NH2 et, de 'autre, celle des hydrates,complexes 1 : 1 de (Ac-Phe-NHH,0).

5.2.1 Peptides protégés Ac-Xxx-Phe-NH

Les dipeptides protégés de la série Ac-Xxx-Phe-Nidssédent des structures trés
différentes de celles des conforméres de la phimype protégée. L'environnement proche
autour du chromophore étant modifie, on peut aderdemander si les mécanismes de relaxation
précédemment identifiés sont toujours actifs dasssystéemes. Pour répondre a cette question,
nous nous sommes intéressés a plusieurs effatfludnce de la conformation sur la dynamique

de relaxation, I'effet d’excitations vibroniquesdet la méthylation du groupement ptérminal.

5.2.1.a Effets conformationnels

(a) (b)
Ac-Gly-Phe-NH, Ac-Phe-NH, Ac-Gly-Phe-NH, Ac-Gly-Phe-NH,

Conformere B Conformere B Conformere A Conformere A’
: 4

Fig. 5.13 —(a) Comparaison des structures calculées du coméoeB de Ac-Gly-Phe-NHet du
conforméreB de Ac-Phe-Nkldans leur état fondamental (RI-B97-D/TZVPP). (toyQures des
conformeredA etA’ de de Ac-Gly-Phe-NHlans leur état fondamental, calculées selon la enér@thode.
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Les conformeres des dipeptides Ac-Gly-Phe;NAc-Ala-Phe-NH et Ac-Val-Phe-NH
ont été décrits au chapitre précédent. lls peudatclassés en deux familles : les structures avec
deux coudesy, appeléesA (y.-y.) ou A’ (Ypo-YL), et les structures en coudk appelées
respectivemenB et B’ pour les coudep type | et type II' (Figure 4.16). Les conformew®'s et
B’ n'ont été observés que pour Ac-Gly-PheJN#i a la plus grande flexibilité de I'acide aminé
glycine. Les intensités des transitions UV du comi&reA de Ac-Val-Phe-NH sont trop faibles
pour permettre une détermination de la durée délwipremier état excitArt de ce conformere
par les techniques d'IR2P-2C ou de mesures deefoence. Les durées de vie des autres
conforméres de ces dipeptides sont indiquées @ahalleau 5.5. On peut remarquer qu’un effet
de la conformation est toujours présent dans cpsptides protégés : les états excités des
conformeresA possedent des durées de vies autour de 60 nspreirdis fois plus longues que
celles des conformeéres , B et B’ ; ce qu’'on peut interpréter, par analogie avecPhe-NH,

comme l'intervention de mécanismes de relaxationnaaliatifs différents dans ces conformeéres.

Durée de vie des conforméres a I'origine de lasitaon n—T1*

(Tror, exp)
A A B B’
Ac-Gly-Phe-NH 55+3ns 19 +2ns 30+3fs 19#2ns
Ac-Ala-Phe-NH 55 + 3 n&? © 23+2ns ©
Ac-Val-Phe-NH 43 +3ns © 12+ 10 ns ©

Tab. 5.5 -Durées de vie du premier état excité des conformeres, A’, B etB’ des dipeptides
protégés de la série Ac-Xxx-Phe-Nitéterminées par IR2P-2C. Les durées de vie otesatté
enregistrées apres excitation a I'origine de larts&tion 77— 77 sauf (a), déterminée a partir de la
premiére transition vibronique, di a une intensit®p faible a I'origine. (b) Une coincidence spedé
avec une bande de la progression vibrationnelleauforméreA peut expliquer la valeur plus élevée de
ce conformere par rapport aux autres dipeptidegdyés. (c) Conforméres non détectés pour ces
molécules.

On peut noter que l'environnement du cycle aron&ticdans les structures en
coudef3 (g+) B et B’) présente des similitudes avec celui observé taronformereB de
Ac-Phe-NH (Figure 5.13a) : le cycle est proche de la liaigeptidique de I'extrémité C terminal
(doeet = 277 pm et 269 pm respectivement pour les cordaesB etB’ de Ac-Gly-Phe-NH). Il
est donc probable gu’'un mécanisme de transfericdaion vers cette liaison peptidique puisse
également se produire dans ces structures etespenmsable des durées de vie faibles de I'état
TITt observées. En revanche, dans les structgseborientation différente du cycle aromatique

(g-) I'éloigne des liaisons peptidiques (Figure3b)l La distance entre le cycle aromatique et la
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premiere liaison peptidique est de plus légérerpkrst courte dans le cas du conformAreque
du conforméréA de Ac-Gly-Phe-NH

5.2.1.b Effets vibrationnels

Les conforméresA de Ac-Gly-Phe-NH et Ac-Ala-Phe-NH possédent des progressions
vibrationnelles assez longues dues a deux modebidaion de I'étattrt, appelés icv etv’. Nous avons
donc cherché a étudier I'influence d’'un excés d'gieedans ces deux modes de vibration sur la digée
vie de I'étatritt. Les résultats obtenus sont représentés suglaré&b.14. Les durées de vie de I'ta
des conformereA des deux molécules diminuent avec I'excés d’éeeaigportée dans les modestV’,
elles sont de 30 a 40% plus faibles a la fin dertayression vibrationnelle qu’a I'origine de lartsétion.
Cet effet ne semble cependant pas dépendre déule mlu mode de vibration excité ¢uv’). Le fait que
la durée de vie de I'étatrrt diminue lorsque la quantité d’énergie vibratiohmedans ces modes
augmente est probablement un signe qu’a l'origimdadransition I'énergie contenue dans ces modes d
vibration est insuffisante pour atteindre de mamiéfficace la région de lintersection conique. La
probabilité d’atteindre l'intersection conique sedonc, dans les conformérés limitée par des modes
de basses fréquences. En supposant que le caicolaties de vibration de I'étatt permette d'attribuer
les modesv et v’, un calcul des rapports MPE analogue a celui réalisé pour les phénylalanines

protégées pourrait apporter un critére discrimiregntite plusieurs mécanismes de relaxation.

Ac-Gly-Phe-NH, Ac-Ala-Phe-NH,
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Fig. 5.14 —Spectres d’excitation UV et évolutions des dudiegie en fonction des transitions

vibroniques excitées pour les conforméfede Ac-Gly-Phe-NE(gauche) et Ac-Ala-Phe-NHdroite).
Les durées de vie ont été enregistrées par la déthompe-sonde.
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5.2.1.c Effet de la méthylation du groupement hkerminal

Une augmentation de la durée de vie des confoseetC de la phénylalanine protégée
avait été observée aprés méthylation du groupeideatterminal (Figure 5.3). Dans le but de
vérifier si cet effet est commun a d’autres pegtident I'extrémité C-terminale est protégée sous
la forme d’'un amide primaire, les durées de viel'dmt excité it de Ac-Gly-Phe-NH et
Ac-Ala-Phe-NH ont été comparées a celles des dipeptides métiidéSly-Phe-NHMe et
Ac-Ala-Phe-NHMe. Une augmentation de la durée éedé I'étatrirt d’environ 30 ns et 20 ns a
ete observée respectivement pour les conformefes de Ac-Gly-Phe-NHMe et
Ac-Ala-Phe-NHMe par rapport aux dipeptides non mikéh (Figure 5.15). Des durées de vie
plus élevées ont également été obtenues pour tésromeresB et B’ de Ac-Gly-Phe-NHMe et
pour le conformer® de Ac-Ala-Phe-NHMe (respectivement 67, 75 et 68(iiableau 5.6). La
présence d’une liaison peptidique CON#u c6té C-terminal plutét qu’une liaison CONHMe
facilite donc ici aussi la relaxation électroniqdepuis I'état excitérrt. Une raison pour
expliquer cela pourrait étre que la substitutiomndatome d’hydrogéne par un groupement
méthyle augmente I'encombrement stérique sur laiéler liaison peptidique, il devient alors
plus colteux en énergie de déformer cette liaisqrae conséquent plus difficile de franchir la
barriére a l'intersection conique. Des calculs élieds excités de ces systemes au niveau chimie
guantique sont cependant nécessaires pour vémktte hypothése et déterminer si les
mécanismes de relaxation par transfert d’excitatiers les liaisons peptidiques sont également

possibles pour ces dipeptides protégés.

oi HC-Gly-Phe-NHMe _ Ac-Ala-Phe-NHMe
80 '} {. + 80 {_ :
£ 707 % 0 70-; .}{' “ +
2 60 < 601 +
o 50| ¥ @ 2 o1 b
$ 50 § ! o 207 Wi
8 407 LR © 40 R F 5
3 30] I L 30
20y  Ac-Gly-Phe-NH, A 20 Ac-Ala-Phe-NH,
101 10
0O 20 40 60 80 100 TR d 6 80_ 100
Excés d 'énergie (cm™) Excés d 'énergie (cm™)

Fig. 5.15 —Durées de vie du premier état excité de Ac-Gly-Phe-NkH Ac-Gly-Phe-NHMe (gauche),
Ac-Ala-Phe-NH et Ac-Ala-Phe-NHMe (droite) mesurées par spectpi&cpompe-sonde en fonction de
I'excés d’énergie dans I'état excité.
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Durée de vie des conforméres

A A’ B B’
Ac-Gly-Phe-NH 30-55+3n¥ 19 +2ns 30ns+3ns 19 +2ns

Ac-Gly-Phe-NHMe 70 -85+ 4 (1% () 67 +4ns 75+4ns
Ac-Ala-Phe-NH 38-55+3n¢ © 23+2ns ©

Ac-Ala-Phe-NHMe 60 — 80 + 4 I8 © 68 + 4 ns ©

Tab. 5.6 -Durées de vie du premier état excité& des conforméreé, A’, B etB’ des dipeptides
protégés de la série Ac-Xxx-Phe-N#t Ac-Xxx-Phe-NHMe déterminées par IR2P-2C. (d¢\Wfa
extrémes des durées de vie obtenues en excitdranees de la progression vibrationnelles du
conformeére A. (b) Intensité de la transition UVgtriaible pour permettre de mesurer la durée daleiee
conformére. (c) Conforméres non détectés pour céSaules.

5.2.1.d Retour sur les transitions vibroniquesibat 6k*

Dans le chapitre précédent, nous avions pu cemstpte les intensités des transitions
vibroniques 6g et 6k" des dipeptides de la série Ac-Xxx-Phe-Ndtaient anormalement faibles
comparées a celles de Ac-Phe-NHigures 4.2 et 4.19). Cet effet était notammeéns pnarqué
sur les conformere8 (géométriey.-y.) que sur les conformerds ou B’ (coudesfl). Une des
hypothéses avancées pour expliquer ce phénomeietvane relaxation rapide du premier état
excité it des conforméreé. Comme un excés d’énergie de 80’cdans les modes de basses
fréquences de I'étatirt des conformere#\ provoque déja une diminution de sa durée de vie
d’environ 35 %, nous avons cherché & savoir sbilfafde plusieurs centaines de tuans les
vibrations 6a et 6b pouvait étre responsable daugmentation de plusieurs ordres de grandeur
de la dynamique de relaxation. Des durées de viepegumier étatmirt des dipeptides
Ac-Xxx-Phe-NH ont donc été mesurées en excitant les bandedussinienses apparaissant
dans la région des transitions vibroniques a6k’ (Tableau 5.7).

Les durées de vie des états excités des conforrBeoes été trouvées égales a ~ 15 ns
pour les dipeptides protégés par un groupementeaminaire sur I'extrémité C-terminale et
~ 60 - 70 ns pour ceux protégés par un groupearaitte secondaire. On peut remarquer que les
durées de vie des conformérBsdans cette région spectrale sont peu différeneesalles
obtenues apres excitation a l'origine de la trémsitt—1* (Tableau 5.6), la méthylation du
groupement Nkl terminal a toujours pour effet d’augmenter la éud& vie de I'étattrt. Les
durées de vie des états excités des confornfengent pu étre enregistrées que pour Ac-Gly-
Phe-NH (~ 15 ns), les transitions vibroniques 6a et 6bcdeconformére n’étaient pas assez
intenses dans Ac-Ala-Phe-Nigour effectuer ces mesures et étaient inexistatekes spectres
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IR2P-1C des trois autres dipeptides protégés prEselans le Tableau 5.7. Or, d’aprés I'exemple
du conformereB de Ac-Phe-NH (Figure 5.1), on sait qu’il est possible d’ionigis espéces
excitées dont la durée de vie est de l'ordre dedaoseconde avec les mémes lasers UV
nanosecondes. De plus, on se serait attendu avebsere différence de comportement entre les
conformeresA des espéces protégées par un groupemeptoNHNHMe si la durée de vie était
un facteur limitant. Par conséquent, il est probahle la disparition des transitions vibroniques
6a et 6b des conformeres sur les spectres IR2P-1C soit due a un autre éfmiplage
vibrationnel, électronique ou IVR) plutdét qu'a umynamique ultra-rapide de I'étatrt.
Finalement, ces résultats apportent un nouveaérergpectroscopique permettant de confirmer
I'attribution des structures réalisées a partir sfgsctres de vibration dans I'IR et de différencier

les structureg.-y. des coudep.

Durée de vie des conforméres dans la régionspectes
transitions vibroniques 6a et 6b

A A’ B Bl
Ac-Gly-Phe-NH 15 +2 ng” 85+2nd 14+2n  9x2nd”
Ac-Gly-Phe-NHMe @ @) 59 + 3 nd? ()
Ac-Ala-Phe-NH @ © 14 + 2 nd? ©
70 + 4 ng?
Ac-Ala-Phe-NHMe O © ©
67 + 4 ns”
Ac-Val-Phe-NH @ © 15 + 5 nd? ©

Tab. 5.7 -Durées de vie du premier état excité des conforméred, B etB’ des dipeptides protégés de
la série Ac-Xxx-Phe-Njf£t Ac-Xxx-Phe-NHMe déterminées par IR2P-2C dadsteaine des transitions
vibroniques (a) 6a et (b) 6b. (c) Conformeres nétedtés pour ces molécules. (d) Intensité de la
transition UV trop faible pour permettre de mesueedurée de vie de I'état7f. Les structures des
différents conformeéres sont indiquées dans la Fgui6 du Chapitre 4 et dans '’Annexe B.2.2.

5.2.2 Peptide protégé Ac-Phe-Ala-NH

L’étude de la dynamique de relaxation du dipeppdetégé Ac-Phe-Ala-Niest tres
intéressante car I'environnement du chromophorenatigue du conformer@ (a)y. de ce
dipeptide protégé est trés proche de celui du corde A de Ac-Phe-NH ou Ac-Phe-NHMe
(Figure 5.16). On pouvait donc s’attendre a ce tues mécanismes de relaxation soient
similaires. Dans le cas du conforméxedes phénylalanines protégées, qui ont une durégede

d’environ 70 ns a I'état excité, nous avions coraéns la partie précédente que le mécanisme
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principal de relaxation était le méme que pouplaéne, c’est-a-dire le croisement intersysteme.
Cependant, ce ne peut plus étre le cas pour leocoafe (a)y. de Ac-Phe-Ala-NH car la
durée de vie que nous avons mesurée pour Fétatle celui-ci est environ deux fois plus faible
(33 ns). L'ajout d’'un acide aminé alanine danshaine peptidique ouvre donc une nouvelle voie
de relaxation plus rapide que le croisement inttésge. On peut remarquer que dans le
dipeptide Ac-Phe-Ala-Nb contrairement au conforméfe de Ac-Phe-NH, une double liaison
C=0 (celle de la derniere liaison peptidique) etée dans I'environnement proche du cycle
aromatique. Dans I'hypothése d'un transfert d’eat@in de type Dexter vers la derniere liaison
peptidique {ehdbhe — Nppllco*), la proximité de cette double liaison pourradciliter la
relaxation depuis I'état excit&rt. Il reste toutefois & démontrer par des calcudscthimie
guantique que ce mécanisme est possible, maixegipte montre a quel point il est difficile de
prédire a priori, uniquement a partir des structures calculéesmésanismes de relaxation
électronique. Pour tester cette hypothése, il sémgdressant de mesurer la durée de vie de
I'état it du tripeptide protégé Ac-Phe-Ala-Ala-NHar celui-ci adopte une conformation de
type BL(a)-yL-y. [40], avec un environnement proche autour du cgobenatique qui semble trés
voisin de celui du conformeifé (a)-y. de Ac-Phe-Ala-Ala-NH Cependant, la distance entre le
cycle aromatique et la derniere liaison peptidigtent plus grande que pour Ac-Phe-Ala-NH

(do...q4 =531 pm), la durée de vie de son état devrait étre rallongée.

Ac-Phe-Ala-Ala-NH,
Pu@)-r-n

X411 pm\ /

Ac-Phe-NH,
Conformere A : B, (a)

Ac-Phe-Ala-NH,
ﬁL(a)'TL

t=70+3ns t=33+2ns

0 100 200 300 0 100 200 300
Délai pompe-sonde (ns) Délai pompe-sonde (ns)

Fig. 5.16 —Structures calculées (RI-B97-D/TZVPP) et duréegieelu premier état excitgs¥ du
conformereA de Ac-Phe-NKH(gauche) et du conformére majoritaire de Ac-Pha-NH, (droite). La
structure du tripeptide protégée Ac-Phe-Ala-AlaJNi#terminée dans des expériences précédentes [40]
et recalculée avec la méme méthode théoriqueneéifiée pour comparaison.
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5.2.3 Peptides microsolvatés

Dans le chapitre précédent (Figure 4.8), nous sya#montré que la solvatation d'un
peptide protégé par une molécule d’eau modifiaitagen importante I'environnement autour du
chromophore aromatique : les origines des tramsitic—T1* des hydratesW et X de
Ac-Phe-NH sont par exemple déplacées respectiveniert 127 crit et + 84 crit par rapport &
celle deC, le conformeére isolé dont ils sont le plus prockesstructure. Nous avons donc
également voulu déterminer quelle était I'influenleecette modification d’environnement sur la
dynamique de relaxation de I'état excité&. Cependant, le fait que les complexes avec I'sau
dissocient majoritairement lors du processus dsation a deux photons empéche d’utiliser pour
cela la spectroscopie pompe-sonde d'IR2P-2C, dar red permet pas de déterminer si la
fragmentation a lieu dans I'état excité ou dansnliPar conséquent, les dynamiques de
relaxation de ces systemes ont été étudiées patrepepie de fluorescence. Les spectres
d’excitation de fluorescence de (Ac-Phe-NHH,0) et (Ac-Phe-NHMe : kD) sont comparés
aux spectres d’'IR2P-1C de ces systemes dans laeFgli7. On peut remarquer qu’aucun signal
de fluorescence n’'a été détecté pour les deux tegifa et X de (Ac-Phe-NH: H,O) alors que
ce sont les hydrates possédant les transitionduesntenses sur le spectre d’'IR2P-1C. Un signal
de fluorescence peut étre identifié sur le spattréAc-Phe-NHMe : BD) aprés excitation a la
longueur d’'onde d’absorption d& mais son intensité reste trés faible par rapparelee des
conformeres isolés. Le fait de pouvoir observefllarescence émise par le conform&ele
Ac-Phe-NH, qui n’a pourtant une durée de vie que de 1,5ans détatrtrt, suggere que I'ajout
d’'une molécule d’eau au systéme ouvre de nouvetleess de relaxation encore plus rapides. Une
limite supérieure de la durée de vie des phényilasnprotégées monohydratées peut alors étre
estimée a quelques centaines de picosecondes.dAdientifier les mécanismes pouvant étre
responsables de la relaxation rapide, des calcalglyshamique non-adiabatique utilisant la

TDDFT sont actuellement en cours dans le grougde. d2oSIi.

Contrairement aux résultats obtenus sur les digept Ac-Xxx-Phe-NH et
Ac-Phe-Ala-NH, qui peuvent étre expliqués a partir des mécarssmécouverts sur la
phénylalanine protégée, ces derniers résultats remiingjue la dynamique de relaxation des
peptides hydratés est profondément différente te des molécules isolées. On est donc en droit
de se demander si certains conforméres hydratéspeuvent se former dans la détente
supersonique pourraient avoir une durée de viétatlexcité trop faible pour étre détectés par
spectroscopie d'IR2P-1C. Le cas des conformatieangygel, les plus basses en énergie, ou la

molécule d’eau est insérée dans la liaison hydeggna déja été évoqué dans le chapitre
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précédent. La non-observation de cette géomégig attribué au fait que la molécule d’eau ne
puisse pas rester collée au peptide si ce dertdst pas suffisamment refroidi, donc s'il ne s’est
pas déja replié. Alternativement, elle pourraie &ue a une dynamique ultrarapide spécifique.
De la méme maniére, dans le cas des conformatiepléees de type ;S la conformation
R(a) S(d), proposée comme intermédiaire dans le mécanisisentirisation du conformére

en W et X (Figure 4.10), n'est pas observée, bien qu’elleé goasiment isoénergétique des
structuresV et X. Une interprétation a été proposée, basée shetammbdynamique et des effets

de température. L'existence d’'une dynamique uliside empéchant son observation par IR2P
serait tout aussi crédible.

Ac-Phe-NH, : H,0 Ac-Phe-NHMe : H,0
37480 37500 37600 37620 37640 37660 37400 37600 37650
| I IR Illl o1y oy s e 1y 1y | I IIII PR T TR [ T T TR S |
A

O A @]
S B T
o o
S U - SE G R
o - : F : o
C C
[0} [0}
(&) O
(2} (2}
o H : - : o
S N : L’\ - : S
Z e - ; -
/1 'J /L Mﬂ"’ M’\W’" -

| DL B LR /S LA L A /1 T

37480 37500 37600 37620 %7640 37660 37400 37600 1 37650

Nombre d 'onde (cm ) Nombre d ‘onde (cm )

Fig. 5.17 —Spectres UV des complexes 1 : 1 de (Ac-Phg:ME0) (gauche) et (Ac-Phe-NHMe »8)
(droite) obtenus par les techniques d’IR2P-1C (haotr) ou d’excitation de fluorescence (bas, rouge

5.2.4 Conclusion

Les résultats expérimentaux obtenus sur les dgepprotégés et sur les complexes avec
une molécule d’eau ont permis de mettre en évidamtecertain nombre d'effets: les
caractéristiques des mécanismes de relaxationatdsrmeresy -y. (A) des dipeptides protégés
Ac-Xxx-Phe-NH sont par exemple tres différentes de celles dades3 (B) et I'ajout d’'une
molécule d’eau ouvre de nouvelles voies de relardieaucoup plus rapides que celles présentes
dans la molécule isolée. Par ailleurs, 'exempla@ligheptide protégé Ac-Phe-Ala-Nkhontre que

les mécanismes mis en jeu sont complexes et cat'itléicat d’extrapoler les résultats obtenus
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sur Ac-Phe-NH et Ac-Phe-NHMe a des systemes différents. Il estr gela crucial de disposer

d’'une contrepartie théorique a ces observationéreaxgentales.

Un des résultats importants de ces travaux estagpeésence d’'un groupement -CONH
sur la chaine principale d’un dipeptsimble étre un facteur favorisant la relaxatiootédaique
de I'étatmirt. La méthylation de ce groupement conduit en effehs nos expériences a une
augmentation marquée de la durée de vie. Bien gaigb-CONH dans la chaine principale des
protéines, ce groupement est néanmoins préseria sthhraine latérale de deux acides aminés:
'asparagine et la glutamine (Figure 5.18), ce suggére qu’il puisse jouer un réle dans la
photophysique des phenylalanines au sein des pestéiAfin d’apprécier I'éventuel caractere
général de ces propriétés, nous envisageons détymdus précisément la dynamique de
relaxation de dipeptides protégés contenant I'uncds acides aminés et l'acide aminé

phénylalanine ; I'enjeu étant d’observer le trartsféexcitation entre ces deux chaines latérales.

Asparagine Glutamine

| 8 | E
rrt Yy vy
“ £

A )
\?I O H\
H N0
H
Ac-Asn-Phe-NH, Ac-GIn-Phe-NH,

Fig. 5.18 —Formules topologiques des dipeptides protégés see-NH et Ac-GIn-Phe-NK
possédant respectivement un acide aminé asparagigletamine.

L'observation d’un tel transfert d’énergie en phgageuse de Phe vers les chromophores
UV que sont les liaisons peptidiques, suggere qge trhnsferts vers d’autres chromophores
puissent également étre diagnostiqués d'une mamiengparable. Ainsi, une dynamique de
relaxation ultrarapide de I'étatrt est actuellement suspectée dans le cas du tidgeptotégé
Ac-Cys-Phe-Cys-NKH ou les chaines latérales des deux acides amyséSines (Cys) forment
un pont disulfure (Figure 5.19a). En effet, des ésigmces récentes réalisées au sein du
laboratoire n'ont pu détecter aucun signal provedance systeme par spectroscopie d'IR2P-1C.
Dans ce cas, ce serait le pont disulfure, égalermkrdmophore UV, qui pourrait accepter

I'excitation du cycle aromatique et accélérer lxation. Cette interprétation fait écho a des
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expériences menées sur une enzyme cutinase d’'umpaj@on, leFusarium solani montrant
gu’un pont disulfure proche d’'un acide aminé trygbtane pouvait désactiver la fluorescence de
ce dernier (Figure 5.19b) [41]: des que le porgulfire est réduit, la fluorescence du
tryptophane réapparait. Des expériences de specpiesfemtoseconde pompe-sonde sont donc
envisageables dans des petits peptides en phasesgazlans I'objectif de mesurer la dynamique
de relaxation de la phénylalanine en présence ptum disulfure. Dans la mesure, ou dans ce cas
la sélectivité conformationnelle serait perdue &use de la largeur spectrale du laser fs), il
faudrait cependant imaginer, pour étre complet,dédgelopper des expériences de double
résonance IR-UV, couplant lasers IR ns et UV festoade et susceptibles de caractériser les
conformations de ces systemes. Dans ce cas I'aimsoiR devra alors étre mise en évidence de
facon différente de celle des expériences IR/UVsgitpues en régime ns, par exemple en

détectant le chauffage IR par une modificationad@istribution des photoélectrons.

Pont
disulfure

Fig. 5.19 —(a) Structure la plus stable du tripeptide protége Cys-Phe-Cys-Nttalculée par la
méthode RI-B97-D/TZVPP. Le pont disulfure (liai§eB) est représenté en jaune. (b) Structure de la
cutinase du Fusarium solani déterminée par difiacde rayons X [42] (Réf PDB : 1CUS)
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Cette thése avait deux objectifs principaux. Lenpee consistait a déterminer les
conformations préférentiellement adoptées par ditcepechaines peptidiqgues modéles dans une
détente supersonique, et ce dans le but d’obtesrimformations sur les interactions intra- et
inter-moléculaires intervenant dans ces systena&adissait ensuite, dans un deuxiéme temps,
d’étudier la dynamique de relaxation électroniqaecds systémes et en particulier la dépendance

de celle-ci avec leur structure.

Les structures de ces molécules biologiques flesibbnt pu étre caractérisées finement
grace aux outils expérimentaux et théoriques en@sldgrs de ces travaux. La spectroscopie de
double résonance IR-UV a permis de mesurer lestrggetR d’espéces sélectionnées par une
transitionTe—>T1t* de leur chromophore aromatique dans I'UV. Ce#iehhique spectroscopique
présente l'avantage d’étre a la fois sélectiveeamés de masse, grace au couplage avec un
spectromeétre de masse, et en termes de conformBtiogffet, la résolution apportée par la phase
gazeuse et le refroidissement en détente supetsgrigmbinée a la finesse spectrale des sources
laser nanoseconde, permet de distinguer les catibiis de chacun des conforméres au spectre
UV (sauf cas exceptionnels de coincidence speceatee conformeéres) et ainsi d’exciter
sélectivement une transitiom—1* d’'un conformére particulier. La comparaison entes
fréequences expérimentales des modes de vibratiéfordjation des groupements NH des
peptides dans I'IR et des fréquences harmoniguesléas au moyen d’'une méthode DFT-D, et
corrigées par des facteurs d’échelles spécifiquasmgue mode de vibration, donne ensuite acces
aux réseaux de liaisons hydrogeéne intra- ou int@éaulaires, et donc a la structure des

molécules ou complexes.

Le paysage conformationnel de ces molécules flexibst cependant trés vaste. Ce qui
implique que, dans nombre de cas, un accord ertgeiénces expérimentales et théoriques peut
ne pas étre un critére suffisant pour attribuer stnecture a un conformere. Une solution est
apportée par le fait que, comme les peptides sbrttidis dans une détente supersonique, on peut

s'attendre a ce que ceux-ci adoptent les structaseplus stables. Toutefois, la stabilité relative
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entre conformations (c’'est-a-dire leur différencenthalpie libre) peut varier fortement en
fonction de la température, allant méme parfoigjyies s’'inverser. Or, entre l'instant de la
désorption et le moment ou ils entrent dans la zbimeeraction avec les lasers, la température
des peptides (températurgerng définie par I'énergie interne de la molécule)igate plusieurs
centaines de degrés (de ~ 600K a ~ 10 K). Il sse pmors la question de savoir a quelle
température (températureonformationnell calculer les enthalpies libres pour obtenir des
valeurs pertinentes a la comparaison avec les alpoed expérimentales. Dans le but de
rationaliser I'influence de différents parameétrestérieurs ou intrinséques aux systemes) sur la
valeur de cette derniere température, nous avams clterché, a I'aide d’'un modéle statistique, a
simuler les processus de collisions inélastiqueigbmérisations subis par une molécule dans
une détente supersonique. Les tendances d’évoldésrrapports de population en fonction de
parametres tels que la température interne initlalgoression en gaz porteur ou la hauteur de
barriere d’énergie entre conformations ont pu éggroduites de maniere qualitative par le
modele. Ces résultats ont permis d’améliorer notampréhension du processus de
refroidissement conformationnel dans une détenpersonique et ont montré la nécessité de
comparer a la fois les enthalpies libres a « bassea « haute » températures (0 K et 300 K) lors
de l'attribution des spectres de double résonaRebV. Le modéle utilisé doit cependant étre
encore affiné avant de pouvoir prétendre fournis désultats directement comparables aux
observations expérimentales. Plusieurs pistes tinteavisagées pour cela, notamment une
modification du calcul des constantes de vitesgouliérisation ou encore un tirage au sort des

sites de collage d’'un atome de gaz porteur suolécule.

Nous avons ensuite cherché a appliquer la speopasde double résonance IR-UV a la
caractérisation des conformations adoptées papéetides hydratés et des peptides possédant
plusieurs chaines latérales aromatiques. Ces systemdeéles ont été choisis pour étudier des
interactions structurantes intervenant dans lestépres : respectivement les interactions

protéines-solvant et les interactions hydrophobes.

L'étude des conformations des complexes 1:1 dec-RBe-NH: H,O) et
(Ac-Phe-NHMe : HO) nous a permis de déterminer quels étaient fes de solvatation occupés
par une molécule d’eau. Nous avons ainsi pu morguer le mécanisme de formation des
complexes dans la détente supersonique pouvaiplgjerr par la solvatation de peptides
protégés froids vibrationnellement, piégés dans dee conformations du systéme isolé. La
solvatation provogque peu de changements structpaglsapport a ces derniéres lorsque I'eau est
dans un site rigide. L'énergie apportée par la &irom de liaisons hydrogéene intermoléculaires
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peut cependant étre suffisante pour provoquer samérisation conformationnelle entre une
forme étendue et une forme repliée du peptide géatéCes résultats nous encouragent a étendre
nos travaux a des complexes de stoechiométrie sup@rafin d’'observer I'évolution progressive
des géométries des peptides en direction des wtesctidentifiées en solution. De telles
investigations pourraient néanmoins entrainer queslq difficultés. D’'un point de vue
expérimental, comme des fragmentations peuventeaurvdurant le processus d’IR2P, la
sélectivité apportée par le spectrometre de masgemmet pas ici de donner avec certitude la
stoeechiométrie des complexes. Cette derniére deitdéterminée d’aprées le nombre de bandes de
vibrations d’élongation dans les spectres IR. @rndmbre croissant de liaisons O-H pourrait
poser un probléme de recouvrements spectraux @athsnsaine. De plus, le nombre de structures
envisageables pour ces complexes augmentant fpédemsent avec le nombre de molécules
d’eau, une exploration compléte du paysage confiiomazel de ceux-ci par des méthodes de
chimie quantique sera de plus en plus colteuserapst de calcul. L’attribution des structures
calculées sera également compliquée par la préesgmaeombreuses conformations ayant des

fréquences harmoniques proches.

L'influence structurelle des interactions entre iolkea latérales aromatiques (Ar-Ar) a
ensuite pu étre mise en évidence en étudiant deptides protégés contenant un enchainement
de plusieurs acides aminés phénylalanines : AcHMteeNH et Ac-Phe-Phe-Phe-NHNous
avons montré que ces interactions étaient présdatestous les conformeres de ces molécules et
possédaient un rdle structurant trés fort. Lesribdigions conformationnelles sont en effet
profondément modifiées par rapport aux peptidegpossédant qu'une seule chaine latérale
aromatique : les structures ou ces interactiong possibles sont clairement favorisées par
rapport aux autres. Ces effets sont renforcés @dait que les interactions ar-ar sont peu
directionnelles car les cycles aromatiques peuwvgetagir dans des géométries relatives variées
(en T, en V, paralléles). Pour compléter cette étuidserait maintenant intéressant d’observer
comment évolue la compétition entre les interastianar et le repliement de la chaine principale
lorsque les acides aminés aromatiques sont séparéan, ou plusieurs, acides aminés non

aromatiques dans la chaine peptidique.

Ce travail s’est poursuivi par I'étude des dynaregule relaxation électronique du
premier état excitért de divers peptides protégés, a la fois par spectipie pompe-sonde et
par mesures de fluorescence. Ces résultats expdameont été complétés par des calculs de
chimie quantique (TDDFT et CC2) afin d’explorer lagécanismes de relaxation intervenant dans

ces systéemes. Nous avons ainsi démontré la préstacefort effet de conformation sur la
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dynamique de relaxation de la molécule Ac-PhexNEkt effet peut s’expliquer par un transfert
d’excitation, depuis le cycle aromatique vers l'udes liaisons peptidiques de la chaine
principale, facilité dans la géométye(g+) (conforméreB). Nous avons également pu observer
des effets de conformations sur les dipeptidesad&ftie Ac-Xxx-Phe-NH (structuresy -y. vs
couded3), ainsi que des diminutions de la durée de vid'aat 1Tt le long des progressions
vibrationnelles des structurgs-y. (conforméresA). Cette étude montre clairement le réle des
états excités des liaisons peptidiques dans lesopm&nes de relaxation de la phénylalanine
excitée. Cette conclusion a sans doute une polt&egpnérale, et cette possible implication doit
étre considérée dés lors qu'on s'intéresse a lardique électronique de peptides, neutres ou
chargés. Rappelons, enfin, que I'ajout d'une seutdécule d’'eau sur le peptide Ac-Phe-NH
semble déja ouvrir de nouvelles voies ultrarapidesrelaxation non-radiative. Des calculs,
analogues a ceux réalisés sur Ac-Phe-Midlé, devraient permettre de préciser les ménsss

de relaxation mis en jeu dans ces systemes.
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Annexe A

Modeéle de refroidissement conformationnel

A.1 Procédure de tirage au sort par la méthode der  ejet

Une simulation de type Monte-Carlo nécessite dabreux tirages au sort des valeurs de
plusieurs variables (positions, énergies, vitessek, De plus, les intervalles des valeurs que
peuvent prendre les variables ainsi que leur fonctle distribution sont trés diverses. Or, les
procédures de tirage au sort implémentées dankipearp des langages de programmation ne
fournissent que des nombres aléatoRamiformément répartis entre 0 et 1. La méthodecgi
est une procédure générale qui permet, a partaedenombres aléatoirés de tirer au sort la
valeur d’'une variable physiquedu systéeme, dans un intervalle compris entre désuvsa et b,
selon une fonction de distributidn[1]. Pour cela, la fonction de distributidérest tout d’abord
normalisée par le maximuifg.x de cette fonction pour donner une fonctgpont les valeurs

sont comprises entre 0 et 1.

g(x):ﬁ (Eq. A.1.1)

fmax

Une valeur de la variablg est ensuite choisie aléatoirement selon I'équafioh?2.
D’aprés les caractéristiques du tirage au sorRdee tirage au sort fournit des valeurs>de

uniformément réparties entaeetb.
x=a+R(b-a) (Eq. A.1.2)

Apres cette étape, la valeur de la fonctgest calculée pour cette valeur xleet un
deuxiéme nombre aléatoiReest généré. Deux possibilités se présentent alors

- SiR<g(x), la valeur dex est acceptée et la procédure de tirage au sddrasnée.
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- SiR > g(x), la valeur dex est rejetée. Une nouvelle valeurxdest donc tirée au sort
d’apres I'équation A.1.2 et la procédure est répétésqu’a ce qu’une valeur soit
acceptée.

PuisqueR est uniformément réparti entre 0 et 1, la proli@bgu’une valeur particuliére

de x soit acceptée est directement proportionneltgxd, les valeurs acceptées respectent donc
bien la distribution initialé.

Exemple du tirage au sort de I'énergie rotationneé# initiale d’'une molécule :

L’expression de la fonction de distribution denkégie rotationnelle initial&; ;o d’une

molécule a une températufgest donnée par I'équation suivante [2]:

f(Eo)= %\@)ex;{— E““j (Eq. A.1.3)

kT,

Le maximum de la fonctiohest atteint poukE. o = kTo/ 2, d’ou :

fo = 2K, exp{—ij (Eq. A.1.4)
ABC 2

D’apres I'équation A.1.1, la fonctiapest définie par :

2E E 1
9(Epmo)= ﬂexp{-ﬂ+—J (Eq. A.1.5)
" kT, kT, 2

L’énergie rotationnelle initiale d’'une moléculet e@mprise entre 0 etos: Pour pouvoir
tirer au sort une énergBo selon I'équation A.1.2, il est nécessaire quedivalle de valeurs
ait une limite supérieure finie. La valeur ld€loit donc étre fixée arbitrairement. Le criteridiaé
dans la simulation est de choisir la valeubdi maniere a ce que la fraction des valeuls.ge
situées en dehors de l'intervallelipsoit inférieure & 18

b
f(E,,)dE,
1—F('°):1—IO (Eun) OB <10°® (Eq. A.1.5)

I:max I: f (Erot,o) dErot,O
] <107

1—m:1—erf ) + 2 : expg - b
F . kT, )] Jm\kT, KT,

b>13kT,
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ou erf représente la fonction d’erreur.
Une énergidq o est donc tirée au sort selon I'expression suivante

E,..o = Rx(13kT,) (Eq. A.1.6)

rot,0

Un autre nombre aléatoifR est ensuite généré et,{Eoi0) > R, Ewoto €St acceptée. Si
d(Eot0) <R, la valeur deE.o est rejetée et les deux tirages au sort précecemts répétées

jusqu’a ce qu’une valeur soit acceptée.

[1] G. A. Bird, Sampling from a prescribed distrilan. In Molecular Gas Dynamics and the
Direct Simulation of Gas Flowd. M. Brady, Oxford Science Publicatiod894 pp 423-428.

[2] T. Baer et W. L. Hase, Statistical Theory ofitdolecular Decomposition. Ikdnimolecular
Reaction Dynamics: Theory and Experimefzford University Pres4,996 pp 171-211.

A.2 Calcul de la vitesse relative moyenne d’'une mol  écule-test par
rapport aux atomes de gaz porteur

La vitesse d’'un atome de gaz porteur dans une téésepersonique peut étre décomposée
en une somme de la vitesse de I'écoulement de gaz €t d’'une vitesse liée a I'agitation
thermique des atomegermiqug- La vitesse relative entre une molécule et umatde gaz dans la

détente est donc définie par :

Vrelative = Vgaz ~ Vmolécule = (Vjet + Vthermique)_ Vmolécule (Eq. A.1.7)
D’ou,
- 2 - - - 2
Vrelative|| — Vjet — Vmoléculet Vthermiqu%
- 2 - - 2 - - - - 2
Vrelative]| = Vjet _Vmolécule{ + 2 Vjet ~ Vmolécule EVIhermique"' Vthermique{

La distribution de la direction de la vitesse l@&agitation thermique étant isotrope, le
terme central de I'équation précédente est nul @emrme. Cette derniére peut donc s’écrire sous

la forme suivante :
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-

Vjet - Vmolécul% Vthermiqu%

< Vet > - 2 +< >

De plus VinermiqueP€ULt étre décrite par une distribution de Max\ag|t

© 3/2 2
- 2 m m._,VvV
< Vthermiqu% > = I4 gz V4 exp — g9az dv
7 2mkT 2KT
< - 2> 3kT
Vthermiqu% = m—

gaz

[1] P. W. Atkins, The properties of gases. Rhysical Chemistry: Fifth Editign Oxford
University Press1994 pp 21-54.
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Spectres UV et IR de peptides protégés

B.1 Spectres UV

B.1.1 Spectres des dipeptides Ac-Xxx-Phe-NH , dans le domaine spectral de

'origine de la premiere transition  mE>mM*

o e

——————————1———————7+————— Ac-Ala-Phe-NH,

———————71———————— 7 ————————1——————— Ac-Val-Phe-NH,
37450 37500 37550 37600 37650
Nombre d'onde (cm'1)

Fig. B.1.1.a -Comparaison des spectres IR2P-1C de Ac-Gly-Phg-NeétAla-Phe-NH et
Ac-Val-Phe-NH.
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B.1.2 Intensités relatives des signaux d’'IR2P-1C en tre les conformations

y.-y et coudes B dans le domaine des transitions vibroniques (6a) " et (6b)"

----- transition vibronique (Ga)1
—transition vibronique (6b)3

E‘A HB’ YBw

Ac-Gly-Phe-NH,

"
T[T |--||

o

0

Ac-Val-Phe-NH,

19
\”/N\)Lr;l N~eH
(0] H (o]

~ Ac-Gly-Phe-NHMe

H (o]
|
\[rN\)er
o i H

o

T . : Ac-Ala-Phe-NHMe
37500 37600 37900 38000 38100 38200

Nombre d'onde (cm’ )

Fig. B.1.2.a— Spectres IR2P-1C de dipeptides protégés enrégidans le domaine de la premiere
transition 7/~ 71 du cycle aromatique (origine et transitions vibiques 6a et 6b).
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B.2 Spectres IR proche

B.2.1 Ac-Phe-NH ,

NH liés et NH Modes NH, Ph
NH, symeétriques libres antisymétriques o
B
< anti
Force de | 'interaction NH-X NH, @ AG (kJ - mol'1)
A Wbz < 0K 300 K
C; ‘_
LEN N N B B B N LI L L L L |I| T NH-TC
3350 3400 3450 3500 3550
anti 0 O
C7 NH'T{ NH2
J] A I' | N l SRR T 2 5
3350 3400 3450 3500 3550
C NH anti
: NH libre =
J I T 3 3

3350 3400 3450 3500 3550
Nombre d'onde (cm”)

Fig. B.2.1.a —Comparaison des spectres de double résonance IRdd\¢onforméreA, B etC de
Ac-Phe-NH et des fréquences calculées des structGres, y(g+) et y(g-) par la méthode
RI-B97-D/TZVPP. Les fréquences calculées des nmamleirations d’élongation des groupements NH
(violet) et des modes d’élongations symétriquengsgmétrique des groupements Niert) sont
corrigées par des fonctions affines spécifique @jcie mode de vibration.
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B.2.2 Ac-Gly-Phe-NHMe et Ac-Ala-Phe-NHMe

AG (kJ - mol™)

50 o C, NH ) 0K 300K
25 libre 3
0 3,9 3.6
;@ 1 | g |I' I T T 5 T
c
© 50 Cio NH-n
<o) " B
3_25 T ‘wnMHm I {g+)
o 0 WW
& i | 00 00
e L | T T 7 II - !
50 C NH
o5 M libre
0 B type II' (g+)
Il 56 52
3300 3350 3400 3450 3500

Nombre d'onde (cm™)

Fig. B.2.2.a —Spectres de double résonance IR-UV des conformeigetB’ de Ac-Gly-Phe-NHMe. La
bande du groupement NH libre du conformBrébleue) est située dans le domaine d’absorption de
I'OPO LiNbO3.

AG (kJ - mol™)

G
" c, 7 0K 300K
;5‘25
e 0 42 20
5 I
:_g 1 1 I 1 - ' 1 |
3
g C1o NH-n
25 MM‘J\W B type | (g+)
0 0,0 0,0

————
3300 3350 3400 3450
Nombre d'onde (cm™)

Fig. B.2.2.b —Spectres de double résonance IR-UV des conforméeeB de Ac-Ala-Phe-NHMe. Les
bandes des groupements NH libre (bleue) sont sitdées le domaine d’absorption de 'OPO LiNbO3.
Une faible absorption d& a I'origine de la premiére transition— 7z du conforméreB est responsable

des bandes indiquées par des étoiles sur le spitie ce dernier.
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B.3 Spectres IR moyen et lointain

B.3.1 Modes de vibration dans I'IR lointain et moye n

NH : Pliage NH, : Pliage NH, : Torsion NH, : Bascule
&b & v t
® @
2§ b o ) ¥ o} o}
)\N N )\N "He /U\N/YN\H@ /LN Noy

I | I \ I | o,
H O H O H O H O

Phe : Déformation Phe : Déformation Phe : Déformation hors

dans le plan (« 6a ») dans le plan (« 6b ») plan (« paplllon »)

Ji 3

Fig. B.3.1.a -Schémas des modes de vibrations d'un peptideg&aténs I'IR lointain et moyen. Les
fleches représentent des déformations dans leg#ariiaisons peptidiques ou du cycle aromatiqus. Le
signes + et — représentent des déformations hocedelans.

B.3.2 Spectres IR de Ac-Phe-NH , et Ac-Phe-NHMe monosolvatés

Ac- Phe NH, B
aa
ggzo AMM
Tc
-_3
S 0 _
—200;%’—2‘
+ 4 100 S =
- AR # Xi_ s Fo £5
150 200 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
|**+ | x5
‘9;515 Ac-Phe-NH,
‘gmm o
o2
E.E . WWMWMW
20
20025
[z
100 € =
(0]
ok & i Eé

150 200 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Nombre d'onde (cm')

Fig. B.3.2.a —Comparaison des spectres de double résonance IBdd\¢onforméreB (isolé) ety
(monosolvaté) de Ac-Phe-Nken rouge) et des spectres harmoniques RI-B97fDcoaigés (en noir).
Les significations des symboles des modes de idhrsdnt indiquées dans la Figure B.3.3.a de
'annexe B.
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= Ac-Phe-NH, A

+ Vi

N B O
o O
X

(&)

Intensite
(unite arb.)
o

o
N
o
o o

o
Intensite
(km/mol)

o

"5640 rxe Sl

@

2223 -
20

Intensite
(km/mol)

150 200 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Nombre d'onde (cm )

Fig. B.3.2.b —Comparaison des spectres de double résonance IRed\¢onformereA (isolé) etz
(monosolvaté) de Ac-Phe-Nken rouge) et des spectres harmoniques RI-B97fDcoarigés (en noir).
Les significations des symboles des modes de igbrsbnt indiquées dans la Figure B.3.3.a de
'annexe B. La fréquence calculée du mode rotatiette molécule d’eau autour de la liaison Qesldu
conforméreZ (étoile bleu clair), non représentée sur le schéesaprédite & 126 ¢
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20 B
[ % 1 " Ac-Phe-NHMe C

Intensité
(unité arb.)

;|
INLY
o388
Intensité
(km/mol)

L I

. o ‘Kf\. AA N A
150 200 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

T TL * Ac-Phe-NHMe W

—40

Intensité
(unité arb.
N
o

i P
gow
cCooo

Intensité
(km/mol)

150 200 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

40 X
5 40 axal®d Ac-Phe-NHMe X

20

Intensité
(unité arb.

MMMMM

ek,
o m

[aleNeNe]
Intensité
(km/mol)

150 200° 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Nombre d'onde (cm)

Fig. B.3.2.c -Comparaison des spectres de double résonance IRed\¢onformeres (isolé),W et X
(monosolvatés) de Ac-Phe-NHMe (en bleu) et dedregdtarmoniques RI-B97-D non corrigés (en noir).
Les significations des symboles des modes de ibrsbnt dans la Figure B.3.3.a de 'annexe B.
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B.3.3 Comparaison des spectres théoriques des confo rméres C, W et X du
complexe (Ac-Phe-NH ; : H,0)

Ac-Phe-NH, C

. J\M s

150 200 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

|
N
o

Intensité
(unité arb.)

. * 200
b) X s | . [ 100
W L Ra I A2 Tg
. H 200
r‘w * ﬂ ~100 ©
(c) N 2 NA A 2| o0 £
ey £
. [200 2
(d) r:f_ - A v « .[100§
A VAV S0 =
& + 200
(e) 5 y +“ R . - 100
4 - x AR XA 21T

150 200 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Nombre d 'onde (cm™)

# NH : Pliage # Torsion de la chaine principale

& NH,: Pliage A Phe : Déformation dans le plan (« 6a »)
¥ NH, : Torsion v Phe : Déformation dans le plan (« 6b »)
= NH, : Bascule e Phe : Déformation hors plan (« papillon »)

Modes de vibration intermoléculaires
M Elongation des liaisons hydrogene intermoléculaires
W Rotation de H,0 / liaison (O-H,,)
M Rotation dans le plan de H,O
Bl Rotation de H,O / liaison (O-H,,.)

Contribution de la composante intermoléculaire au

mode de vibration :

*10430% *30a70% *>70%

Fig. B.3.3.a —Spectre de double résonance IR-UV du confor@ete Ac-Phe-Nkl(a) comparé a des
spectres harmonigues non corrigés calculés a pddidifférentes méthodes DFT et DFT-D :
RI-B97-D/TZVPP (b), B3LYP/cc-pVTZ (c), M06-2X/ccFg\(d) etaB97XD/cc-pVTZ (e).
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AC—Phe-NH2 W ~150
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Fig. B.3.3.b —Spectre de double résonance IR-UV du conforméde (Ac-Phe-NKk: H,O) (a) comparé
a des spectres harmonigques non corrigés calcufgartir de différentes méthodes DFT et DFT-D :
RI-B97-D/TZVPP (b), B3LYP/cc-pVTZ (c), M06-2X/ccFg\(d) etaB97XD/cc-pVTZ (e). Les
significations des symboles des modes de vibratohindiquées dans la Figure B.3.3.a de 'annexe B
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. , Ac-Phe-NH, X
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Fig. B.3.3.c —Spectre de double résonance IR-UV du conforrdéte (Ac-Phe-NHK: H,O) (a) comparé
a des spectres harmoniques non corrigés calcufgartir de différentes méthodes DFT et DFT-D :
RI-B97-D/TZVPP (b), BALYP/cc-pVTZ (c), M06-2X/ccFgV(d) etaB97XD/cc-pVTZ (e). Les
significations des symboles des modes de vibratiohindiquées dans la Figure B.3.3.a de I'annexe B
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B.3.4 Comparaison des fréequences harmoniques et anh  armoniques du
conformere X du complexe (Ac-Phe-NH 5 : H,0)
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Nombre d 'onde (cm™)

Fig. B.3.4.a —Spectre de double résonance IR-UV du conforrdéde (Ac-Phe-Nk: H,O) (a) comparé
a un spectre harmonique (b) et un spectre anharquencorrigé par la méthode PT2 (c) calculés au
niveau B97-D/cc-pVTZ. Les significations des syesdes modes de vibration sont indiquées dans la
Figure B.3.3.a de I'annexe B.
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Annexe C

C.1 Mécanisme |

Optimisation partielle Interpolatio Optimisation
iné compléte

i Imeaire-
’ \ \ .—_.M état a transfert
etat mwp, ore 0 -4 de charge
cu i
...... f 5 " (Nl Teo) Tpne”
< 3
G 2
2 "' ( 1
état fondamental 165 P rrTe o
d(N-H) (pm)

Fig. C.1.1 -Mécanisme | — ConfA: Représentation de I'énergie RI-CC2/cc-pVDZ de&atdondamental
et des trois premiers états excités du conforméede Ac-Phe-NH en fonction de I'élongation de la
liaison N-H impliquée dans I'interaction avec ledpiyle. Les encarts indiquent les géométries dugept

protégé a différents instants du mécanisme.

Optimisation partielle Interpolation Optimisation
7 linéaire compléte

état ppeTpne

AE (eV)

état a transfert de
charge (nbb/ﬂco)ﬂpée*

état fondamental 03

105 110 115 120 125 187
d(Nphe-H) (pm)

Fig. C.1.2 -Mécanisme | — Con€: Représentation de I'énergie RI-CC2/cc-pVDZ deatdondamental
et des trois premiers états excités du conforn@de Ac-Phe-NH en fonction de I'élongation de la
liaison N-H impliquée dans I'interaction avec ledpiyle. Les encarts indiquent les géométries dugept

protégé a différents instants du mécanisme.
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C.2 Mécanisme Il

C.2.1 Mécanisme Il.b

Interpolation ~ Optimisation
linéaire 2 partielle

Interpolation
linéaire 1

. état n, meo*

etat mppeTpne "

AE (eV)

Distorsion de la, 140 150 160 170 180
seconde liaison; Elongation ! d(Co. =0O) (bm
peptidique ~ C, =0 (Cpne=0) (pm)

état fondamental

Fig. C.2.1.1 -Mécanisme Il.b — ConA: Représentation de I'’énergie RI-CC2/cc-pVDZ deaté
fondamental et des trois premiers états excitésaufiorméreA de Ac-Phe-Nk

Interpolation Optimisation
linéaire partielle

\_~ = e )
état mpyepne”

2 )

R / Distorsion de la 140 150 160 170 180
état fondamental  seconde liaison d(Cpe=0) (pm)

peptidique

Fig. C.2.1.2 -Mécanisme Il.b — Con€: Représentation de I'énergie RI-CC2/cc-pVDZ deat'é
fondamental et des trois premiers états excitésoufiorméreC de Ac-Phe-Nk
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C.2.2 Energies et géométries des minimums des états excités des

phénylalanines protégées

Ac-Phe-NHMe — ConfB Ac-Phe-NH — Conf.B

E?;f'e 0 () 0() @) f;m‘; ng"e 0 ) 0() () f:mc;
M e 0,00 -15 -1,9 178,4 124 0,00 - 20,2 -15 -173,1 124
Mo -0,72 -33,9 -53,0 118,4 133 -0,71 -56,8 147 146,8 138
Miic -0,68 42,6 47,2 170,8 148 -0,72 54,1 451 176,5145
Miiq -0,63 -44,1 -438 -172,9 148 - 0,69 -55,34341 -178,4 145
Mie - 0,62 43,1 -474 130,0 148 - 0,64 50,6 -47,2 23,1 146
My s -067 -438 504 -1385 148 - 0,69 -52,6 49,8- 135,1 146

Tab. C.2.2- Energies relatives par rapport au minimum déealtéz7f (en eV) et parameétres structurels
des minimums de I'état excitérrlocalisé sur la seconde liaison peptidique (mésares de type Il) des
conformered de Ac-Phe-Nket Ac-Phe-NHMe. Les anglég et & représentent respectivement les
angles de pyramidalisation de I'atome d’azote eta®me de carbone de la seconde liaison peptigiqu
(un angle de 0° correspondant a une géométrie trid® plane). L'anglew est I'angle de torsion de la
seconde liaison peptidique défini dans la Figui@ du Chapitre 1 (angle £C-N-C,), égal a 180°
lorsque la liaison peptidique est plane et de gunfation trans. La longueur de la double liaison Qe
la seconde liaison peptidique est donnée papd

Fig. C.2.2— Géométries des minimums des états(M ) et v (M, a Ml 5) du conformerd de
Ac-Phe-NHMe.
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C.3 Mécanisme llI

C.3.1 Mécanisme lll.a

Interpolation
linéaire
Optimisation Optimisation
partielle i compléte

) Interpolation linéaire

'/D\IOO

N W B~ O

\ ...... ) ,>\
etat TppeTppe” 2

<
( )

K ...... ) 0 : E ————— —
état Distorsion de la premiére 101 110 12 141
fondamental liaison peptidique d(Ny,-H) (pm)

Fig. C.3.1.1 -Mécanisme lll.a — Con€: Représentation de I'énergie RI-CC2/cc-pVDZ de&até
fondamental et des trois premiers états excitésafiorméreB de Ac-Phe-NkH

C.3.2 Mécanisme lll.b

Interpolation : Optimi.sation ( R
linéaire : partielle
7
6
5

état mppeTpne

Distorsion de la premiére 150 160 170 180
liaison peptidique d(C,=0) (pm)

état fondamental

Fig. C.3.2.1 -Mécanisme Ill.b — ConA: Représentation de I'énergie RI-CC2/cc-pVDZ de&até
fondamental et des trois premiers états excitésafiorméreA de Ac-Phe-Nk
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Interpolation
linéaire

~ Optimisation

-
partielle '-'x:}t

- istorsi iere 152 160 170 180
état fondamental Distorsion de la premiére

liaison peptidique d(C,.=0) (pm)

Fig. C.3.2.2 -Mécanisme lll.b — ConB: Représentation de I'énergie RI-CC2/cc-pVDZ deaté
fondamental et des trois premiers états excitésoufiorméreB de Ac-Phe-Nk

Interpolation Optimisation
linéaire partielle

- état ny, meo*

k ...... ) 5
: > —s"o
etat mppeTpne 3 4 E
- N L 3 I\:/IIII.b
= |
2 H
\1
(Y M. J 07 ‘ | . A = .
état Distorsion de la 150 160 170 180 190
fondamental premiére liaison d(C,.=0) (pm)
peptidique

Fig. C.3.2.3 -Mécanisme Ill.b — Con€C: Représentation de I'énergie RI-CC2/cc-pVDZ de&até
fondamental et des trois premiers états excitésafiorméreC de Ac-Phe-Nk

- 232 -



Annexe C

C.3.3 Mécanisme lll.c

—— . o N
Interpolation Optimisation (s
. ; ~ H
linéaire partielle -
@
i A *
_ etat ny, meo
L '
état mp e < 4 M, e
i% l\j/llll. \
— 53
2

LT} - - " E
T I Distorsion de la 150 160 170 180
état fondamental premiere liaison d(Cx:=0) (pm)
peptidique

Fig. C.3.3.1 -Mécanisme lll.c — ConB: Représentation de I'énergie RI-CC2/cc-pVDZ deaté
fondamental et des trois premiers états excitésoafiorméreB de Ac-Phe-Nk

Optimisation

Interpolation
partielle

linéaire

K ...... ©)
etat TppeTpne”

4 )

\ ------ ) s 4 : r
état Distorsion de la 150 160 170 180
fond tal premiere liaison d(C,.=0) (pm)
ondamenta peptidique

Fig. C.3.3.2 -Mécanisme lll.c — Conf:: Représentation de I'énergie RI-CC2/cc-pVDZ daaté
fondamental et des trois premiers états excitésoufiorméreC de Ac-Phe-Nk
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Liste d’abréviations

- Ac : Groupement acétyle (GHCO-)

- Ala: Acide aminé alanine (R = GH

- BBO : Béta borate de baryuf3-BaB,O,)

- Bn: Groupement benzyle (-GHCeHs)

- CC : Théorie du cluster couplé

- CI: Conversion interne

- CIS : Conversion intersysteme

- CLUPS : Centre Laser de I'Université Paris-Sud a@rérance)

- Cys: Acide aminé cystéine (R = @i8H)

- DFT : Théorie de la fonctionnelle de la dengid&nsity Functional Theory)

- FELIX : Laser a électrons libres pour des expégsrinfrarougesHree Electron Laser
for Infrared eXperiments)

- FOM : Fondation pour la Recherche FondamentaléasMiatiére , Rijnhuizen (Pays-Bas)

- GGA : Approximation des gradients générali@@sneralized Gradient Approximation)

- Gly : Acide aminé glycine (R = H)

- IC : Intersection conique

- IR : Infrarouge

- IR2P-1C : lonisation résonante a deux photons a&ankeur

- IR2P-2C : lonisation résonante a deux photons & deuleurs

- KTP : Phosphate de potassium titanyl

- LFP : Laboratoire Francis Perrin, CEA, Saclay (Egn

- MALDI : Désorption-ionisation laser assistée patnica (Matrix-Assisted Laser
Desorption-lonization)

- Me : Groupement méthyle (-GH

- OPO : Oscillateur paramétrique optique

- Phe : Acide aminé phénylalanine (R = £EtHs)

- RI: Approximation de la résolution de l'identité

-  RRKM : Rice-Ramsperger-Kassel-Marcus

- TDDFT : Théorie de la fonctionnelle de la densépehdant du temgdime-Dependent
Density Functional Theory)
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- UV : Ultraviolet

- Val: Acide aminé valine (R = CH(G}})

- YAG : grenat d'yttrium et d’aluminium (¥*Als>*015)

- ZPE : Energie vibrationnelle du point zé#ero-Point Energy)
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Chaines peptidiques modeles en détente supersonique

Refroidissement conformationnel, structures et dyigae des états excités étudiés
par modélisation Monte-Carlo, spectroscopies lasehimie quantique

Résumé

Cette thése présente une étude expérimentaleaicghé de petites chaines peptidiques modéles
en phase gazeuse. Le premier objectif de ce tras@ilsistait a déterminer les conformations
préférentiellement adoptées par ces molécules eisplén vue d’obtenir des informations sur les
interactions intra- et inter-moléculaires intervendans ces systemes flexibles. La stratégie axpétale
utilisée associait la vaporisation laser a unerdéteupersonique et reposait sur la spectroscapér e
double résonance IR-UV. L’attribution finale desustures a ensuite été réalisée par comparaison des
spectres expérimentaux a des spectres issus ddscdi chimie quantique au niveau DFT-D. Dans un
deuxiéme temps, il s'agissait d'étudier la dynarmiqie relaxation électronique de ces systémes par
spectroscopie pompe-sonde et mesures de fluoresaetnen particulier la dépendance de celle-ci dvec
structure secondaire des peptides modéles.

La question de la population conformationnellent@écules flexibles en phase gazeuse est un
sujet délicat et bien souvent éludée car les Hidinns observées expérimentalement résultent d'un
passage hors équilibre lors de la détente superseniéfinissant ainsi une température conformaée
effective. Un modele statistique a été dévelopgéridant le refroidissement et les isomérisatiansis
durant la détente par une molécule. Les résultatscak modélisations reproduisent les tendances
d’évolution des rapports d'abondances entre cordtions observés expérimentalement et permettent de
fournir des ordres de grandeurs relatifs aux pmaceamis en jeu (nombre de collisions efficaces,
trajectoire dans la détente apres désorption, teahpés finales) ainsi qu'une meilleure compréhamsi
des processus de refroidissement et de relaxatigiorgnationnelle.

Les études conformationnelles ont été appliquédsux systémes modéles choisis pour étudier
des interactions structurantes intervenant dansptegtines : les interactions protéines-solvantest
interactions hydrophobes. L'étude des complexesRAe-NH : H,O) et (Ac-Phe-NHMe : KD) ont
permis d’identifier les sites de solvatation préféellement occupés par une molécule d’'eau et dins
proposer des mécanismes de formation des comptiaesla détente supersonique. Le role structurant
trés fort des interactions hydrophobes entre ckalmtérales aromatiques a pu étre mis en évidemce e
étudiant deux peptides modéles contenant un erernaint de plusieurs acides aminés phénylalanine :
Ac-Phe-Phe-NKet Ac-Phe-Phe-Phe-NH

L'étude des dynamiques de relaxation du premiat €citémirt, réalisée sur divers peptides
modeles, a permis de démontrer la présence d'eftet®ormationnels importants. Des calculs de chimie
guantique (TDDFT et CC2) réalisés sur les systéeRPhe-NH et Ac-Phe-NHMe ont montré que cet
effet pouvait étre expliqué par un transfert d'&tidon depuis le cycle aromatique présent sur &Engh
latérale vers les liaisons peptidiques de la chamcipale. Enfin, I'ajout d’'une molécule d’'eaurde
peptide Ac-Phe-NKHsemble ouvrir de nouvelles voies ultrarapidesatExation non-radiative.

Mots clés

Peptides Structures secondaires
Spectroscopie laser Refroidissement conformagéibnn
Phase gazeuse Dynamique de relaxation

Chimie quantique



Supersonic expansion of model peptides:

Conformational cooling, structures and excitedestatynamics studied
by Monte-Carlo methods, laser spectroscopy andtgoanhemistry

Abstract

The very good spectral resolution of laser spectpg achieved in the gas phase is a powerful
tool to study the folding properties and the hy@modgonding network of flexible molecules such aalsm
peptide chains. The experimental strategy usedisnwork to determine the structural propertieshalse
systems is based on IR-UV double resonance speopgsand combines laser vaporisation with a
supersonic expansion. The final assignment theninexsja comparison between experimental spectra and
DFT-D calculations. The conformational selectivitypught by gas phase laser spectroscopy also nitakes
possible to study the dependence of the dynamioslakation of electronic excited states of model
peptides with their secondary structure by usingpyprobe methods or fluorescence detection.

The issue of the conformational population of itdéx molecules cooled in a supersonic expansion
is a difficult issue, often disregarded due to tlmmequilibrium processes that control the distiimd
experimentally observed. A statistical model wasgeltgped in order to describe this collisional cogli
and the isomerizations experienced by one moleduling the expansion. These calculations were
consistent with the experimental trends in the pefmn ratios between conformations, they have
provided orders of magnitude for the different msses involved (number of collision, trajectorythie
expansion after desorption, final temperatures)abdtter understanding of the cooling processdstam
conformational relaxation.

The conformational studies have been applied to model systems selected to investigate
structural interactions involved in proteins: pinteolvent interactions and hydrophobic interactiofihe
microhydrated protected phenylalanines (Ac-Phe-NH,O) and (Ac-Phe-NHMe : D) were used to
locate the solvation sites preferentially occuplgda water molecule, which then helped to propose a
mechanism for the formation of hydrates in the ssgr@c expansion. The strong structuring propendies
hydrophobic interactions between aromatic siderghhas been revealed by studying two model peptides
containing a sequence of phenylalanine amino agid$?he-Phe-Nkland Ac-Phe-Phe-Phe-NH

A comparative study of the relaxation dynamicshef firstrirt excited state performed on various
model peptides has demonstrated the existence sifoag conformational effect. TDDFT and CC2
calculations carried out on the protected phenglaks have shown that this effect could be expthine
an excitation transfer from the aromatic ring o$ide chain toward a peptide bond of the backbone.
Finally, adding a water molecule to the protectérylalanine is also found to open new ultrafast
channels of nonradiative deactivation.

Keywords

Peptides Secondary structures
Laser spectroscopy Conformational cooling
Gas phase Excited state dynamics

Quantum chemistry



