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GLOSSAIRE

BS3 : disuccinimidyl suberate

Da : Dalton

DST : disuccinimidyl tartarate

EGS : ethyleneglycol bis-(succinimidylsuccinate)

ESI : ElectroSpray lonization

GT : GlycosylTransferase

H/D : Hydrogéne / Deutérium

LC-MS : chromatographie liquide gplée a la spectrométrie de masse
Lys-C : Endoprotéinase Lys-C

MALDI : Matrix AssistedLaser Desorption lonization

MS : Mass Spectrometry (spectrométrie de masse)

MS-MS : Mass Spectrometry-Mass Spectrométpectrométrie de masse tandem)
P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa

PBP : Penicilin Binding Protein

PDB : Protein Data Bank

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

TOF : Time Of Flight (temps de vol)

TP : TransPeptidase

Tris : Tris(hydroxyméthyl)méthylglycine

TTSS : Systeme de Sécrétion de Type |
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| NTRODUCTI ON GENERALE




Les protéines sont des composants essentigtsuddes organismes vivants. Impliqguées dans

la plupart des processus biologiques, elles peudteatdes cibles thérapeutiques et aussi des
médicaments potentiels.

Les projets de génomique et de protéomique ont permis de grandes avancées dans la
compréhension de leur fonctionnement. De n@uk génomes sont maintenant séquencés et
les génes dont sont issues les protéines @ost déterminés. Des nouvelles protéines sont
identifiées chaque jour dans difféerentgpds cellulaires ou dans différents états de
'organisme. Cependant l'identification et lacalisation des protéines ne suffisent pas a
comprendre la totalité de leunode d’action. Des études biogtifues et structurales sont
alors indispensables.

L'établissement de la relatiostructure/fonction des protéingermet la compréhension de
leur role dans les processus biologiques. De, issprotéines n'agissent que rarement seules
et sont souvent impliquées dans des complexes avec d'autres protéines, avec des acides
nucléiques ou avec des petites molécules. Difféeeméthodes sont actuellement disponibles
pour étudier la structure desopgines, comme par exemple déstallographie ou la RMN.
Méme si ces méthodes sont extrémement pedotes, elles présentent tout de méme des
limites. La cristallographie nécessite le passag&adeotéine sous la forme d’'un cristal, la
RMN peut difficilement étudiedes molécules dont la tailletesupérieure a 40 kDa, et les
deux méthodes requiérent des quantités imptasad’échantillon. Deplus, au regard du
nombre croissant de protéingdentifiées pour lesquellesobtention d’'une structure est
désirée, I'analyse systématique de toutespeet®ines nécessiterait temps considérable. Il

a donc été nécessaire de développer d'autréthodes alternatives complémentaires des
méthodes physico-chimiques claggds. C’est dans ce cadre que la spectrométrie de masse a
montré tout son potentielAssociée aux échanges hydrogé&leutérium (H/D) ou la

réticulation chimique, elle permet I'obtémm de données structles intéressantes.

Le travail réalisé durdrcette these a consisté a déveloptes méthodes innovantes utilisant
la spectrométrie de masse pour étudier la straales protéines et a appliquer ces méthodes a
une problématique biologique. Apres une degdiom de la spectrométrie de masse, qui
permettra d’apprécier toute potentialité de cet outhnalytigue, nous décrirons la méthode
des échanges H/D associés a la spectraendeimasse. Nous développerons une nouvelle
technique, basée sur la méthadi@ssique, a partir d'une prot& modele : la protéine PBP-
2X. Puis nous nous intéresserons aux rétouhs chimiques. Cette méthode récemment

associée a la spectrométrie de masse sera testée et optimisée sur le cytochrome c.



Enfin, nous pourrons appliquer ces deux nouvetiéthodes a une problématique biologique.
La structure de deux protéines, PcrV et Pcr@liopmées dans le systeme de sécrétion de type

Il de Pseudomonas aerugingssera étudiée et le complexe qu’elles peuvent former sera
caracterise.



CHAPITRE 1:

LA SPECTROMETRI E DE

MASSE




INTRODUCTION

La spectrométrie de masse est une méthode/taned qui permet de déterminer la masse
moléculaire d’'un composé chimique ou biologique.

Cette techniqgue a une place [égiée dans le domaine d&analyse grace a sa faible
consommation d’échantillon (parfois de I'ordre ldefemtomole) et donc sa sensibilité, a sa

grande résolution, et a lalagve rapidité des analyses.

Un spectrometre de masse est classiguemanpase de trois grandes parties : la source

d’ionisation, I'analyseur et lalétecteur (figure 1). Une némlule subit une ionisation au

niveau de la source. Au niveau de I'analystagjons sont séparés en fonction de leur rapport

masse sur charge (m/z). Enfin le détecteur colleesaons, quantifie leur intensité et amplifie
le signal. Ces dernieres étapes se déroaans un vide poussé pour éviter toute collision

entre les ions et les molécules de gaz.

Source

Echantillon —»! d'ionisation Analyseur | | Détecteur

Traitement des
données :
spectre de masse

Figure 1. Représentation schématique d’'un spectromeétre de masse
Un spectromeétre de masse est composé de trois grpades : la source d’ionisation qui crée g
ions, I'analyseur qui sépare les ions et le détectjui les collecte. Le traitement des données

fait ensuite par informatique et donne le spectre de masse.

_5-

se



Aprés le détecteur, un systeme informatiquame le traitement des données et génére un
spectre de masse qui précise la variatiort@urant ionique observé en fonction du rapport

m/z et permet de déterminer la mass#éculaire de I'espece analysée.

Depuis le développement des sources d'iorasatiites douces, le MALDI et I'electrospray,
par Tanaka et Fenn au cours des années 1980N&bel 2002) (Fenn et al., 1989 ; Tabet et
Rebuffat, 2003), la spectrométrie de masseramg un essor considérable dans le monde de la
biologie. Les applications dare domaine sont tres nombreuses et notamment dans I'étude
des protéines.

La spectrométrie de masse peut effet intervenir en cor@e-qualité pour déterminer la
pureté et '’homogéneéité d’'unarotéine, ou étre utilisée en protéomique pour identifier les
protéines (Gevaert et Vanderkerckhove, 2000 &st également un outil de choix dans les
études structurales pour la vérdtion fine d’'une séquence, ltzcalisation decertains motifs,

les études de changement de conformation eepléiement, la caractérisation de complexes

covalents ou non et de leurs zones d’interaction.

Les sources, analyseurs et détecteurs existantepeétre associés de maniere différente et
ainsi créer une grande vagétd’appareil. Le choix d'urtype de source ou dun type
d’analyseur dépendra de la nawde I'échantillon a analyset du type de donnée souhaité
(sensibilité, résolution girécision de mesure).

Dans cette étude nous avondisgi essentiellement quea types d’appareils : un spectrométre
de masse de type electrospray-triple qiide (API Ill, Perkin Elmer-Sciex), un
spectromeétre de masse de type electrosprayepanique (Esquire 3000+, Bruker Daltonics),
un spectrometre de masse de type elgmtaysQ-TOF (Q-TOF Micro, Waters), et un
spectrometre de masse de type MALDI-TOF (Voyager Elite XL, Applied Biosystems).



1 LES SOURCES

1.1 L’electrospray

Les sources de typeeetrospray permettent la productiditons en phase gazeuse a partir
d’'un échantillon en solution. Le fait de partitun échantillon en solution est le grand
avantage de ce type de sourém effet la majeure partie des réactions chimiques et
biologiques se déroulant en phdgpiide, I'analyse de ces rdams peut se faire de facon
simple (apres seulement un dessalage ou yreratéon par exemple). De plus, les sources
electrospray peuvent facilement étre coapléa des techniqgues de séparation de type
chromatographie liquide atlectrophorése capillaire.

Dans le mode d’ionisation electrospray, I'échantillon est solubilisé dans un solvant organique
a pH acide (ou basique) et amené par un capilians la source a pression atmosphérique.
L'extrémité du capillaire étant portée a uraut potentiel, il en résulte un champ
électrostatique entre I'extrémité du capillaire et la contre-électrode. Les ions migrent a la
surface du liquide, un spray est formé. Le procesidelectrospray peudtre assisté d’'un gaz
nébuliseur. Les gouttelettes chargées sosuitn désolvatées, puis séchées par un flux
d’azote chauffé circulant a contre courant. Gettraine une série d’éclatement de la goutte et
des ions en phase gazeuse sont fimald produits (Kebarle et Tang, 1993).

Pression
atmosphérique
Capillaire Céne de
Taylor
Formation de Vers l'analyseur
la goutte Fission des
gouttelettes
Haute
tension

Figure 2: Représentation schématique d’'une source electrospray

La haute tension fait migrer les chargebeatrémité du capillaire. Des gouttelettes
chargées sont créées. Suite a leur lgésation, elles subissé des explosions
coulombiennes, se transforment en wgouttelettes puis en nagouttelettes et enfin

en ions en phase gazeuse. Les ions sont ensuite transférés vers I'analyseur.
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Le processus de création d'igar electronébulisation peut décomposer en trois grandes
étapes : la formation du spray, la fission desttglettes et enfin la formation des ions en
phase gazeuse. (figure 2)

Les ions ainsi formés sont ensuitansférés vers I'analyseur.

1.1.1 La formation du spray.

Le spray est formé par la différence de poterdigle I'extrémité du capillaire et la contre-
électrode (de 2 a 6kV). Le changélectrostatique qui en résulteduit la migration des ions

positifs et négatifs. Si leapillaire est considéré comme dtkncathode, les ions positifs vont
migrer vers I'extrémité du cdfaire. Les forces de répulsialies charges vont alors augmenter

et dépasser la tension de surface du solvagtalformation d’'un ménisque qui va s'étendre

en suivant la ligne des champs électrique,tdescéne de Taylor (Figure 3). Lorsque le
champ électrique a I'extrémité de ce cdne sera assez important, des fines gouttelettes seront
emises. La source electrospray peut étre apfisees une cellule électrolytique dans laquelle

se passe une réaction d’oxydoréduction entre lelaapilet le solvant. Ce mode de création

de gouttelette est appelé « mécanisme électrophorétique ».

Réduction

Oxydation

Haute
tension

Figure 3 : Représentation schématique de la création du spray

La source est assimilée a une cellule électrolytique
D’aprés Wong et al., 1988
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1.1.2 Lafission des gouttelettes

Les gouttelettes du spray sont progressivemesppareées avec l'aide du gaz rideau d’'azote a
contre-courant et de la température a l'intezfalces charges se concentrent alors dans la
goutte dont le rayon diminue. Les forces répulsion coulombiennes augmentent jusqu’a
devenir supérieures aux forces de cohésion deuée. On atteint alors la limite de Rayleigh,

et une fission coulombienne a lieu. Ce phénomemeepete plusieurs fois, les gouttelettes

deviennent des micro-gouttelet{msis des nano-gouttelettes.

1.1.3 La formation des ions en phase gazeuse

Lorsque la goutte atteint un diameétre de 10 nm environ, on ne connait pas les phénomenes
exacts qui conduisent a I'ion en phase gazeBkesieurs modeéles ont été proposeés, les deux

principaux sont le modéle de Dole et le modele d’Iribarne et Thomson.

1.1.3.1 Le modéle de Dole.

Il estime que si le processus de division fission coulombienne vassez loin, et si la
solution est suffisamment diluée, on finit paltenir une goutte qui contient une seule
molécule avec une ou plusieurs charges. Cette molécule passe alors sous phase gazeuse apres

évaporation du solvant (Dole &t, 1968). C’est le modele dee goutte séche. (figure 4)

Fission

Figure 4: Le modeéle de Dole

L’ion en phase gazeuse est produitesa une ultime fission coulombienne
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1.1.3.2 Le modeéle d'Iribarne et Thomson

lls ne penchent pas pour un éclatement dgol#telette mais pour une évaporation ionique.
L’ion serait alors extrait patésorption de champ (Iribare¢ Thomson, 1976), (figure 5).

DESORPTION D’'ION

Figure 5: Le modele d’Iribarne et Thomson

Le champ électrique a la surface de la goutte est si intense que I'ion est extrait paf
désorption de champ.

Il n'est pas possible de conclure sur un mécanjs@eis quant a la création de l'ion en phase
gazeuse, chague modéle présentant des limites. Le modele de Dole parait compliqué a
appliquer a des solutions tres concentrées, gaantnodéle d’lribarne et Thomson, il est
difficilement concevable pour des macromolésudlogiques pour demisons cinétiques et
thermodynamiques. Dans la pratique, le pssos de création des ions pourrait dépendre de

'analyte et se rapprocher des dena@déles a la fois selon les cas.

1.1.4 Le calcul de la masse

L’ionisation de type electrospray est caractérisée par la formation d’'ions multichargés. Les
ions sont déja présents en solution sous éodanions ou de cations. En mode positif, les
charges sont apportées par des protonetHpar des cations NaK*, NH4", le plus souvent

issus du solvant. Dans le cas de I'analyse des peptides, on considére que les charges positives
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sont issues de la protonati@u groupement NH2 terminal des résidus basiques (lysine,
arginine et histidine) ou de teeutralisation des charges négesi. Les charges négatives dans
le cas des analyses en mode négatif sont &ékesdéprotonation des résidus acides (acide
aspartique, acide glutamique) et du groupen¥»OH terminal ou a decontre-ions (Loo et
al., 1988).

Le spectre de masse d’'une gint correspond aux intensitésateves des ions multichargés
en fonction de leur rapport m/Cette répartition statistique deus les états de charge de
'échantillon a généralement l'allure d'unewbe de Gauss. La masse moléculaire est

calculée a partir de deux étalse charge consécutifs graeela résolution d’'un systéme
d’équations.

m1=(M+n)/n
m2=M+n+1)/(n+1)

Avec ml et m2 les valeurs de m/z de deux pics consécutifs (avec m1>m2), M la masse du
produit analysé et n I'état deange du pic m1. Cette équation n’ealable que dans le cas ou

la charge est apportée par un proton.

Des logiciels de déconvolution permettent daliser ce calcul et d’obtenir ainsi un spectre
déconvolué (ou spectre reconstrudg la protéine qui représerdecette foisl'intensité en

fonction du poids moléculaire et non pks fonction du rapport m/z (figure 6).

A : Spectre de masse de la myoglobine B : Spectre reconstruit de la myoglobine

Figure 6: Spectre de masse (A)et spectre recdnst (B)en Da de la myoglobine.
Chaque pic sur le spectre de masggeésente un état de chadgela protéine (ici de 11 a 22)
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1.2 Le MALDI

L’ionisation de type MALDI (Matix-assisted laser desorpti@misation) est un autre type
d’ionisation douce tres utilisé dans I'analyse des protéines.

La technigue MALDI permet le passage delénales trés polaires et/ ou thermiquement
fragiles a I'état solide sous forme d'ions intacts a I'état gazeux.

Les produits a analyser sont dissous dansnuaieice qui posséde une forte absorption a la
longueur d’onde du laser utiliséet vont ainsi pouvoitransmettre I'énergie du laser aux
analytes a ioniser. Irradiation du mélange pde laser va provoquer l@épot d’énergie dans
la phase condensée par excitat@ectronique des molécules denfatrice. Il y a formation
d’'un plasma et les ions sont désorbés par teaindé protons entre la matrice photoexcitée et
la substance analysée (figure 7). Ce mécanisnieadsfert est encore aujourd’hui mal défini
mais pourrait résulter de réactions acide/base ¢a matrice et 'angte (Busch et al., 1995).
Lorsque les ions sont formés, ils peuvemnte éaccélérés par I'application d’'un champ

électrostatique.

matrice Photon (laser UV)

Désorption
lonisation

%ﬁ Evaporation de la
[
Ay

Analyte sous forme
protonée

analyte

Figure 7 :Schéma du processus de désorption/ionisation

Le mélange matrice/échantillon (avec un large exieematrice) est déposé sur une plague en
métal. Aprés évaporation du solvant, la matri@a alors co-cristalier avec l'analyte. Le
diamétre de la surface irradiée est de I'erde 100 a 500 um. Ainsi, 'impact faible du laser

permet de transmettre une ggda quantité d’énergie par unitle matrice, en minimisant
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toutefois la dégradation potentielle de I'éctillon que le faisceau laser incident aurait pu
générer. Le type de laserptus souvent utilisé est le lase azote qui a une longueur d’onde
de 337 nm. Le choix de la matrice est trés ingyur il va dépendre du laser utilisé, mais aussi
du composé a analyser (et notamment de la gademaasse dans laquelle il se situe). Les
plus couramment utilisées pour I'analyse gestéines et des peptides sont l'acide 2,5-
dihydroxybenzoique (2,5-DHB) (Kas et al., 1990) et les dérivés de I'acide cinnamique
(Beavis et al., 1989 et 1992pmme l'acide férulique, I'ade sinapinique et I'acide-cyano-
4-hydroxycinamique.

L’intérét majeur de la technique d’ionisatithALDI est de créer essentiellement des ions
monochargés (ou faiblement chargés), et d'dawsiiter I'interprétati