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INTRODUCTION GENERALE

Avec le développement des techniques d'ionisation dites « douces » telles que [I'électrospray !
permettant I'analyse de biomolécules intactes, la spectrométrie de masse permet d'aborder I'étude
d'un grand nombre de mécanismes biologiques fondamentaux impliquant des partenaires de
différentes natures (protéines, oligonucléotides, peptides, ligands naturels ou de synthese, etc.). C'est
précisément la maniére dont ces partenaires interagissent entre eux qui permet de décrire le

fonctionnement des machineries moléculaires impliqu ées dans ces processus

Alors que les approches protéomiques s'intéressent a I'identification et la quantification des protéines,
ainsi qu'a la caractérisation fine de leur structure primaire, la spectrométrie de masse
« supramoléculaire » a pour objectif d'étudier les interactions intervenant entre biomolécules. En
effet, la possibilité d'ioniser et de transférer en phase gazeuse des complexes biologiques non-
covalents intacts a été démontrée pour la premiere fois en 1991 a l'aide d’'une source d'ionisation
électrospray.z' ® Durant les premiéres années qui ont suivi ces travaux précurseurs, les quelques
laboratoires au monde qui se sont intéressés a cette technique et dont le nétre fait partie,“'6 ont
largement contribué au succes actuel de la spectrométrie de masse supramoléculaire. De nos jours,
cette technique intervient a plusieurs niveaux dans la caractérisation des édifices non-covalents : elle
permet entre autres de déterminer des stoechiométries d'interaction, d'étudier la spécificité de
reconnaissance entre biomolécules, d'étudier leur conformation ou encore d'évaluer I'affinité et de
suivre la dynamique de formation de complexes.” Par ailleurs, il est important de mentionner que
I'histoire et le succés de la spectrométrie de mass e supramoléculaire sont intimement liés aux



développements instrumentaux  réalisés durant toutes ces années et qui permettent aujourd’hui
d’analyser des complexes de diverses natures allant de quelques centaines a plusieurs millions de

Daltons.”®

Dans ce contexte général, I'objectif de ce travail de thése est de contribuer au développement de
I'approche de spectrométrie de masse supramoléculaire, en procédant pour cela aux développements
méthodologiques permettant d’exploiter le potentiel de technologies récentes, telles que le nanospray
sur puce microfluidique, ainsi que le couplage entre la spectrométrie de mobilité ionique et la
spectrométrie de masse. Plus particulierement, il s’'agit de développer les stratégies d'analyse et
d’optimisation instrumentale et de les mettre en application dans différentes problématiques
biologiques, allant de la caractérisation de complexes protéine / ligand jusqu’'a I'étude d’'édifices
supramoléculaires de haute masse moléculaire faisant intervenir de multiples partenaires comme
dans le cas des complexes protéine / oligonucléotide. Ce manuscrit s’articule ainsi en quatre
parties qui toutes visent a étendre les applications de la spectrométrie de masse supramoléculaire a

I'étude des interactions spécifiques en biologie :

» La premiere partie fait I'objet d’'un rappel bibliographique destiné a placer ce travail de thése
dans le contexte actuel des connaissances et des compétences acquises en spectrométrie de

masse supramoléculaire.

» La deuxieme partie est consacrée aux développements méthodologiques liés a la mise en
place de I'automatisation des analyses nanospray sur puce microfluidique. Deux exemples y
sont présentés afin dillustrer I'apport de cette technologie en spectrométrie de masse
supramoléculaire : i) I'étude des interactions entre calixarenes et leucotoxines, des toxines
protéiques intervenant dans les maladies nosocomiales, et i) ['étude de [état
d'oligomérisation de DAPK, une protéine a activité kinase intervenant dans les processus

menant a la mort cellulaire.

» La troisieme partie se rapporte a I'étude de protéines intervenant dans la modification post-
transcriptionnelle de I'ARN. Les stratégies analytiques mises en ceuvre pour la détection
directe de complexes protéine / ARN sont présentées et illustrées au travers de trois
exemples portant respectivement sur les protéines Trml, Tgt et sur la reconstitution de

complexes ribonucléoprotéiques a boites H/ACA.

» La quatrieme partie est finalement consacrée au couplage entre spectrométrie de mobilité
ionique et spectrométrie de masse. Le principe de fonctionnement du Synapt HDMS y est
présenté et le potentiel qu’il offre pour I'étude de protéines intactes et de complexes non-
covalents est illustré dans deux études portant premiérement sur la caractérisation de
complexes anticorps / antigéne, et deuxiéemement sur I'étude des interactions ligand-

dépendantes entre un facteur de transcription et son ADN cible.
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CHAPITRE |

Les Interactions Non-Covalentes en Biologie :
Description et Caractérisation

Ce premier chapitre consiste en un rappel introductif sur les interactions non-covalentes et les
techniques biophysiques couramment mises en ceuvre pour caractériser des édifices biologiques

supramoléculaires.



1) GENERALITES CONCERNANT LES INTERACTIONS NON-COVALENTES

L'étude des mécanismes fondamentaux intervenant dans le fonctionnement cellulaire nécessite une
compréhension détaillée de la maniére dont les biomolécules (protéines, ARN, ADN, etc.)
interagissent ensemble. En effet, il a été estimé que prés de 80% des protéines ne fonctionnent non
pas seules mais en complexe.lO La formation de tels édifices supramoléculaires résulte d'une
complémentarité stérique et interactionnelle entre les différents partenaires.'’ Ainsi, les
interactions non-covalentes jouent un réle prépondérant dans les processus de reconnaissance
moléculaire , car elles régissent non seulement la structure tridimensionnelle  des biomolécules,
mais assurent également I'intégrité des complexes non-covalents . Ces interactions non-covalentes

peuvent avoir différentes origines qui sont résumées ci-dessous.
1.1) Les interactions d’'origine électrostatique
1.1.1) Les interactions ioniques

Ces interactions qui interviennent entre des ions peuvent étre attractives (charges de signes opposés)
ou répulsives (charges de mémes signes). Leur énergie est inversement proportionnelle au carré de la
distance séparant les charges, et il s’agit donc d’interactions ayant lieu a longue distance . Leur
énergie est également inversement proportionnelle a la permittivité élect rique relative du milieu

(€), expliguant ainsi le renforcement de ce type d’'interactions lors du passage de la solution (¢ = 80)

au vide (¢ = 1). L'énergie des interactions ioniques peut atteindre plusieurs centaines de kJ/mol.*

1.1.2) Les interactions de Van der Waals
Les interactions de Van der Waals sont la résultante de trois contributions :*?

» Les interactions de Keesom interviennent entre des molécules polaires. La présence
d’atomes d’électronégativités différentes au sein d'une molécule provoque une déformation du
nuage électronique et donc I'apparition d'un dipble permanent. Les molécules polaires sont

ainsi capables d’'interagir ensemble via des interactions de type dip6le-dip6le .

» Les interactions de Debye apparaissent lorsqu'une molécule polaire provoque la
polarisation du nuage électronique d'une moléculaire apolaire, résultant ainsi en une

interaction de type dipdle-dipdle induit

» Les interactions de London interviennent entre des molécules apolaires. En effet, a un
instant donné, la dissymétrie du nuage électronique de I'une des molécules se traduit par la
formation d’'un dipdle instantané qui provoque une déformation du nuage électronique de
'autre molécule, résultant ainsi en la formation d'interactions de type dip6le instantané-
dipble induit . Bien que faibles, ces interactions sont particulierement nombreuses car elles
concernent toutes les molécules et représentent de ce fait la contribution la plus importante

des forces de Van der Waals.



L'énergie des interactions de Van der Waals est de l'ordre du kJ/mol. Tout comme les interactions
ioniques, I'énergie de ces interactions est inversement proportionnelle a la permittivité élect rique
relative du milieu et augmente donc lors du passage de la solution a la phase gazeuse.13 De plus,

ces interactions ont lieu a courte distance car leur énergie est inversement proportionnelle a la

distance puissance six qui sépare le centre des dip6les en interaction.™
1.1.3) Laliaison hydrogéne

La liaison hydrogéne est essentiellement d'origine électrostatique et intervient lorsque dans une
molécule, un atome d’hydrogéene est porté par un atome de forte électronégativité (O, N, S et F
typiquement).** L’atome d’hydrogéne porte alors une charge partielle positive et peut ainsi interagir
avec un autre atome portant un doublet électronique libre. L'énergie de ce type de liaison est

généralement de 10-40 kJ/mol."

1.2) L’effet hydrophobe

La présence de molécules apolaires en milieu aqueux se traduit par une réorganisation des molécules
d’eau de sorte qu'elles puissent former un maximum de liaisons hydrogéne entre elles, provoquant ainsi
une diminution de I'entropie du systéme. Ainsi, I'association entre molécules apolaires est un processus
énergétiquement favorable car il s'"accompagne d’'une augmentation de I'entropie  du systéme liée a
« I'éjection » des molécules d’'eau situées a I'interface des molécules apolaires entrant en interaction.™
En raison de I'absence de solvant, on assiste a une réduction considérable de I'énergie d’interaction liée

a I'effet hydrophobe lors du passage d’'un milieu aqueux a la phase gazeuse.
1.3) Interactions totales d'attraction et de répuls  ion

L'ensemble des forces d'attraction provoque le rapprochement des molécules jusqu’a atteindre une
distance d’équilibre en raison de I'apparition de forces répulsives dues a I'impénétrabilité des nuages
électroniques. Ainsi, I'’équilibre entre interactions attractives et répulsives conduit a la formation des
liaisons non-covalentes dont I'énergie varie de quelques kJ/mol a quelques centaines de kJ/mol, et sont
ainsi considérées comme des liaisons faibles en comparaison aux liaisons covalentes dont I'énergie est

de I'ordre de plusieurs centaines de kJ/mol.*?

2) TECHNIQUES DE CARACTERISATION D’EDIFICES SUPRAMOLECULAIRES

La caractérisation de biomolécules et de complexes non-covalents fait appel a différentes techniques
biophysiques, dont la complémentarité des informations fournies permet de décrire en détail les
interactions entre partenaires de diverses natures. Dans les paragraphes suivants sont brievement
présentés les principes de techniques biophysiques couramment utilisées, en particulier celles ayant
été mises en ceuvre en complément de la spectrométrie de masse supramoléculaire au cours des

travaux présentés dans la suite du manuscrit.



2.1) La chromatographie d’exclusion stérique (SEC)

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC — size exclusion chromatography) est une technique
basée sur la séparation des molécules en fonction de leur volume hydrodynamique. Les analytes
contenus dans la phase mobile sont élués sur une colonne chromatographique contenant une phase
stationnaire inerte de porosité bien définie. Tandis que les molécules de petites tailles parviennent a
pénétrer dans le volume poreux, les molécules plus volumineuses en sont partiellement ou totalement

exclues, résultant ainsi en un temps d’élution plus court.

Cette technique peut étre utilisée a des fins préparatives (ex : échange de tampon — cf. Chapitre lll,
1.1.2) ou analytiques. En effet, 'emploi d'un étalonnage adapté permet dévaluer le volume
hydrodynamique de biomolécules (rayon de Stokes) ou encore d’estimer des masses moléculaires."
De plus, cette technique permet également d’'accéder a des constantes d'affinité et de mettre en
évidence des changements conformationnels.** En raison de sa résolution relativement limitée, la
chromatographie d’exclusion stérique reste essentiellement employée pour déterminer des états

d’oligomérisation de protéines ou des stocechiométries d’interaction entre molécules de grandes tailles.
2.2) Larésonance plasmonique de surface (SPR)

La résonance plasmonique de surface (SPR — surface plasmon resonance) est une technique
permettant de suivre l'interaction entre un analyte récepteur greffé sur un biocapteur a la surface
duquel circule I'analyte ligand en solution. Le biocapteur est constitué d'un substrat en verre sur lequel
est déposée une fine couche de métal (ex : or), dont la fonctionnalisation permet ensuite de greffer le
récepteur. En illuminant l'interface métal / liquide, il existe un angle d’incidence pour lequel I'onde
lumineuse excite les plasmons de surface qui entrent alors en résonance et provoquent ainsi une
chute d'intensité de I'onde réfléchie. Cet angle de résonance dépend de l'indice de réfraction de
'environnement proche de linterface métal / liquide et varie donc en fonction des molécules
adsorbées a la surface du biocapteur, permettant ainsi de mettre en évidence I'existence d’'une

interaction entre le récepteur greffé et le ligand circulant en flux continu.™> *°

Le suivi en temps réel de I'étape d’association (flux de ligand dilué dans le tampon d’analyse), puis de
'étape de dissociation (flux de tampon seul) du complexe permet de déterminer a la fois des
steechiométries d’interaction, ainsi que des constantes cinétiques d’association (ko,) et de dissociation
(koff). Ces informations permettent ainsi d’accéder a la constante d’affinité (Ka) de complexes non-

covalents.

Finalement, notons qu’a la fin de chaque cycle intervient une phase de régénération du biocapteur
permettant de le réutiliser a plusieurs reprises. En dehors des difficultés de régénération des
biocapteurs aprés analyse d'un ligand de haute affinité, I'une des limitations de cette technique
provient de la nécessité de greffer 'un des partenaires, une étape qui peut se révéler délicate et
source d’'artefacts (réduction de la flexibilité de la molécule immobilisée, greffe a proximité du site actif,

etc.).



2.3) Les techniques de fluorescence

La fluorescence est le processus par lequel I'absorption d’'un photon par une molécule est suivie par
I'émission d’un photon de longueur d’'onde plus grande par cette méme molécule. Il existe différentes

techniques basées sur ce phénoméne parmi lesquelles on distingue notamment ;

» La polarisation ou anisotropie de fluorescence . la rotation de petites molécules
fluorescentes en solution est suffisamment rapide pour que I'’émission de fluorescence se
fasse de maniére isotrope. Cependant, I'interaction de cette molécule avec un partenaire de
grande taille (ex: protéine, oligonucléotide) provoque un ralentissement des rotations du
fluorophore, et I'émission de fluorescence se fait alors de maniére anisotrope. La mesure de
I'anisotropie de fluorescence permet non seulement de mettre en évidence I'existence d’'une
interaction, mais également de déterminer des constantes d’affinité de complexes non-
covalents via des expériences de titrages. De plus, la rapidité et la sensibilité de cette
technigue en font un outil de choix pour le criblage haut débit de banque de ligands capables

d’interagir avec une protéine cible.”

» Le FRET (fluorescence resonance energy transfer ) : cette technique est basée sur le
transfert d’énergie entre fluorophores situés a proximité I'un de I'autre (< 10 nm). Ce transfert
d'énergie est possible lorsque la longueur d’onde d’émission du fluorophore donneur
correspond a la longueur d’'onde d’absorption du fluorophore accepteur. L'existence d’'un
transfert de fluorescence indique la proximité des deux fluorophores et permet ainsi de mettre
en évidence linteraction entre partenaires ou encore I'existence de changements

conformationnels au sein d’une molécule.*®

Ces techniques disposent d'une trés bonne sensibilité mais présentent le désavantage de nécessiter
le greffage de sondes fluorescentes aux molécules ne disposant pas de propriétés de fluorescence
intrinséques. Notons finalement que les techniques de fluorescence offrent un avantage particulier qui
est celui de permettre I'étude des interactions protéine / protéine directement au sein de cellules

vivantes."
2.4) La microcalorimétrie

Le principe de la microcalorimétrie consiste a mesurer les échanges thermiques liés a une réaction de
complexation lors du titrage d'un récepteur par un ligand. Cette technique permet de déterminer les
parameétres thermodynamiques de réactions de complexation, tels que les différences d’enthalpie libre

(AG), d’enthalpie (AH) et d’entropie (AS) d’ou sont déduites des constantes d’affinité.

Par ailleurs, I'ajustement de modeles théoriques aux résultats expérimentaux permet également de
déterminer des stoechiométries d’interaction. Cette technique est donc particulierement informative

mais présente un débit d’analyses relativement réduit (10 échantillons / jour).*’



2.5) Ladiffusion des rayons X aux petits angles (S  AXS)

La diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS — small angle X-ray scattering) est une technique qui
consiste a mesurer l'intensité des rayons X diffusés par un échantillon en solution en fonction de I'angle
de diffusion.?® Cette technique permet de déterminer le rayon de gyration de biomolécules, c’est-a-dire
le rayon de la sphére présentant les mémes propriétés rotationnelles que I'analyte. En plus de cette
information concernant la taille globale de I'analyte, la modélisation des données de SAXS permet
d’'accéder a des informations de basse résolution sur la structure tridimensionnelle de biomolécules en

solution.?® #

Notons finalement que cette technique est bien adaptée a I'étude des complexes formés
entre molécules de grandes tailles (protéine, ARN, ADN) mais ne permet pas d'étudier de maniére

directe la fixation de ligands de petites tailles sur des biomolécules cibles.
2.6) La cristallographie

La cristallographie est une technique permettant d’obtenir la structure tridimensionnelle de protéines,
ADN ou ARN, ainsi que de complexes non-covalents, et se base pour cela sur le phénoméne de
diffraction des rayons X par I'échantillon cristallisé. Il s’agit donc d'une technique extrémement
informative qui renseigne sur la structure de biomolécules a I'échelle atomique, permettant ainsi de
comprendre le détail des interactions non-covalentes inter- et intramoléculaires. De plus, la
connaissance de la structure tridimensionnelle d’'une protéine seule permet d’identifier d’éventuels sites
de fixation, servant ainsi de base au travail de développement de ligands de synthése. Cette technique
peut cependant se heurter a certaines limitations, telles que I'obtention de cristaux ou la possibilité de
produire les échantillons en quantités suffisamment élevées (de I'ordre du mg).l7 La miniaturisation et
lautomatisation des étapes de cristallisation permet désormais d'atteindre un débit d’'une centaine

d’'analyses par jour dans le contexte du criblage de ligands d’une protéine cible.”
2.7) Larésonance magnétique nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique dont le principe repose sur l'interaction
entre un champ magnétique et les noyaux atomiques disposant d’'un spin non nul, tels que ceux des
atomes d’hydrogéne. Tout comme la cristallographie des rayons X, cette technique permet de
déterminer la structure tridimensionnelle de biomolécules et dispose de I'avantage supplémentaire de
permettre une caractérisation de I'échantillon directement en solution, avec la possibilité de remonter a

des informations de dynamique.

Longtemps limitée a des molécules de masses inférieures a 30 kDa, les développements actuels
tendent & repousser cette limite qui se rapproche ainsi des possibilités offertes par la cristallographie.”
Concernant les interactions protéine / ligand, cette technique permet de vérifier I'existence d'une
interaction sans avoir & résoudre la structure tridimensionnelle,”® permettant ainsi d’atteindre des débits
d’'analyse compatibles avec le criblage de ligands potentiellement capables de se fixer a une protéine
cible (10-1000 échantillons / jour).17 Finalement, il faut noter que cette technique nécessite des
quantités relativement importantes d’échantillon (de I'ordre du mg) pouvant étre une limitation dans

certains cas.



3) CARACTERISATION D’EDIFICES SUPRAMOLECULAIRES PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

24, 25 et

L'avenement des techniques d’ionisation MALDI (matrix assisted laser desorption / ionization)
ESI (electrospray ionization)26 a révolutionné la spectrométrie de masse (MS) dans les années 90 en
raison de leur capacité a ioniser et transférer en phase gazeuse des biomolécules intactes sans les
fragmenter. La relative « douceur » de ces techniques d'ionisation a par ailleurs trés tot permis

d’analyser des complexes non-covalents intacts en phase gazeuse.z' 3,27:30

3.1) Détection de complexes non-covalents par MALDI  -MS

L’ionisation MALDI consiste a irradier un échantillon co-cristallisé  au sein d’'une matrice a l'aide
d’'un bref tir laser , permettant ainsi a I'analyte d’'étre désorbé et ionisé en phase gazeuse. Un certain
nombre d’'articles ont rapporté I'utilisation de cette technique d’ionisation pour I'analyse de complexes

non-covalents intacts en phase gazeuse.””*

Cependant, I'ionisation MALDI reste peu utilisée pour ce
type d'applications en raison de la difficulté de préserver l'intégrité d’édifices biologiques maintenus

par des liaisons faibles lors du processus de désorption / ionisation.

En effet, I'utilisation de matrices organiques acides, I'incorporation de I'analyte dans les cristaux de
matrice ou encore I'énergie transmise par le tir laser sont autant d'étapes pouvant engendrer la
dissociation des complexes non-covalents  .** Par ailleurs, il a été noté dans certains cas que seul
le premier tir laser sur une zone non irradiée située en surface du dép6t de matrice permet de
préserver les associations non-covalentes lors du processus de désorption / ionisation, un phénoméne
connu sous le nom de « first shot phenomenon »,30:35,36

Ce manque apparent de robustesse (concernant le maintien des interactions non-covalentes) est ainsi
a l'origine du développement de stratégies alternatives. Par exemple, le pontage covalent des
partenaires en interaction permet de stabiliser les complexes préalablement a I'analyse par ionisation
MALDI,*"* tandis que la méthode appelée « intensity-fading MALDI » permet de mettre en évidence
I'existence d’'une interaction récepteur / ligand de maniére indirecte en détectant une diminution de

lintensité du ligand libre suite a I'ajout du récepteur.*® **

3.2) Détection de complexes non-covalents par ESI-M S

L'ionisation électrospray consiste a ioniser et transférer les analytes en phase gazeuse en appliquant
une forte différence de potentiel entre le liquide cont  enant I'échantillon et une contre-
électrode .*® Il s’agit d'une technique d’ionisation plus « douce » encore que l'ionisation MALDI, et le
fait de pouvoir conserver des conditions plus proches du milieu physiologique (échantillon dilué dans
une solution aqueuse a pH neutre) a trés tét permis de détecter des complexes non-covalents en
phase gazeuse par ESI-MS.” ® Les nombreuses études fondamentales qui ont suivi ont ainsi permis
de mieux comprendre et de mieux maitriser cette technique d’ionisation. Les caractéristiques de la
source ESI qui seront détaillées dans le chapitre Il expliquent qu'il s’agit aujourd’hui de la technique

d’ionisation par excellence pour I'étude de complex es non-covalents .






CHAPITRE I

Théorie et Instrumentation en
Spectrométrie de Masse Supramoléculaire

Ce chapitre est consacré a la description des instruments utilisés en spectrométrie de masse
supramoléculaire. En incluant des éléments historiques et théoriques utiles a la compréhension des

parties suivantes, il décrit la maniere avec laquelle la nature des échantillons influence les choix
instrumentaux.



1) INSTRUMENTATION EN SPECTROMETRIE DE MASSE SUPRAMOLECULAIRE — GENERALITES

De maniére générale, un spectrométre de masse peut étre divisé en quatre régions dont les réles sont

indiqués par la figure 1.

Systeme : . ! Traitement
[iivcamulingl » Source Interface Analyseur Détecteur > sl
i | dionisation | 9
Production et Transmissiondes Discriminationdes Détection
transfertdesions ions de la source ions en fonctionde desions
en phase gazeuse vers 'analyseur leurrapportm/z

Spectrometre de masse

________________________________________________________________________________________________________________________________

Figure 1 : Représentation schématique d'un spectrométre de masse.

Les ions produits dans la source sont guidés dans l'interface de l'instrument a I'aide de gradients de
pression et de champs électriques et arrivent finalement dans I'analyseur qui permet de mesurer leur
rapport m/z. En MS supramoléculaire, le choix de la source et du type d’analyseur est guidé par deux

contraintes principales liées aux caractéristiques des complexes non-covalents a étudier :

» La nature labile des édifices supramoléculaires impose [l'utilisation d'une source
d’ionisation « douce » capable d'ioniser et de transférer en phase gazeuse ces complexes
tout en préservant leur intégrité. Pour cela, la désorption / ionisation laser assistée par matrice

4.2 et I'ionisation électrospray (ESI)*®

(MALDI - matrix assisted laser desorption / ionization)
sont deux techniques permettant d’ioniser des biomolécules sans les fragmenter. Cependant
avec une source MALDI, la détection de complexes non-covalents intacts reste difficile,
notamment en raison des conditions de préparation de I'échantillon imposées par la technique
d'ionisation (matrice acide, solvant organique, cristallisation de I'échantillon, etc.).** De ce fait,

les travaux actuellement publiés font quasi-exclusivement appel a la source ESI.

» La masse de ces complexes pouvant aller de quelques milliers & plusieurs millions de
Daltons (Da) , il est nécessaire de disposer d’'un analyseur capable de couvrir une gamme de
rapports m/z allant de quelques centaines a plusieurs dizaines de milliers de m/z. De ce fait, la
grande majorité des travaux réalisés aujourd’hui en MS supramoléculaire fait appel a
'analyseur a temps de vol (TOF : Time Of Flight) qui allie rapidité, résolution, sensibilité et

gamme de rapports m/z étendue.

Compte tenu de ces contraintes, I'ensemble de ce travail de thése a été effectué a I'aide d’instruments
de type ESI-TOF. Il faut par ailleurs noter que l'analyse d’édifices non-covalents intacts en phase
gazeuse nécessite une optimisation fine des paramétres instrumentaux, et donc une connaissance
détaillée du fonctionnement de ces spectrométres de masse. La suite de ce chapitre sera donc
consacrée a la description des instruments utilisés au laboratoire, en mettant un accent particulier sur
le principe et les caractéristiques de la source ESI, de I'analyseur TOF, ainsi que de l'interface de ces

spectrometres de masse.



2) LES GRANDS DEVELOPPEMENTS INSTRUMENTAUX EN MS SUPRAMOLECULAIRE — QUELQUES

ELEMENTS D’HISTORIQUE

Depuis la fin du XIX® siécle marquant les débuts de la MS, les progrés techniques qui ont été réalisés

notamment dans les domaines de I'électronique et de linformatique, ont engendré d'importants

développements instrumentaux en MS.

42 %3 Ci-dessous sont résumées les grandes étapes ayant

conduit aux instruments actuellement utilisés en MS supramoléculaire (figure 2) :

4

1946

1948

1953 :

1968 :

1969 :

1973 :

1984 :

1984 :

1985 :

1987 :

. Stephens énonce le principe de fonctionnement de I'analyseur TOF en proposant pour la

premiére fois de mesurer le temps de vol des ions afin de déterminer leur rapport m/z.*

. Cameron et Eggers assemblent le premier spectrométre de masse incluant une source

d’ions couplée & un analyseur TOF.*®

Paul (Prix Nobel 1989) décrit le principe du filtre de masse quadrupolaire je
Dole propose l'utilisation de I'ESI comme source d'ionisation de macromolécules en
Ms.*

Les travaux du groupe de Gerlich conduisent a I'élaboration d’'un guide d’ions constitué
de lentilles annulaires a I'origine des guides d'ions de type ion funnels et stacked ring ion

guides.*®

Le groupe de Mamyrin décrit le principe de fonctionnement du réflecteur électrostatique

permettant d’améliorer la résolution des analyseurs TOF.*

Fenn (Prix Nobel 2002) rapporte pour la premiére fois le couplage entre une source ESI
et un spectrométre de masse muni d’'un analyseur quadrupolaire. Il démontre ainsi qu'il
est possible d’obtenir des ions en phase gazeuse a partir de molécules non volatiles sans

les fragmenter.l

Glish et Goeringer décrivent le premier spectrométre masse ESI-Q-TOF incluant un filtre
de masse quadrupolaire, une cellule de collision et un analyseur TOF, permettant

successivement d'isoler un ion, de le fragmenter et d’en analyser les fragments.50

Le groupe de Karas et Hillenkamp introduisent l'ionisation MALDI,** dont la capacité
d’ioniser des protéines intactes est illustrée dés les années suivantes par le méme
groupe ainsi que par Tanaka (Prix Nobel 2002).%% >

Le groupe de Dodonov élabore un systeme d’'accélération orthogonale des ions dans
le TOF (0aTOF), permettant son couplage avec une source d'ions continue telle que
'ESI.>



1991

1994 :

1996 :

1997 :

2000 :

2004 :

. Les travaux des groupes de Chait et Henion révélent que des édifices maintenus en
solution par des liaisons non-covalentes peuvent étre ionisés et transférés en phase
gazeuse grace a I'ESI, et cela tout en conservant leur intégrité structurale : cette
découverte marque les débuts de la MS supramoléculaire >3

Le groupe de Standing assemble le premier spectromeétre de masse équipé d’'une source
ESI et d'un analyseur TOF muni a la fois d’'un systéme d’accélération orthogonale des
ions et d’un réflecteur électrostatique .>*

Mann décrit la mise en ceuvre et les avantages du nanospray (nanoESI) qui autorise

notamment une réduction significative de la consommation d’échantillon.>

Les groupes de Karger et de Ramsey décrivent les premiéres puces microfluidiques

56, 57

pour l'ionisation nanospray  en spectrométrie de masse.

Les travaux de Zhang, Henion et de leurs collaborateurs aboutissent a I'élaboration d’'un
systeme nanoESI sur puce microfluidique  qui sera intégré deux ans plus tard dans un
robot permettant l'injection automatisée des échantillons déposés dans une plaque 96
puits (Nanomate 100, Advion Biosciences). %859

Giles et Bateman rapportent les premiers résultats obtenus a l'aide d'un prototype du
premier instrument commercial couplant la MS a la spectrométrie de mobilité ioniq ue

(Synapt HDMS, Waters).*

Fondements de la MS
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* Premier instrument commercial (2006)

Figure 2

Résumé des principaux développements instrumentaux ayant contribué a [I'élaboration des

spectrometres de masse actuellement utilisés en MS supramoléculaire. Les années entre parenthéses

correspondent a I'année d’attribution du Prix Nobel.



3) INSTRUMENTATION — PRINCIPES DETAILLES

3.1) La source d'ionisation électrospray (ESI)
3.1.1) Principe de I'électrospray

Le processus électrospray, par lequel des molécules présentes en solution sont ionisées et

transférées en phase gazeuse, peut étre décomposé en trois étapes :

» Laformation de gouttelettes chargées a partir de la solution d’analyte
» La production de gouttelettes filles par explosions coulombiennes

» La production des ions en phase gazeuse
a) La formation des gouttelettes chargées

Le processus d’ionisation électrospray (ESI) se produit a pression atmosphérique par application
d’'une importante différence de potentiel entre un capillaire métallique contenant la solution d’analyte
et une contre-électrode. Sous l'influence du champ électrique intense (10° V/m) qui en résulte, a lieu
une séparation électrophorétique des charges au sein du liquide : en mode d'ionisation positif, les ions
chargés positivement se concentrent alors en surface du liquide tandis que les ions portant une
charge négative se localisent davantage au coeur du liquide. Cette polarisation engendre une
déstabilisation du liquide a la pointe du capillaire qui adopte une forme conique appelée « céne de
Taylor » (figure 3).61 Au-dela d’'une valeur seuil du champ électrique, les forces répulsives entre
charges de méme signe dépassent la tension de surface du liquide et conduisent ainsi a I'élongation
du cbne de Taylor et a I'émission de fines gouttelettes chargées dont la polarité est fixée par le mode

d’ionisation.®*®*

oxydation

(capillaire métallique)
cone de Taylor —

électrolyte
(2-10 pl.min-1)

, ®
électrons ®

électrons

to
v

alimentation
haute tension

Figure 3 : Représentation schématique du processus électrospray : production de gouttelettes chargées et

fissions coulombiennes en mode d’ionisation positif, adapté d’'apres 62,



En mode d’ionisation positif, les gouttelettes émises sont chargées positivement provoquant un exces
de charges négatives au sein du liquide restant dans le capillaire. Afin de maintenir I'équilibre des
charges, l'interface liquide / capillaire métallique devient alors le siége de réactions d’oxydo-réduction.
En effet, en mode positif, 'oxydation du métal de I'électrode, du solvant, de I'analyte ou de I'électrolyte
compense l'excés de charges négatives et fournit les électrons assurant le fonctionnement de la

source ESI qui s’apparente de cette maniére a celui d'une cellule éIectrontique.GS'67

b) La production de gouttelettes filles par explosi ons coulombiennes

Aprés émission a l'extrémité du cone de Taylor, I'évaporation du solvant a pour conséquence
d’augmenter la densité de charge au sein de la goutte. Cette évaporation se poursuit jusqu’a ce que la
goutte atteigne le rayon critique de Rayleigh, limite a laquelle les forces de répulsions entre charges
de méme signe égalent la tension de surface du liquide.?® Cet équilibre s’exprime mathématiquement

par la formule (1).

Q:87T\/€o VRS @

Q : charge de la gouttelette
£ : permittivité du vide
y : tension de surface du liquide

RR : rayon critique de Rayleigh

Au-dela de cette limite, la goutte instable subit une explosion coulombienne créant ainsi des
gouttelettes filles de plus petite taille qui emportent au total 2% de la masse et 15% de la charge de la
goutte mére.* Ces cycles d'évaporations / explosions coulombiennes se reproduisent ensuite avec
les gouttelettes filles générant de cette maniére des gouttelettes de plus en plus fines (figure 4).

¢) L’émission des ions en phase gazeuse

Le mécanisme exact d’émission des ions en phase gazeuse a partir des gouttelettes chargées n’est

pas completement élucidé mais deux modeles ont cependant été proposés :

» Le modeéle de Dole ou mécanisme de la charge résidue lle : selon ce modéle, les cycles
d’évaporations / explosions coulombiennes se succédent jusqu’'a I'obtention de gouttelettes
chargées ne contenant qu'une seule molécule d’'analyte qui, aprés évaporation du solvant,

conduisent a la production d’ions désolvatés en phase gazeuse (figure 4a).47

» Le modele d'Iribarne et Thomson ou modéle de I'éva  poration ionique : selon ce modeéle,
lorsque le rayon de la goutte est inférieur a 10 nm, le champ électrique a la surface du liquide
est suffisant pour que des ions soient directement désorbés a partir de la surface de la

gouttelette (figure 4b).”* ™
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Figure 4 : Emission des ions en phase gazeuse selon (a) le mécanisme de la charge résiduelle et (b) le

mécanisme de I'évaporation ionique.

Alors que la plupart des observations expérimentales peuvent étre expliquées par I'un et / ou l'autre

72-74

de ces modéles , I semble que le modele de I'évaporation ionique intervienne préférentiellement

64, 75, 76

dans le cas des ions de petite taille, tandis que le modele de la charge résiduelle s’applique

plutdt dans le cas des biomolécules et donc des complexes non-covalents.””

3.1.2) Caractéristiques importantes de I'électrospr  ay

L'ensemble des mécanismes impliqués dans le processus ESI engendre un certain nombre de
caractéristiques dont il faut tenir compte lors de I'analyse des résultats.”® Il convient a ce stade du
manuscrit de décrire celles qui interviennent directement dans l'interprétation des résultats obtenus en

MS supramoléculaire.
a) L'ionisation des analytes — cas des protéines

L'une des principales caractéristiques de I'ESI consiste en sa capacité a produire des ions
multichargés en phase gazeuse et d’étendre de ce fait la gamme de masse accessible par les
spectrométres de masse.?* Dans le cas d'une protéine, les différents états de charge observés sur un
spectre de masse ESI peuvent avoir plusieurs origines qui sont notamment i) la charge nette que la
protéine possede lorsque le pH de la solution est différent de son point isoélectrique et ii) l'ionisation

des résidus provoquée par le processus ESI.

Le mécanisme d'ionisation des protéines analysées dans des solvants aqueux non-dénaturants a

79, 82-84

ainsi fait I'objet de plusieurs études menées par le groupe de Kebarle. En se basant sur le

mécanisme de la charge résiduelle, et en considérant plus particulierement le cas de l'acétate



d’ammonium en tant qu’électrolyte, ces travaux ont mis en évidence l'existence de réactions de
transfert de proton entre ions ammonium et acides aminés des protéines. En effet, I'évaporation
continue du solvant au sein des gouttelettes chargées conduit a la formation d’adduits entre ions
ammonium et acides aminés de la protéine (figure 5, étape @©). Dans le cas des résidus dont la
basicité en phase gazeuse est supérieure a celle de 'ammoniac (ex : lysine, arginine), le passage en
phase gazeuse provoque la dissociation de ces adduits avec production d’'ammoniac suite au transfert
de proton de I'ion ammonium vers l'acide aminé (figure 5, étape @). De cette maniére, les résidus
chargés négativement peuvent étre neutralisés et les résidus neutres peuvent étre chargés

positivement.79' 8284

NH,* NH,*
NH,* o NH¢ NH;
-y
NH,;* NH;
Figure 5 : lllustration du mécanisme de protonation de la chaine latérale d’acides aminés portant une fonction

amine ou acide carboxylique dans un tampon ammonium, adapté d'aprés . (9) signifient que I'espéce concernée

est en phase gazeuse.

Par ailleurs, il faut noter que la probabilité qu'un acide aminé particulier soit protoné de cette maniere

85, 86

pendant le processus ESI dépend i) de son exposition en surface de la protéine et ii) de sa

basicité apparente en phase gazeuse, qui elle-méme est fonction :

» De la basicité intrinséque de I'acide aminé en phase gazeuse.®

» De la présence d’autres résidus dans I'environnement proche capables de stabiliser la fixation

du proton par liaison hydrogéne.83

» Du nombre de charges positives environnantes déja présentes qui engendrent une répulsion
coulombienne responsable d’une diminution de la basicité apparente du résidu concerné en

phase gazeuse.79' 82,83, 86

» De l'implication du résidu dans des liaisons intramoléculaires défavorisant I'ajout d’un proton

supplémentaire.?’

Il apparait ainsi clairement que la distribution des états de charge d'une protéine sur un spectre de
masse ESI est influencée par sa structure tridimensionnelle. Il s’agit donc la d’un outil particulierement
intéressant pour suivre l'influence de différents parametres (mutations, sauts de pH, présence de
ponts disulfures, présence de ligands structurants, etc.) sur I'état de repliement des protéines en

solution.®



b) L'efficacité d’ionisation des analytes

L'efficacité d'ionisation d’'une molécule peut étre définie comme la quantité d’analyte donnant lieu a un
ion en phase gazeuse rapportée a la quantité totale d’analyte initialement présente en solution.
L'efficacité d’'ionisation d’'une molécule dépend donc premiérement de la présence de groupements
polaires ionisables, qui est une condition sine qua non pour qu’une espéce puisse étre détectée en
MS. Dans un deuxieme temps, l'efficacité d'ionisation d’'un analyte est fonction de son activité de
surface qui est la conséquence premiere de son hydrophobicité. En effet, un analyte disposant de
groupements apolaires se localisera davantage a l'interface air / liquide des gouttelettes chargées

augmentant ainsi son efficacité d’ionisation de plusieurs maniéres :

» Premiérement, selon le modéle proposé par Enke,® pendant le processus ESI, 'excés de
charge au sein d’une gouttelette se situe en surface du liquide, minimisant ainsi les répulsions
entre charges de méme signe. Par conséquent, les analytes présents en surface de la goutte

auront une plus grande probabilité d’acquérir les charges nécessaires a leur détection.®**!

» Deuxiemement, lors de I'explosion coulombienne, ce sont préférentiellement les analytes
situés en surface de la gouttelette mére qui se retrouvent dans les gouttelettes filles, donnant

au final les ions en phase gazeuse.* %

» Finalement, I'enthalpie libre de solvatation des ions hydrophobes étant généralement plus
faible (en valeur absolue) que celle des ions hydrophiles, la présence de groupements

apolaires favorisent encore leur transfert en phase gazeuse.®

Suivant ces considérations, il apparait clairement que l'intensité d’'une espéce sur un spectre de
masse ESI ne peut étre directement reliée a son abondance en solution. En effet, différentes études
ont permis de corréler I'efficacité d'ionisation de peptides et de protéines & leur hydrophobicité.* % %%
% Plus subtil encore, il a également été montré que pour une méme protéine, la forme dénaturée
présente une meilleure efficacité d’ionisation que la forme repliée en raison de I'exposition des résidus
hydrophobes en surface de la protéine déstructurée.’® La prise en compte de ces caractéristiques du
processus ESI est donc primordiale dans linterprétation des résultats, et plus précisément dans

I'évaluation de la proportion de chaque espéce en solution.
c) Effet de concentration lors de I'électrospray

Lors du processus ESI, I'évaporation continue du solvant conduit a un effet de concentration des
analytes au sein des gouttelettes, pouvant potentiellement induire i) une modification des équilibres de
complexation en solution et/ou ii) la formation d’adduits non-spécifiques entre les différents analytes
présents en solution. Une description théorique du processus ESI dans le cas de gouttelettes méres
de petites tailles (produites par ionisation nanospray) a été proposée par le groupe de Kebarle,
démontrant par le calcul que la proportion de complexe protéine / ligand formé de maniéere
artefactuelle est négligeable en raison des faibles concentrations d’analytes utilisées (de I'ordre de la

dizaine de uM) et de la rapidité du processus ESI devant la diffusion des analytes au sein du quuide.95



En combinant des mesures de fluorescence et d’anémométrie phase Doppler, le groupe de Zenobi a
par la suite confirmé ces résultats de maniere expérimentale dans le cas d'une source ESI, en suivant
I'évolution de la concentration d’analyte et de la proportion de complexe a différents stades de la vie
des gouttelettes chargées.”® D'aprés ces travaux, il apparait donc, que dans des concentrations
usuelles, le processus ESI ne provoque pas de distorsion significative des équilibres chimiques en

solution.
3.1.3) Apports de la source nanospray (nanoESI)

Les modéeles de Dole et d’'Iribarne / Thomson s’accordent pour faire apparaitre I'intérét d’obtenir des
gouttelettes initiales de petite taille, puisque dans les deux cas en effet, I'émission des ions en phase
gazeuse se produit lorsque la gouttelette a atteint un rayon suffisamment petit (R < 10 nm). Les
travaux qui ont été réalisés dans ce contexte ont mis en évidence l'influence du débit de liquide sur la

formation des gouttelettes chargées.’”

De ces études, il ressort une relation de proportionnalité
indiquant que de faibles débits de liquide permettent d'obtenir des gouttelettes de faible rayon (cf.

formule (2)).
R O Vfn (2)

R : rayon de la gouttelette initiale
V¢ : Débit volumique de la solution

n=2/7selon *®:n=1/3selon? ;n=2/3selon*

La source ESI conventionnelle nécessite généralement des débits situés entre 1 et 100 pL / min,
impliquant l'utilisation d’'un gaz de nébulisation pour assister la formation des gouttelettes chargées a
la sortie du capillaire. En comparaison, la source nanoESI,>® qui utilise des capillaires en verre de
diameétres de sortie inférieurs (de I'ordre du micron), permet de travailler avec des débits de I'ordre de
guelques dizaines de nL / min sans l'assistance d'un gaz de nébulisation, produisant ainsi des
gouttelettes d’un rayon d’environ 100 nm, soit 10 fois plus petites que les gouttes produites par une
source ESI conventionnelle (1-2 um). ** %

La MS étant une technique sensible a la concentration des analytes (et non pas a leur quantité), la
source nanospray permet non seulement une réduction significative de la consommation d’échantillon,
liée a la diminution du débit de liquide, mais également un gain de sensibilité d’un facteur 2 & 3.°
D’autre part, I'obtention de gouttelettes initiales ayant un grand rapport surface / volume engendre un
gain de sensibilité significatif lors de I'analyse de molécules polaires, telles que des sucres ou des

100-102

protéines glycosylées qui ne présentent qu'une faible activité de surface. Finalement, la

production de gouttelettes meres plus petites permet également de diminuer le nombre de cycles
d’évaporations / explosions coulombiennes et donc de limiter I'effet de concentration lors du
processus nanospray. Il en résulte ainsi une limitation du risque de déplacement des équilibres

55, 101
C

chimiques en solution,” mais également une plus grande tolérance aux sels non-volatils. es



avantages ont trés tét suscité un intérét particulier du nanospray pour les études menées en MS

supramoléculaire comme le démontrent les travaux pionniers du groupe de Robinson.'®"%

3.1.4) Nanospray sur puces microfluidiques

Alors que les avantages du nanospray sont incontestables, ils se trouvent quelque peu contrastés par
I'élaboration manuelle des capillaires en verre qui demande une certaine technicité sans laquelle des

soucis de reproductibilité peuvent étre rencontrés.'®® °

De maniére intéressante cependant, les
progres réalisés dans le domaine des microtechnologies ont permis de développer des émetteurs
nanospray intégrés dans des puces microfluidiques. Ces puces peuvent étre constituées de différents
matériaux (polymeéres, verre, silicium, etc.) et faire appel a différents procédés de fabrication (ablation
laser, techniques de décapage (etching), photolithographie, etc.).lll'113

D’autre part, les puces microfluidiques peuvent également intégrer des systéemes de préparation des
échantillons (digestion enzymatique, dessalage, etc.), ainsi que des systémes de séparation
(chromatographie, électrophorése capillaire, etc.), illustrant ainsi le concept de « lab-on-a-chip »
(figure 6)."**™2 L'intérét de ces puces provient non seulement des avantages du nanospray mais
également des propriétés intrinséques de la microfluidique (faible consommation d'échantillon,
capacités de séparation améliorées, etc.), ainsi que de la régularité de I'usinage qui permet d’assurer
une certaine reproductibilité. Parmi les quelques systemes commercialisés, le robot Triversa
Nanomate (Advion Biosciences) permet d’automatiser le mélange des échantillons, leur incubation et

58, 59

leur analyse nanoESI sur puce microfluidique (figure 6a). Son fonctionnement détaillé ainsi que

son potentiel en MS supramoléculaire seront décrits dans la suite du manuscrit (cf. Partie ).
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Figure 6 : Exemples d’instruments commerciaux intégrant une source nanoESI sur puce microfluidique. (a)
Robot d'infusion nanoESI Triversa Nanomate (Advion Biosciences) utilisant des puces en silicium contenant 400
émetteurs nanospray. (b) Robot d'infusion nanoESI AutoNano Di (Phoenix S&T) utilisant des puces en
polypropyléne contenant 16 émetteurs nanospray. (c) Systéme de chromatographie Chip Cube (Agilent) utilisant
des puces en polyimide contenant une colonne d’enrichissement, une colonne chromatographique, ainsi qu’une

aiguille nanospray.



3.2) L'interface

L'interface d’un spectrométre de masse a pour réle de transmettre les ions de la source d’ionisation
vers l'analyseur (figure 1) sous l'effet de champs électriques et de gradients de pression. Les
interfaces sont développées de sorte a maximiser les rendements de transmission des ions et parmi

les différentes géométries disponibles au laboratoire, on distingue :
» Les multipbles constitués de barreaux disposés parallelement a I'axe de déplacement des
ions (figure 7a).

» Les «stacked ring ion guides » et «ion funnels » composés de lentilles de géométrie

annulaire et alignées perpendiculairement a I'axe de déplacement des ions (figure 7b).

a)
Q )
__‘:G i }---P
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Figure 7 : Représentation schématique des guides d’ions de type (a) quadrupdle et (b) stacked ring ion guide.

Les fleches représentent I'axe de déplacement des ions.

Le champ électrique résultant de I'application de tensions continues et de tensions alternatives sur les
barreaux ou lentilles de ces guides d'ions permet de focaliser les ions et de les transmettre au sein de
l'instrument, avec en plus la possibilité de les accumuler ou encore de les sélectionner en fonction de

leur rapport m/z.
3.2.2) Les guides d’ions multipblaires

En spectrométrie de masse, les multipéles sont généralement constitués de deux a quatre paires de
barreaux paralléles (quadrupdles et octopdles, respectivement) qui sont connectés entre eux de fagon
a pouvoir appliquer un potentiel radiofréquence en opposition de phase entre 2 barreaux adjacents
(figure 8). Le champ électrique ainsi créé confére aux ions un mouvement oscillatoire entre les

barreaux du multip(‘)le.114

Le fonctionnement détaillé du quadrupdle a été rapporté par Campana.'*®

Le potentiel appliqué sur les
barreaux est la résultante d’'une tension continue U superposée a une tension alternative d’amplitude
V et de fréquence angulaire w (figure 8a). La trajectoire des ions dans un quadrupdle est décrite par
les équations établies par le physicien Mathieu en 1866 et dont la solution se traduit graphiquement
par un diagramme de stabilité représentant les valeurs de U et V pour lesquelles un ion de rapport m/z
donné aura une trajectoire stable et pourra étre transmis dans le quadrupéle (figure 8b). On distingue
ainsi deux modes de fonctionnement du quadrupdle en fonction de I'application ou non de la tension

continue U :



» Pour U # 0, lequadrupble fonctionne en tant qu'analyseur : dans ce mode de
fonctionnement, le balayage des tensions U et V est réalisé tout en conservant le rapport U/V
constant (figure 8b - droite U = kV) et il est alors possible de ne laisser passer que les ions

ayant un rapport m/z donné.

» Pour U = 0, le quadrupble fonctionne en tant que «guide d’ions »: dans ce mode de
fonctionnement appelé « mode RF-only » ou seule la radiofréquence est appliquée (figure 8b
- axe des abscisses), le quadrupdle transmet les ions et ne permet plus de les filtrer en

fonction du rapport m/z.
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Figure 8 : Fonctionnement d'un analyseur quadrupdlaire. (a) Schéma des tensions appliquées sur le

-(U -V cos(wt))

quadrdpole. (b) Diagramme de stabilité des ions mz > m, > m; en fonction des tensions U et V.

Alors que le quadrupdle est le seul parmi les guides d’ions multipblaires a pouvoir fonctionner en tant
gu'analyseur, il faut souligner qu’en mode RF-only il ne permet de transmettre efficacement les ions

18 Aiinsi, il est possible sur

gue sur une gamme réduite de rapports m/z pour une tension V donnée.
certains instruments de balayer plusieurs valeurs de V afin de limiter ce biais dans la transmission des
ions. Une autre amélioration consiste a diminuer la fréquence de la tension alternative, permettant
ainsi d'isoler des ions jusqu'a 32000 m/z et de les transmettre jusqu’a 90000 m/z, cela se faisant
cependant au détriment de la résolution du quadrupdle, c’est-a-dire sa capacité a isoler des fenétres

de rapports m/z étroites. ™"

3.2.3) Les guides d’ions de type ion funnel et stacked ring ion guide (SRIG)

La géométrie de type SRIG a été introduite par le groupe de Gehrlich en 1969,*® qui a poursuivi son

114,120 ce guide d'ions est constitué d’une juxtaposition de

développement dans les années suivantes.
lentilles annulaires de méme diamétre interne formant un tunnel coaxial a la trajectoire des ions (figure
9a). Une géométrie différente a également été proposée par le groupe de Smith,**" *** pour laquelle le
diamétre interne des lentilles diminue progressivement dans le sens de progression des ions, formant

de cette maniére un entonnoir, d’ou le nom de ion funnel qui lui a été attribué (figure 9b).
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b)

Figure 9 : Représentation schématique des guides d'ions de type (a) stacked ring ion guide et (b) ion funnel.

Les fleches représentent I'axe de déplacement des ions.

Le principe de fonctionnement du SRIG et de I'ion funnel est basé sur I'application de potentiels
radiofréquences en opposition de phase sur les différentes lentilles de sorte a obtenir une alternance
de lentilles positivement et négativement chargées (figure 9). La radiofréquence est choisie de
maniére a obtenir un champ inhomogene qui oscille plus rapidement que le temps mis par les ions

123

pour se déplacer entre les électrodes. [

Il en résulte ainsi un potentiel effectif, ou pseudo-potentie
caractérisé par une zone essentiellement libre de champ au centre du guide d’ions et délimitée par
des barrieres de potentiel augmentant de maniére exponentielle a proximité des lentilles (figure
10a)."* Les ions entrant dans le guide d'ions sont ainsi repoussés en son centre et cela de maniére

indépendante de la polarité de I'ion.***
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Figure 10 : Transmission des ions dans les guides d’ions de type stacked ring ion guide et ion funnel. (a) Profil du
pseudo-potentiel dans un SRIG, adapté d'apres 125 (b) Simulation du mouvement des ions dans un ion funnel

(information transmise par Bruker Daltonics). (c) Agrandissement du pseudo-potentiel dans un SRIG, adapté
d'apres .

Le mouvement des ions dans ce type de guide d'ions a été décrit comme étant la résultante d’'une

dérive lente et d’'oscillations rapides.114

La figure 10b correspond a une simulation de la trajectoire
des ions dans un ion funnel révélant des déplacements axiaux (avant et arriere) et radiaux (haut et
bas). D’autre part, en examinant en détail le profil du champ électrique dans un SRIG, des puits de
potentiel transversaux sont observables a proximité des lentilles (figure 10c). Ces puits de potentiel,
dont la profondeur dépend notamment du diamétre interne des lentilles ainsi que de leur
espacement,’® sont capables de piéger les ions et d’'empécher ainsi leur progression dans le guide
d’ions. Afin de limiter ce piégeage, une différence de potentiel peut étre appliquée entre I'entrée et la

sortie du guide d'ions de sorte a fournir I'énergie cinétique nécessaire aux ions pour étre transmis de

-28 -




121,122,126 yne autre alternative consiste a

maniére optimale (cas du MicrOTOF-Q, Bruker Daltonics).
superposer a la radiofréquence, une tension continue bréve se déplacant de lentille a lentille, créant
ainsi une vague de potentiel capable de « drainer » les ions vers la sortie du guide d’ions : il s'agit de
la technologie T-Wave™ dont est équipé le Synapt HDMS (Waters) et qui sera décrite de maniére

détaillée dans la suite du manuscrit (cf. Partie 1V).**> **/

3.2.4) Comparaison des différents guides d’ions

La qualité essentielle d'un guide d’ion réside en sa capacité a transmettre les ions de la source
vers I'analyseur avec le meilleur rendement possible. Ainsi, I'objectif premier est de pouvoir collecter
les ions de maniére efficace. Sur ce point, I'ion funnel posséde 'avantage de disposer d'une large
ouverture permettant de collecter un maximum d’ions issus de sources diffuses afin de les focaliser
ensuite en un mince faisceau.'”" *#

Un autre point essentiel a considérer dans la comparaison des différents guides d'ions est le profil
radial du pseudo-potentiel crée par la radiofréquence (figure 11). Alors que dans le cas du
guadrupdle le profil du pseudo-potentiel est quadratique, I'octopdle et ensuite le SRIG et I'ion funnel
affichent des profils plus plats au centre du guide d’ions avec des gradients de potentiel plus raides a
proximité des lentilles (figure 11). Ces puits de potentiel plus larges ont pour conséquence directe de
conférer a ces guides d'ions la capacité de focaliser une quantité d'ions plus importante. Ainsi,
l'utilisation de multipdles d’ordres supérieurs (octopbles), de SRIG ou d’'ion funnels permet d’atteindre

124,129 | a comparaison d'un SRIG et d'un hexapdle opérant

de meilleurs rendements de transmission.
tous deux a une pression d’environ 3 mbar a en effet révélé un gain de transmission significatif en
faveur du SRIG.® La comparaison entre un SRIG et un ion funnel a, quant a elle, montré des

performances comparables pour ces deux guides d’ions.**°
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Figure 11 : Profil radial du pseudo-potentiel dans un quadrupdle, un octopdle et un SRIG, adapté d’'aprés 124y
correspond a la distance séparant I'ion de I'axe du guide d'ion et ro se rapporte a la distance entre I'axe du guide

d’ion et la paroi interne du barreau ou de la lentille.

Parmi les points de comparaison rapportés dans la littérature, il est encore intéressant de mentionner
la capacité des multipéles d'ordres supérieurs  (hexapble, octopble), du SRIG et de I' ion funnel a
transmettre les ions tout en favorisant leur therma  lisation (cf. 3.2.5)."*" '* Cette caractéristique
est particulierement importante en MS supramoléculaire ou l'intégrité des complexes non-covalents

doit étre préservée en limitant I'activation des ions par des collisions « douces » avec le gaz tampon.



Finalement, pour conclure cette comparaison, il faut rappeler que le quadrupble est le seul guide
d’'ions mentionné dans ce chapitre qui est capable d'isoler finement un ion en fonction de son

rapport m/z . Il reste de ce fait indispensable pour les expériences de MS en tandem (MS/MS) faisant
intervenir des spectromeétres de masse hybride électrospray / quadrupble / temps de vol (ESI-Q-TOF).
C’est donc en combinant judicieusement les spécificités de ces différents guides d'ions, que les
instruments actuels bénéficient de la possibilité d'isoler les ions tout en conservant des niveaux de

sensibilité particulierement intéressants.
3.2.5) Collisions en phase gazeuse
a) Thermalisation des ions

Durant le transfert des ions dans l'interface de I'instrument ou régne une pression résiduelle de gaz de

I'ordre de 10 & 10 mbar, une fraction de I'énergie translationnelle des ions est convertie en énergie

133

interne suite aux multiples collisions avec les molécules de gaz.”™ Lorsqu’elles sont de basse énergie,

ces collisions engendrent une diminution et une focalisation des composantes axiale et radiale de
I'énergie cinétique des ions (figure 12a et 12b, respectivement), favorisant ainsi leur focalisation
spatiale sous l'effet combiné du pseudo-potentiel crée par les guides d’ions (figure 12c) : on parle de

133135 Ce processus de thermalisation permet

134-138

« thermalisation » des ions, ou « collisional cooling ».

d’améliorer la résolution des
135, 139

d’augmenter l'efficacité de transmission des ions dans l'interface,

et favorise également le
136, 140, 141

analyseurs a temps de vol sur une large gamme de rapports m/z,

maintien de l'intégrité des complexes non-covalents en phase gazeuse.
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Figure 12 : Simulation de I'énergie et de la trajectoire des ions dans un quadrupdle. (a) Focalisation de I'énergie
cinétique axiale des ions (E;). (b) Focalisation de I'énergie cinétique radiale des ions (E;). (c) Focalisation spatiale

des ions sur I'axe du guide d'ions. D'aprés **°.
b) Dissociation induite par collision

Au cours du transfert des ions dans l'interface, 'augmentation de leur énergie interne par conversion
de leur énergie translationnelle permet également de dissocier les adduits non-spécifiques de solvant

1“1 De plus, lorsque I'énergie interne

encore présents sur les ions, améliorant ainsi leur désolvatation.
atteint un seuil suffisamment élevé, les collisions conduisent également a la dissociation des

interactions non-covalentes spécifiques ainsi que des liaisons covalentes. Ce processus de




dissociation induite par collision (CID) peut se produire dans les premiéres zones de pompage de
l'interface et/ou dans une cellule de collision prévue a cet effet. La CID est mise a profit dans les
expériences de MS/MS pour fragmenter les analytes et remonter ainsi a des informations structurales

(séquence en acides aminés, modifications post-traductionnelles, etc.).**?

c) Spectrométrie de mobilité ionique

Durant le transfert dans l'interface, les collisions avec les molécules de gaz ont pour effet de diminuer
I'énergie cinétique des ions (figure 12a, b): il s’agit la du phénoméne qui est a la base de la
spectrométrie de mobilité ionique (IMS). En effet, cette technique est basée sur la séparation des ions
en fonction de leur vitesse de progression a travers un gaz inerte (He, N,, etc) lorsqu’ils sont soumis a
un champ électrique : on parle de mobilité ionique. A masse et a charge égales, plus un ion aura une

conformation étendue, plus il subira de collisions en phase gazeuse, et plus il sera ralenti (figure 13).
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Figure 13 : Principe d’un spectrométre de mobilité ionique.

Ainsi, a partir de la mesure de la vitesse de I'ion dans le « bain de gaz », il est possible de déterminer
sa section efficace (Q), et d’obtenir de cette maniére des informations sur sa conformation en phase
gazeuse.'® Le potentiel de I''MS en couplage avec la MS pour I'analyse de protéines et de complexes

intacts sera décrit dans la suite du manuscrit (cf. Partie 1V).
3.3) L'analyseur a temps de vol (TOF)
3.3.1) Principe de fonctionnement

Les analyseurs ont pour réle de discriminer les ions en fonction de leur rapport m/z. Dans un
analyseur a temps de vol (TOF — time of flight), les ions sont accélérés dans une premiére zone sous
I'effet d’'une importante différence de potentiel, puis traversent ensuite une seconde zone libre de
champ ol régne un vide poussé de 10° & 107 mbar (figure 14). La mesure du temps mis pour
traverser le tube de vol permet alors de déterminer le rapport m/z des ions, les deux grandeurs étant
reliées par I'équation (3). D’aprés cette équation, il apparait que plus le rapport m/z d’un ion est élevé,

plus il mettra de temps a traverser le tube de vol (figure 14).
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Figure 14 : Principe de fonctionnement de I'analyseur a temps de vol.

3.3.2) Performances

Les performances des analyseurs sont premiérement représentées par la résolution a mi-hauteur

des pics ou « full width at half maximum » (FWHM - figure 15), qui traduit la capacité de I'analyseur a
différencier des ions ayant une faible différence de masse. Dans le cas du TOF, la résolution se situe
généralement entre 5000 a 15000 mais peut atteindre des valeurs de 40000-60000 pour des
instruments de derniere génération (SynaptwI G2, Waters ; MaXis™, Bruker Daltonics ; Agilent UHD
Q-TOF série 6500, Agilent). Notons cependant qu’une résolution FWHM de 5000 est bien souvent
suffisante pour I'analyse de complexes non-covalents pour lesquels la finesse des pics est avant tout

dictée par la qualité de la désolvatation ayant lieu dans la source et dans l'interface de I'instrument (cf.

Chapitre 111).
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Figure 15 : Résolution a mi-hauteur d'un analyseur. (a) Calcul de la résolution a mi-hauteur (FWHM). (b)
Simulation de I'état de charge 20+ de la myoglobine de cceur de cheval (C7s9H1212N2100218S2, M = 16951,5 Da) a
différentes résolutions. L'augmentation de la résolution permet d’observer le massif isotopique de I'état de charge

20+ pour lequel I'écart entre chaque pic est de 1/20 = 0.05 m/z.

La seconde caractéristique importante des analyseurs est la gamme de masse analysable, qui, dans

le cas du TOF, est en théorie infinie. En pratique, des ions de plusieurs dizaines de milliers de m/z ont

été détectés,™® correspondant a des complexes biologiques de plusieurs millions de Daltons. ™" *44 145



En plus de la rapidité et de la sensibilité du TOF, cette caractéristique en fait I'analyseur par

excellence en MS supramoléculaire pour I'étude de complexes biologiques de haute masse.

3.3.3) Parametres critiques et développements instr  umentaux

La détermination du rapport m/z des ions nécessite une mesure précise de leur temps de vol. Pour

cela, il convient de s’assurer i) que les ions soient focalisés sur la « ligne de départ » dans la zone

d’'accélération du TOF et ii) que leur vitesse initiale soit nulle.*® Deux développements instrumentaux

majeurs ont ainsi été apportés afin de se rapprocher de ces conditions idéales.** 47149

Premierement, le couplage entre le TOF et une source d'ions continue comme I'ESI| a nécessité la

mise en place d'un systeme d'injection orthogonale des ions.”® ' En effet, les ions arrivant en flux

continu parallélement a I'axe de l'interface, une accélération perpendiculaire permet d'échantillonner
les ions pour chaque cycle d’analyse du TOF et de définir précisément le « top départ » des ions
(figure 16a). De plus, la composante orthogonale de la vitesse des ions en sortie de l'interface étant
idéalement nulle, la vitesse d’'un ion de rapport m/z donné dans le tube de vol dépendra uniquement
de I'énergie cinétique acquise dans la zone d’'accélération du TOF et non pas de son énergie
cinétique initiale.**> Notons au passage que la focalisation spatiale et le ralentissement des ions
thermalisés dans l'interface permet de faciliter leur regroupement sur la « ligne de départ » du TOF et
de réduire linfluence de leur énergie cinétique initiale sur leur trajectoire dans le tube de vol,

rationnalisant ainsi I'amélioration des performances du TOF constatée lors d’'une augmentation de la
pression dans l'interface (cf 3.2.5).
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Figure 16 : Principaux développements instrumentaux de l'analyseur a temps de vol. (a) Accélération
orthogonale des ions dans le tube de vol. La vitesse de I'ion dans le tube de vol est la résultante de la vitesse
initiale de I'ion (V») et de la vitesse acquise dans la zone d'accélération orthogonale (Vi).** (b) Correction de la
dispersion en énergie cinétique de deux ions de méme rapport m/z par le réflecteur électrostatique.



Deuxiemement, la mise en place d'un réflecteur électrostatique a également permis d’améliorer les
performances du TOF.*® Un réflecteur électrostatique est constitué d’'une série d’anneaux ou de grilles
sur lesquels sont appliqués des potentiels croissants de méme polarité que les ions analysés. Lorsque
les ions pénétrent dans le champ électrique du réflecteur, ils sont d’abord ralentis puis ré-accélérés en
direction opposée vers le détecteur (figure 16b). Le trajet parcouru au sein du réflecteur augmente
avec I'énergie cinétique des ions. Ainsi, des ions de méme rapport m/z ayant une énergie cinétique
différente en sortie de la zone d’accélération, seront refocalisés temporellement de fagon a atteindre le
détecteur au méme moment. La correction de cette dispersion en énergie cinétique permet

d’augmenter de maniére significative la résolution des TOF.
3.4) Le détecteur

Les spectrométres de masse ESI-TOF et ESI-Q-TOF disponibles au laboratoire sont équipés d'un
détecteur de type MCP pour « multichannel plate ». Il s’agit plus précisément d’'un disque d'une
épaisseur de l'ordre du millimétre et perforé de part en part par des canaux paralléles ayant un

diamétre de I'ordre du micron (figure 17a).'>*

L'impact d'un ion a l'intérieur de I'un de ces canaux va
provoquer l'arrachement d’électrons secondaires qui par collisions successives vont permettre
d’amplifier le signal qui sera finalement collecté par une anode (figure 17a). L’'acquisition du signal est
ensuite assurée par un convertisseur de type TDC pour « time-to-digital convertor » qui enregistre le
temps d'arrivée des ions sous forme d’histogramme permettant de générer finalement le spectre de

masse (figure 17hb).
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Figure 17 : Détection et traitement du signal par un détecteur de type multichannel plate. (a) Représentation
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Etapes de détection et de traitement du signal.

Il est par ailleurs important de mentionner que la probabilité qu’'un ion incident donne lieu a I'émission
d’électrons secondaires augmente non pas avec I'énergie cinétique de I'ion mais avec sa vitesse. La
réponse du détecteur diminue donc lorsque la vitesse d'un ion diminue, c’est-a-dire lorsque sa masse

augmente et sa charge diminue.**®

Cette caractéristique du MCP est également a prendre en compte
dans linterprétation des spectres de masse acquis en conditions natives pour des complexes

biologiques de haute masse moléculaire.



4) PRESENTATION DES INSTRUMENTS DU LABORATOIRE

Les travaux réalisés durant ce travail de thése ont exclusivement été réalisés sur des instruments de
type ESI-TOF et ESI-Q-TOF dont une description sommaire est donnée ci-dessous. La stratégie
générale d'optimisation des paramétres instrumentaux pour la détection de complexes biologiques
fragiles et de haute masse moléculaire sera détaillée dans le chapitre suivant (cf. Chapitre III).

4.1) Le LCT (Waters)

Le LCT est un spectrométre de masse équipé d’une source ESI de type Z-Spray™ : les ions produits
dans la source suivent une trajectoire en «Z» avant dentrer dans [linterface. Avec cette
configuration, les agrégats et les molécules neutres sont éliminés avant I'entrée dans le spectrométre
de masse, conférant ainsi a cette source une plus grande tolérance aux sels non volatils. La présence
d’'une arrivée de gaz de désolvatation chauffé en source (azote) permet d'assister I'évaporation du
solvant. L'interface de l'instrument est constituée de deux hexapdles, puis d'une série de lentilles
électrostatiques dont le réle est de focaliser les ions avant leur entrée dans l'analyseur TOF,
permettant ainsi d'atteindre une résolution FWHM spécifiée a 5000. Le pompage est assuré par une
pompe primaire ainsi que par trois pompes turbomoléculaires qui permettent de passer
progressivement de la pression atmosphérique au vide poussé de l'analyseur (5.10'7 mbar). Une
vanne a également été installée de sorte a pouvoir ajuster plus finement la pression dans l'interface
(Pi), un paramétre clé pour I'analyse des complexes non-covalents au méme titre que la tension

appliquée sur le cone d’échantillonnage (Vc) (cf. Chapitre IlI).
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Figure 18 : Représentation schématique du LCT (Waters).

Dans le cadre de ce travail de thése, le LCT a été couplé a un robot d’injection nanospray sur puce
microfluidique (Triversa Nanomate, Advion Biosciences). La mise en place, I'évaluation et les
développements méthodologiques liés a ce couplage seront détaillés dans la suite de ce manuscrit
(cf. Partie Il, Chapitre ).



4.2) Le MicrOTOF-Q (Bruker Daltonics)

Le micrOTOF-Q est un spectrométre de masse de type ESI-Q-TOF. Les ions initialement produits
dans une source inclinée a environ 75°, entrent dans l'interface via un capillaire de transmission en
verre de faible diamétre interne. A la sortie de ce capillaire, les ions sont focalisés a I'aide de deux ion
funnels puis d'un hexapéle, avant d’atteindre un quadrupdle analytique qui peut fonctionner soit en
mode RF-only pour les analyses MS, soit en tant que filtre de masse pour les analyses MS/MS. Dans
le cas de la MS/MS, les ions sélectionnés dans le quadrupdle sont ensuite fragmentés dans une
cellule de collision, elle-méme constituée d’'un quadrupble confiné dans une enceinte afin de maintenir
une pression suffisamment élevée de gaz de collision (argon dans le cas présent). Finalement, la
mesure du rapport m/z est réalisée dans l'analyseur TOF avec une résolution FWHM spécifiée a
15000. La diminution progressive de la pression dans l'interface est assurée par une pompe primaire
ainsi qu’'une pompe turbomoléculaire a 3 étages. Une pompe turbomoléculaire supplémentaire permet

finalement d'atteindre une pression de I'ordre de 5.10”" mbar dans le TOF.
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Figure 19 : Représentation schématique du micrOTOF-Q (Bruker Daltonics). ISCID : In Source Collision Induced

Dissociation, IE : lon Energy, CE : Collision Energy.

Lors du transfert des ions dans l'interface, leur énergie cinétique peut étre modulée grace a trois jeux
de lentilles électrostatiques situés respectivement entre les deux ion funnels (ISCID : In Source
Collision Induced Dissociation), a I'entrée du quadrupdle (IE : lon Energy) et a I'entrée de la cellule de
collision (CE: Collision Energy). L'importance de ces lentilles pour I'analyse de complexes non-

covalents sera décrite dans le chapitre suivant (cf. Introduction, Chapitre IlI).



4.3) Le Synapt HDMS (Waters)

Le Synapt HDMS (High Definition Mass Spectrometry) est un instrument de type ESI-Q-TOF offrant la
possibilité de réaliser des expériences de mobilité ionique (IMS). Tout comme le LCT, il est pourvu
d’'une source ESI de type Z-SprayT'VI mais se distingue notamment par la présence de guides d’ions
dotés de la technologie T-Wave™ (cf. 3.2.3). Les ions pénétrant dans l'interface sont focalisés dans
un premier guide d'ions avant d'atteindre un quadrupble pouvant fonctionner comme un filtre en
masse pour les expériences de MS/MS. Les ions parviennent ensuite dans le compartiment de
linterface appelé Triwave™ contenant trois guides d’ions T-Wave, respectivement nommés « Trap »,
« IMS » et « Transfer ». Parmi eux, les guides d'ions Trap et Transfer sont alimentés en argon afin de
servir de cellules de collision. Quant au T-Wave intermédiaire (IMS), il peut, soit fonctionner a une
pression résiduelle d’argon de 5.10™ mbar et agir comme un guide d'ions, soit étre alimenté en azote
a une pression d’environ 0,5 mbar et servir ainsi de cellule de mobilité ionique. Les détails concernant
ce second mode de fonctionnement seront explicités dans la suite du manuscrit au méme titre que
l'importance de la pression dans la premieére zone de pompage de l'interface (backing pressure : bP)
et des tensions d'accélération Vc, Trap CE, Trap Bias et Transfer CE pour I'analyse de complexes
non-covalents (cf. Partie 1V). Le pompage au sein de I'instrument est assuré par une pompe primaire

et cing pompes turbomoléculaires.

Triwave™
SOURCE ESI . L .
|1013 mbar Trap CE  Trap Bias Transfer CE

= Guide d'ions Lot Trap | Transfer

T-Wave Quadrupdle ¢ TWave ¢ IMS T-Wave & T-Wave
Cone 2.10°mbar | 767 ey 5,107 mbar 102 mbar

d’échantillonnage | I | | | ” Pusher Détecteur|
Vo = = ErE
. | [ ] | I R
Cone d’extraction -~~~ |

1.104 mbar 5.10-2 mbar 0,5 mbar 5.10-2 mbar

—

bP (2-7 mbar) X Vanne

Pompe
primaire

z . -6
Pompes Turbomoléculaires ‘&

/
INTERFACE

Réflecteur
électrostatique

ANALYSEUR TOF

Pression en mode MS
Pression en mode IMS

Figure 20 : Représentation schématique du Synapt HDMS (Waters).

Finalement, une derniére caractéristique de cet instrument concerne l'analyseur TOF pouvant
fonctionner soit de manieére conventionnelle en mode « V » (figure 20, trajectoire en trait plein), soit en
mode «W » (figure 20, trajectoire en pointillés) grace a la présence d'un deuxieme réflecteur
électrostatique. Le passage du mode « V » au mode « W » permet de doubler la distance de vol et
d’augmenter de ce fait la résolution de I'instrument, dont la spécification passe de 10000 a 17500
(FWHM), au détriment cependant de la sensibilité qui diminue d’'un facteur 3 environ. Les analyses en

MS supramoléculaire sont donc réalisées en mode «V » qui offre une résolution suffisante.






CHAPITRE Il

Stratégies Expérimentales en Spectrométrie
de Masse Supramoléculaire pour la
Caractérisation de Complexes Biologiques

Ce chapitre se focalise sur la description des stratégies mises en ceuvre pour la détection en phase
gazeuse de complexes non-covalents spécifiquement formés en solution. Les points clés concernant
l'optimisation des conditions expérimentales et instrumentales y sont détaillés ainsi que les

informations pouvant étre recueillies en MS supramoléculaire.



1) DETECTION DE COMPLEXES BIOLOGIQUES INTACTS EN PHASE GAZEUSE

1.1) La préparation des échantillons, une étape clé

La préservation de l'intégrité structurale des complexes en solution est une condition préalable a leur
détection en phase gazeuse. Les tampons couramment utilisés pour solubiliser et stabiliser les
protéines et les complexes biologiques dans leur état natif, se révélent cependant incompatibles avec
l'ionisation ESI. Il convient donc de procéder a un échange de tampon (également appelé
« dessalage ») préalablement aux expériences de MS supramoléculaire. Cette étape essentielle
conditionne la qualité des résultats et doit par co nséquent faire I'objet d'une optimisation

soignée et adaptée a chaque échantillon . Elle consiste plus particulierement a sélectionner le

tampon d’échange ainsi que la technique d’échange de tampon.

1.1.1) Choix du tampon

L'incompatibilité entre 'ESI et les tampons utilisés lors de la purification de protéines provient de la
présence dimportantes concentrations (> 1 mM) de sels, de détergents ou autres molécules non
volatiles. En effet, ces molécules forment non seulement des adduits non-spécifigues  sur les
protéines lors du processus ESI (figures 1a et 1b), mais engendrent également une diminution, voire

une suppression compléte du signal de la protéine (figure 1d). Ainsi, la sélection du tampon

d’échange concerne :

» La nature du tampon , qui est limitée par la nécessité d'utiliser des solutions aqueuses
salines permettant de stabiliser les protéines, tout en évitant cependant d’employer des sels
non-volatils (compatibilité avec I'ESI). Le choix se restreint alors a des solutions de sels
d’ammonium , parmi lesquels le bicarbonate d’ammonium (NH4;HCOs) et surtout I'acétate
d’ammonium (NH4Ac) sont de loin les plus utilisés en MS supramoléculaire (figure 1). La
concentration en sels d'ammonium de ces tampons non-dénaturants peut varier de quelques

dizaines a plusieurs centaines de mM.

» Le pH du tampon déchange, qui est généralement fixé a des valeurs physiologiques
proches de la neutralité afin de préserver la conformation native des protéines. Le pH peut
cependant étre ajusté a l'aide d’ammoniaque et d’acide acétique ou formique, en fonction

notamment de I'expérience du biologiste concernant la stabilité de I'échantillon en solution.

» La force ionique du tampon d’échange , qui est ajustée en modulant la concentration des
sels d'ammonium et qui peut influencer la stabilité des protéines, mais également I'affinité des
complexes, particulierement ceux maintenus par des liaisons électrostatiques (ex : complexes
protéine / oligonucléotide).**

Dans la mesure du possible, il convient d’adapter la composition du tampon dés I'étape de purification

des protéines afin de faciliter la mesure de masse en MS supramoléculaire. Selon notre expérience,

parmi les réducteurs couramment utilisés, le DTT perturbe moins les analyses ESI-MS en conditions



non-dénaturantes (figure 1c) que le TCEP (figure 1d) ou encore le B-mercaptoéthanol (figure 1b). De
la méme maniére, les tampons a base de Tris sont plus facilement échangeables que ceux a base

d’HEPES ; cette observation a récemment été confirmée par le groupe de Robinson."®
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Figure 1 : Influence de la présence de solutés non-volatils pour I'analyse ESI-MS de protéines en conditions

non-dénaturantes. (a, b) Analyse de PEBP (phosphatidylethanolamine-binding protein) a 15 uM (a) avant et (b)
aprés échange contre un tampon NHsAc 50 mM pH 6,8. Vc = 100 V ; Pi = 6,1 mbar. (c, d) Analyse de GK
(glucokinase) a 10 uM dans un tampon NHsAc 300 mM pH 7,5 en présence de (c) 1 mM DTT et (d) 1 mM TCEP.
Vc =50V ; Pi=5,0 mbar.

NB : Les solutions d'acétate d’'ammonium et de bicarbonate d’'ammonium ont un pH de 6,8 et 8,0,
respectivement. Cependant, la dénomination de « tampon » qui leur est attribuée dans la littérature

n’est pas justifiée car ces sels n'ont qu'un tres faible effet stabilisateur du pH.
1.1.2) Les techniques d’échange de tampon

Différentes techniques sont disponibles au laboratoire afin d'échanger le tampon initial des

échantillons contre une solution compatible avec I'analyse d’'édifices supramoléculaires par ESI-MS :

» La dialyse est une technique d'échange de tampon basée sur le principe de I'osmose
inverse. L’échantillon et le tampon d’échange sont placés de part et d’'autre d'une membrane,
dont le seuil de coupure (MWCO : molecular weight cut-off) permet de ne laisser passer que
les électrolytes de petite taille. Sous l'effet de la pression osmotique, ces électrolytes
s'échangent au travers de la membrane jusqu'a atteindre, pour chacun d'entre eux, une

concentration égale de part et d’autre de la membrane.

» La filtration sur gel repose sur le principe de la chromatographie d’exclusion stérique.
L'échantillon est déposé sur une colonne chromatographique et élué soit par gravité, soit par
centrifugation. Au cours de I'élution, la porosité de la phase stationnaire permet de séparer les
molécules selon leur volume hydrodynamique : les molécules de grande taille sont exclues

des pores de la phase stationnaire et sont donc éluées plus rapidement que les petites



molécules capables de pénétrer dans les pores. En équilibrant au préalable la colonne avec le

tampon d’échange, il est ainsi possible de remplacer le tampon des échantillons.

» L'ultracentrifugation fait également appel a la différence de taille entre sels et biomolécules
afin de les séparer. Pour cela, la solution d'analyte est déposée sur une membrane dont le
seuil de coupure permet de retenir les biomolécules et de laisser passer le solvant ainsi que
les petits solutés sous l'effet de la centrifugation. L'échange de tampon est effectué en
réalisant des cycles successifs de concentration / dilution avec le tampon d’échange. Cette

technique a I'avantage de permettre également de concentrer les échantillons.

Le choix de la technique de dessalage peut étre guidé par les différents criteres énumérés dans le
tableau 1. Cependant, il est important de noter que I'efficacité de chacune de ces techniques est
dépendante de I'échantillon traité. A titre d’exemple, la figure 2 illustre les résultats obtenus pour deux
échantillons différents. Dans le cas du complexe CggR / ADN, les techniques d’échange de tampon
par filtration sur gel (figures 2a et 2b) se révelent inefficaces en comparaison a I'ultracentrifugation
pour laquelle les différents états de charge du complexe apparaissent sans adduit, permettant ainsi

une mesure de masse précise (figure 2c).

Dans le cas de l'anticorps 6F4 humanisé, lorsque I'échange de tampon est réalisé a l'aide d’'une
colonne de filtration sur gel de type Zeba, la biomolécule est détectée avec un faible nombre de
charges et une distribution étroite des états de charge (figure 2d). Par contre, le nombre de charges
augmente et leur distribution s’élargit dans le cas de la filtration sur gel a I'aide d’'une colonne NAP-5
(figure 2e) ainsi que pour un échange réalisé par ultracentrifugation (figure 2f), témoignant ainsi d'une

dénaturation partielle de la biomolécule provoquée par I'échange de tampon.

Ces exemples illustrent la nécessité de procéder a un réel travail d’optimisation de I'étape d'échange
du tampon, en ajustant pour cela la composition du tampon et en adaptant la technique d’échange

au cas par cas.

. . Filration sur gel Filration sur gel . .
Technique Dialyse (gravité) (centrifugation) Ultracentrifugation
Référence Slide-A-Lyzer NAP-5 Zeba Vivaspin

commerciale (Thermo) (GE Healthcare) (Thermo) (Vivascience Sartorius)
Volume 10-100 pL 100-500 pL 2-750 pL 25-2000 pL
o 0T + ++ -
Rapidité
(4-12h) (30 min) (15 min) (1-2 h)
Facteur de dilution / 2-5 / — / )
(possibilité de concentration)
Taux de + + ++ -
recouvrement * (60-80% / cycle de 12h) (60-80% / cycle) (>90% / cycle) (< 60% / 8 cycles)

Tableau 1 : Tableau comparatif des différentes techniques d’échange de tampon utilisées au laboratoire. (*) Le
taux de recouvrement et le nombre de cycles d’échange a effectuer dépend fortement des échantillons et il ne

s’agit la que d’'une appréciation basée sur I'expérience du laboratoire.
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Figure 2 : Efficacité de I'échange de tampon en fonction de la technique utilisée. (a-c) Analyse de CggR
(Central glycolytic genes Repressor) en complexe avec son ADN cible a 10 uM dans un tampon NHsAc 150 mM
pH 8,0 (Vc = 200 V ; Pi = 6 mbar). (d-f) Analyse de I'anticorps monoclonal 6F4 humanisé dilué a 10 uM dans un
tampon NH4HCO3 150 mM pH 7,2 (Vc = 200 V ; Pi = 6 mbar). L'échange de tampon a été réalisé par (a, d)
filtration sur gel par centrifugation (Zeba), (b, e) filtration sur gel par gravité (NAP-5) et (c, f) par ultracentrifugation
(Vivaspin, 30 kDa MWCO).

1.2) Optimisation des paramétres instrumentaux
1.2.1) Désolvatation des ions et maintien des inter  actions faibles en phase gazeuse

L’objectif premier de I'optimisation des parametres instrumentaux est de contrbler finement I'énergie
interne communiquée aux ions lors de I'analyse. En effet, si cette énergie est trop importante, elle
entraine la dissociation des complexes non-covalents en phase gazeuse et donc une perte de
I'information recherchée (figure 3a). A I'opposé, si elle est trop faible, les ions seront mal désolvatés,
et la présence de nombreux adduits sur le complexe empéchera une mesure de masse précise (figure
3c). Il s’agit donc de trouver le bon compromis qui permette a la fois de conserver l'intégrité  des

complexes en phase gazeuse tout en assurant une désolvatation suffisante (figure 3b).

a) Einterne ¢ ’ « Dissociation du complexe } Perte de F'information

* Bonne désolvation

’ b) Einteme OPtimale ’ « Préservation du complexe > Information fournie par une

. . mesure de masse précise
* Bonne désolvatation P

©) Einterne & « Préservation du complexe
, + , + ... } Mesure de masse imprécise

* Mauvaise désolvatation

Légende : ) Complexe Soluté (tampon, solvant, ...)

Figure 3 : Influence de I'énergie interne communiquée aux ions dans le spectrométre de masse.




a) Influence des tensions d’accélération etdelap ression dans l'interface

Dans un spectrométre de masse de type ESI-TOF ou ESI-Q-TOF, les paramétres qui permettent de
moduler I'énergie interne communiquée aux ions sont principalement les tensions d’'accélération et

la pression de gaz dans l'interface  de I'instrument (cf Chapitre Il, 4) :

» Les tensions d'accélération permettent d’augmenter I'énergie cinétique des ions, qui, lors
des collisions avec les molécules de gaz, est convertie en énergie interne. Ainsi, en
augmentant les tensions d’accélération, les ions subissent des collisions plus énergétiques
contribuant a augmenter leur énergie interne et favorisant ainsi la désolvatation puis la

dissociation des complexes non-covalents (figure 4a).

» La pression dans l'interface  permet de moduler le libre parcours moyen des ions. Ainsi, une
augmentation de la pression entraine une diminution de la distance d’'accélération et donc de
I'énergie cinétique acquise entre deux chocs consécutifs. Par conséquent, a pression élevée,

les ions subissent des collisions, certes plus fréquentes, mais d’'énergie suffisamment basse

. e s . 136, 140, 141
pour maintenir I'intégrité des complexes non-covalents (figure 4b).”™
a) Influence de la tension Vc (Pi = 7 mbar) b) Influence de la pression Pi (Vc =120 V)
= T17+ Pi = 8 mbar i+
Vc=50V 4938.22 4821.71
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Figure 4 : Influence de la tension Vc et de la pression Pi (LCT). Analyse de Trml (tRNA(m1A58)-
methyltransferase) a 20 uM en tétramere (NHsHCO3 200 mM pH 8). T = tétramere (115512 + 10 Da); M=
monomere (28868 + 1 Da).

A titre d’exemple dans le cas du LCT, la figure 4a illustre I'effet de la tension d’accélération Vc et de la
pression dans l'interface Pi pour la détection d’'un complexe protéique. A pression fixe, 'augmentation
de la tension Vc favorise la désolvatation des ions comme en témoigne I'affinement des pics.
Cependant, pour une valeur suffisamment élevée (Vc = 200 V), le spectre de masse laisse apparaitre
le monomere de protéine provenant de la dissociation du tétramére. A tension d’'accélération fixe
(figure 4b), une diminution de la pression Pi permet d’améliorer la désolvatation des pics mais
provoque une dissociation partielle du tétramére en monomere lorsque la pression est suffisamment
basse (3 mbar). Des valeurs intermédiaires de pression et de tension permettent alors d’obtenir des

spectres de masse de qualité sans pour autant provoquer la dissociation de I'édifice supramoléculaire.



b) Comparaison de I'interface des différents instru ments

En MS supramoléculaire, des expériences de CID des complexes peuvent étre mises en ceuvre pour
accéder a des informations sur la nature des interactions non-covalentes, ou encore sur la topologie
d’édifices non-covalents (cf. 2.2). Pour cela, la dissociation des complexes peut étre provoquée en
ajustant la tension Vc et la pression Pi dans le cas du LCT (cf. page 35), les tensions ISCID, IE et CE
dans le cas du MicrOTOF-Q (cf. page 36) et la pression bP et les tensions Vc, Trap Bias, Trap CE et
Transfer CE dans le cas du Synapt HDMS (cf. page 37).

Dans l'objectif de comparer l'interface de ces instruments, des expériences de CID ont été réalisées
sur un systeme protéine / ligand, en évaluant pour cela le pourcentage de dissociation du complexe
en fonction de la pression et de la tension d’accélération dans la premiére zone de pompage de
l'interface. La figure 5 met premiérement en évidence que pour un instrument donné, la dissociation
du complexe intervient pour des valeurs de tension plus élevées lorsque la pression dans

l'interface augmente , illustrant ainsi les explications précédentes (cf. 1.2.1) a)).

En comparant ensuite les résultats obtenus d'un instrument a l'autre, il apparait clairement que pour
une pression donnée, l'interface du Synapt HDMS est plus « douce » que ¢ elle du LCT . En effet,
en particulier a une pression de 6,5 mbar, la dissociation du complexe protéine / ligand intervient pour
des valeurs de tension Vc plus élevées dans le cas du Synapt HDMS. En ce qui concerne le
MicrOTOF-Q, il se positionne au niveau du LCT fonctionnant a 6,5 mbar. L'ajout d'une vanne de
régulation permettant de moduler la pression dans la premiére zone de pompage du MicrOTOF-Q
contribuerait potentiellement a rendre cette interface particulierement « douce ». En conclusion, ces
résultats montrent que les interfaces de ces différents instruments ne son t pas identiques d’'un

point de vue énergétique . Les résultats de cette comparaison sont bien évidemment a prendre en
considération dans le choix de l'instrument, en particulier lorsque des complexes peu stables en

phase gazeuse sont a étudier.
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Figure 5 : Comparaison de la dissociation d’'un complexe protéine / ligand dans linterface du LCT, du
MicrOTOF-Q et du Synapt HDMS. Evolution du pourcentage de dissociation du complexe 1:1 Aldose réductase :
IDD 388 (état de charge 11+) en fonction de la tension d’accélération et de la pression dans la premiére zone de

pompage des différents instruments du laboratoire.



1.2.2) Transmission des ions de hauts rapports m/z
a) Influence des tensions d’accélération etdelap ression dans l'interface

Les tensions d’accélération et les pressions dans l'interface jouent également un réle crucial en MS
supramoléculaire pour la transmission des ions au sein de linstrument. En effet, les ions de hauts
rapports m/z nécessitent I'application de tensions d'accélération suffisamment importantes pour
leur communiquer I'énergie cinétique nécessaire a leur transmission dans la direction souhaitée.
La figure 6a montre en effet qu'une augmentation de la tension Vc du LCT permet d’améliorer la
transmission des ions correspondant a un complexe de plus de 100 kDa. Pour des échantillons de
masse plus faible (< 20-30 kDa), la transmission des ions passe généralement par un maximum avant

de décroitre pour les hautes valeurs de la tension Vc qui est ajustable entre 0-200 V.

a) Influence de la tension Vc (Pi = 7 mbar) b) Influence de la pression Pi (Vc = 120 V)
'S 20000 - S 20000 -
2 2
2] [2]
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Figure 6 : Influence de la tension Vc et de la pression Pi sur la transmission des ions de hauts rapports m/z.
Analyse de Trml a 20 pM en tétramere dans un tampon NH4sHCO3; 200 mM pH 8,0. Le courant d’ions total a été

moyenné sur 10 scans de 4 s.

La pression dans l'interface est, quant a elle, tres importante également. En plus de favoriser le
maintien des interactions non-covalentes en phase gazeuse (cf. 1.2.1), une augmentation de la

pression permet également d’améliorer la transmissi on des ions de hauts rapports m/z  (figure
6b). En effet, lors du passage de la source a l'interface, les ions acquiérent des vitesses de plusieurs
centaines de m/s sous l'effet du phénoméne de succion généré par la différence de pression entre les

deux zones.**®

Les ions de hautes masses acquiérent ainsi des énergies cinétiques particulierement
importantes et il devient ainsi nécessaire de les thermaliser par augmentation de la pression dans
l'interface (cf. Chapitre I, 3.2.5) afin de faciliter leur focalisation dans les guides d'ions et d’améliorer
donc leur transmission dans l'instrument. L'importance de la pression pour la focalisation des ions
dans un quadrupdle est illustrée par la figure 7. Il apparait effectivement que la focalisation d’'ions de

hauts rapports m/z nécessite I'utilisation de pressions plus élevées.
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Figure 7 : Influence de la pression sur la trajectoire simulée d’ions de différents rapports m/z dans un
quadrupdle. (a) lon de myoglobine (16951 Da, Q = 2520 A2 & une pression de 1,1.10% mbar. (b) lon de
protéasome 20S (692 kDa, Q = 19400 A2) & une pression de 1,1.10 mbar. (c) lon de protéasome 20S (692 kDa,
Q = 19400 A2) a une pression de 3,9.102 mbar. D'aprés **.

b) Optimisation des paramétres de transmission des guides d’'ions

Dans le précédent chapitre, il a été mentionné qu’'un quadrupéle fonctionnant en mode RF-only ne
permet pas de transmettre les ions avec la méme efficacité sur une large gamme de rapports m/z (cf.
Chapitre 11, 3.2.2). En effet, a une radiofréquence d'amplitude V  appliquée sur le quadrupdle,
correspond un optimum de transmission  a un rapport m/z noté R : vers les faibles rapports m/z, la
transmission chute brutalement pour des ions de rapports m/z inférieurs a 0,8xR, tandis que vers les
hauts rapports m/z, elle diminue de maniére progressive permettant de conserver une transmission
efficace pour des ions de rapports m/z allant jusqu'a 3 a 4xR (figure 8a).153 Cette fenétre de
transmission peut étre déplacée vers les hauts rapports m/z en augmentant la valeur de tension V, au
détriment cependant de la transmission des ions de faibles rapports m/z. Ainsi, en balayant plusieurs
valeurs de tension V, il est possible d’obtenir une transmission homogéne des ions sur une large

gamme de rapports m/z (figure 8b).

Dans le cas du Synapt HDMS par exemple, on distingue ainsi les modes de fonctionnement ou une
valeur fixe de la tension V est appliquée (modes « Auto Fixed » et « Manual Fixed » - figure 8a), de
ceux ou une rampe de tension V est balayée en continu (modes « Auto Profile » et « MS Profile » -
figure 8b). Afin d'illustrer I'influence des réglages du quadrupéle dans le cas de cet instrument, la
figure 8 représente I'analyse en conditions non-dénaturantes d’'un mélange équimolaire de deux
protéines, la myoglobine (17,5 kDa) dont les ions multichargés sont détectés entre 1500 et 3000 m/z,
et I’ADH dont le tétramére (148 kDa) est détecté entre 5000 et 7000 m/z. Dans le cas de la figure 8c,
une radiofréquence d’amplitude fixe correspondant a une transmission optimale d’'un ion de 5000 m/z
a été utilisée. Il en résulte ainsi un spectre de masse ou les ions de 'ADH sont détectés contrairement
a ceux de la myoglobine attendus en-dessous du seuil de coupure situé a environ 0,8x5000 = 4000

m/z. En utilisant par contre une rampe de tension V, la fenétre de transmission est ainsi élargie et les



deux protéines peuvent étre détectées avec des intensités équivalentes (figure 8d). Des observations
similaires peuvent étre réalisées dans le cas du MicrOTOF-Q. L'existence potentielle d'une telle
discrimination nécessite d'étre prise en compte lorsqu’il s’agit d’évaluer I'abondance relative de
protéines en solution. En particulier, cela nécessite de travailler dans des conditions instrumentales

rigoureusement identiques  de sorte a pouvoir comparer des échantillons entre eux et remonter a

des informations semi-quantitatives.
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Figure 8 : Transmission des ions au sein d’un quadrupdle en mode RF-only dans le cas du Synapt HDMS. (a, b)
Evolution de la fenétre de transmission en fonction d'une radiofréquence d’amplitude V (a) fixe ou (b) variable. (c,
d) Influence de la tension V sur le spectre de masse d'un mélange de myoglobine de cceur de cheval (3 uM,
17568 Da) et d'alcool déshydrogénase (ADH) de S. cerevisiae (3 uM, 147800 Da) dans un tampon NHsAc 150
mM pH 6,8. Superposée aux spectres de masse, figure I'évolution de I'optimum de transmission R, qui est soit (c)

fixé a 5000 m/z, soit (d) variable selon une rampe allant de 1000 a 8000 m/z.

NB : Concernant les multipdles d'ordre supérieur ainsi que les guides d’ions de type SRIG ou ion
funnel, il a été constaté durant ce travail de thése que I'amplitude de la radiofréquence a une influence
nettement moins marquée que dans le cas des quadrupdles, et que 'augmentation de cette valeur

n’entraine qu’une amélioration sensible de la transmission des ions de hauts rapports m/z.
1.2.3) Conclusions concernant les optimisations ins trumentales

La conclusion qui découle des explications fournies ci-dessus est que I'analyse de complexes non-
covalents nécessite une optimisation visant a trouver le meilleur compromis entre la désolvatation
des ions en phase gazeuse, leur transmission au sein de l'instrument et le maintien de l'intégrité
structurale des édifices supramoléculaires. Pour atteindre cet objectif, les paramétres instrumentaux

gu’il convient d’ajuster finement sont principalement la pression dans la premiére zone de pompage



de linterface des spectrométres de masse, ainsi que les tensions d’accélération des ions

appliquées sur leur trajet de la source a I'analyseur (figure 9).
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Figure 9 : Optimisation des parameétres instrumentaux en MS supramoléculaire. Adapté d’apré5154.

2) LES INFORMATIONS EN MS SUPRAMOLECULAIRE : NATURE ET VALIDITE

De maniére schématique, les données brutes disponibles sur un spectre de masse sont (i) le rapport
m/z des pics correspondant a une information d'identité ainsi que (ii) I'intensité des pics représentant
une information de quantité . Dans le contexte de la MS supramoléculaire, I'interprétation de ces
données basiques nécessite d'avoir conscience du potentiel et des limitations de la technique liés
aux changements qui s’operent lors de la transition de la solution a la phase gazeuse. En effet, le
transfert d'un complexe biologique vers un milieu sans solvant n’est pas une étape anodine et justifie
de s’interroger en tout premier lieu sur 'adéquation entre mesures en phase gazeuse et propri  étés
en solution . Cette étape préliminaire est essentielle pour réaliser une interprétation juste et

approfondie des spectres de masse.
2.1) L'adéquation entre mesures en phase gazeuse et  propriétés en solution
2.1.1) De la solution a la phase gazeuse : changeme nts et conséquences
a) Energie des interactions non-covalentes

La nécessité de maintenir les édifices supramoléculaires intacts lors de Il'analyse ESI-MS en
conditions non-dénaturantes souléve premiérement la question de la stabilité des interactions non-
covalentes en phase gazeuse. En effet, le passage de la solution vers un milieu sans solvant
s’accompagne d’'une modification de I'énergie de certaines interactions. En particulier, les interactions
de nature électrostatique (ioniques, Van der Waals, hy  drogene) sont renforcées en absence de

solvant, en raison notamment de la permittivité relative du milieu qui passe de 80 dans I'eau a 1 dans



13, 155

le vide.*’ Par contre, en raison de l'absence d'eau, l'effet hydrophobe est quant a lui

inexistant en phase gazeuse .**

Par conséquent, la stabilité en phase gazeuse d’'un complexe
non-covalent n'est pas directement liée a sa stabil  ité en solution . D'autre part, ces modifications
impliqguent que des conditions instrumentales particulierement douces soient appliquées pour

I'analyse de partenaires dont I'association en solution résulte principalement de I'effet hydrophobe.'*°
b) Conformation des protéines en phase gazeuse

Le role essentiel du solvant dans le repliement des protéines mene naturellement a la question du
devenir de la conformation des biomolécules lors du passage en phase gazeuse. Différentes

156, 157

techniques telles que I'échange hydrogene / deutérium en phase gazeuse, ou bien encore la

mobilité ionique,™® **° ont été mises en ceuvre pour aborder cette question qui fait aujourd’hui encore

I'objet de nombreuses investigations.

De maniére intéressante, il a été montré expérimentalement que des éléments de structures

secondaires (hélice a) peuvent étre préservés en phase gazeuse.'®

Plus surprenant encore, les
travaux du groupe de Siuzdak ont démontré que des virus transférés en phase gazeuse via une
source ESI peuvent conserver une conformation compacte en phase gazeuse, et qu’'une fois collectés

puis remis en suspension, ils conservent également leur activité. % 162

Le groupe de Clemmer a,
qguant a lui, illustré dans le cas d’'une protéine (cytochrome C), la possibilité de conserver une structure
compacte en phase gazeuse pendant une durée de 30 ms avant d’entamer une série de
changements conformationnels.’® L'évolution en fonction du temps de la structure native d'une
protéine en phase gazeuse a été décrite récemment par Breuker et McLafferty dans une revue
reprenant une série de résultats expérimentaux et de simulations de dynamique moléculaire.’®* II
apparait ainsi que des changements structuraux mineurs interviennent quelques picosecondes aprés
la désolvatation de la biomolécule et sont suivis de modifications plus importantes ayant lieu plusieurs

millisecondes plus tard.

Ces études indiquent ainsi que des protéines transférées en phase gazeuse dans des conditions

relativement douces , sont capables de conserver au moins une partie de leur structure

tridimensionnelle  pendant plusieurs millisecondes, une échelle de temps du méme ordre de

grandeur que celle correspondant au transit des ions de la source au détecteur du spectrométre de
164-166

masse. Il apparait donc possible de remonter a des informations sur la conformation des

protéines en solution a partir de mesures en phase gazeuse.
2.1.2) Spécificité des complexes détectés en phase  gazeuse

La question de la spécificité des complexes détectés en phase gazeuse est un point crucial sur lequel
repose toute la confiance pouvant étre accordée aux résultats de MS supramoléculaire. Il s’agit par

conséquent de s’assurer que :



» Les complexes présents en solution soient détectés . il s’agit 1a de l'objectif de tout le
travail d’optimisation des conditions expérimentales et instrumentales décrit précédemment
dans ce chapitre et visant a préserver l'intégrité des édifices non-covalents pendant I'analyse

en phase gazeuse (cf. 1).

» Les complexes détectés soient présents en solution . il convient pour cela de procéder de
maniéere systématique a des expériences de contréle visant a s’assurer que les complexes
présents sur le spectre de masse résultent bel et bien d’'une association spécifique en solution

et non pas d'un artefact quelconque de la technique.

Concernant ce second point, la simple mesure de masse d'un complexe ne permet pas en effet
d’'exclure la possibilité qu’il provienne d’'une agrégation non-spécifique en solution et/ou durant le

167, 168

processus ESI. Différentes stratégies peuvent cependant étre mises en ceuvre pour distinguer

une interaction spécifique d’une interaction non-spécifique :'°® **°

» La détection d'un complexe avec une stcechiométrie unique constitue une premiére
indication de la spécificité d’une interaction en opposition a une interaction non-spécifique
pour laquelle une fixation aléatoire d'un ligand conduit a une distribution statistique  des

com plexes.les' 170

» Dans le cas d'une interaction spécifique, une modification des conditions en solution est
sensée étre reflétée sur le spectre de masse . Par exemple, la spécificité d'une interaction
peut étre confirmée en vérifiant qu’'une modification du pH ou de la force ionique du tampon

influence l'intensité relative et/ou la stoeechiométrie du complexe.'®®

» Lorsque qu'un ligand de référence est disponible, il est possible de réaliser des expériences
de compétition avec d’autres ligands supposés cibler le méme site de fixation de la protéine
cible. L’absence de complexes mixtes incluant la protéine et les deux ligands, prouve la
capacité du ligand de référence a chasser le ligand a tester du site de fixation de la protéine
(ou vice-versa) et constitue ainsi un moyen efficace de prouver la spécificité d’'un complexe.
Dans le cas contraire, la non-spécificité de I'interaction est a envisager mais I'existence d'un

autre site de fixation n’est pas pour autant a exclure.

» L'utilisation de partenaires modifiés chimiquement  est également possible. En effet, une
petite modification de I'un des partenaires (protéine mutée, ligand isomére, ...) entrainant un
changement radical de la stoechiométrie ou de l'intensité relative du complexe est un puissant

moyen pour démontrer la spécificité d'un complexe.'®®

En résumé, [lutilisation de paramétres expérimentaux et instrumentaux soigneuse ment
sélectionnés , ainsi que la réalisation d'expériences de contrble sont des étapes clés pour
déterminer de maniere fiable les caractéristiques d’'un complexe en solution a partir de mesures en

phase gazeuse.



2.1.3) La quantification des espéces sur un spectre de masse

Le probléme de la quantification des espéces détectées sur un spectre de masse ESI se pose tout
particulierement en MS supramoléculaire lorsqu’il s’agit d’évaluer l'affinité d’'un complexe non-
covalent. En effet, les différentes étapes de I'analyse ESI-MS (ionisation, transmission, analyse,
détection) sont susceptibles d'introduire un biais et il est donc légitime de se poser la question de
savoir si l'intensité relative de deux espéces sur un spectre de masse est égale a leur abondance

relative en solution. Cette question induit cing autres questions sous-jacentes :

» L’équilibre en solution est-il maintenu lors du pro cessus ESI ? |l s'agit [a d’'une question
fondamentale a laquelle une réponse négative entrainerait une quasi-impossibilité de déduire
des informations quantitatives sur les équilibres en solution. Les travaux des groupes de
Kebarle et de Zenobi évoqués au chapitre précédent indiquent cependant que le processus

ESI ne provoque pas de distorsions des équilibres en solution (cf. Chapitre Il, 3.1.2).

» Les difféerentes especes sont-elles ionisées avec la méme efficacité ? Les
caractéristiques du processus ESI implique une ionisation préférentielle des analytes portant
des charges permanentes et des groupements ionisables (ex: groupement amine).
L'efficacité d’'ionisation augmente également pour les analytes présentant une importante

activité de surface grace a la présence de groupements hydrophobes (cf. Chapitre I, 3.1.2).

» Les complexes sont-ils maintenus intacts en phase g azeuse ? Pour respecter cette
condition, il convient d'utiliser des parametres instrumentaux suffisamment « doux » pour

gu’aucune dissociation du complexe ne se produise en phase gazeuse (cf. Chapitre I, 1.2.1).

» Les différentes espéces sont-elles transmises avec la méme efficacité ? Les réglages
instrumentaux (pressions, tensions d’accélération, radiofréquences) jouent clairement un role
discriminant dans la transmission des ions de masses et de charges trés différentes (cf.
Chapitre 1ll, 1.2.2).

» Les différentes espéces sont-elles détectées avec | a méme efficacité ? Les
caractéristiques du détecteur MCP introduisent potentiellement une discrimination
supplémentaire en raison d’'une détection préférentielle des ions de faibles rapports m/z (cf.
Chapitre Il, 3.4).

Ainsi, lors de I'évaluation de I'abondance des especes en solution, il est important de prendre en
considération I'existence de ces sources de discrimination potentielles qui sont capables de modifier
le facteur réponse des analytes, en particulier lorsque les espéces a comparer ont des masses et

des charges différentes '™

De maniére pratique, il est généralement admis que la fixation d'un
ligand de faible masse sur une protéine de masse élevée n’altére ni son rendement d’ionisation, ni
son efficacité de transmission et de détection : les intensités relatives du complexe et de la protéine
libre sont ainsi considérées comme égales a leurs abondances relatives en solution.”
Alternativement, il a été proposé dans certains travaux d'évaluer et de tenir compte du facteur

réponse des especes en équilibre afin de les quantifier plus justement.m'174



2.2) Nature des informations recueillies en MS supr  amoléculaire
2.2.1) Stoechiométries d'interaction et états d'olig ~ omérisation

La stoechiométrie d’interaction entre les différents partenaires d’'un complexe est une information
cruciale pour la caractérisation d’édifices biologiques non-covalents. En MS supramoléculaire, la

détermination d’'une stcechiométrie d’interaction fait appel a une stratégie en deux étapes :

» Une premiére mesure de masse du complexe est réalisée en conditions dénaturantes
c'est-a-dire dans un solvant organique, acide, provoquant la rupture des interactions non-
covalentes. Cette premiére étape permet ainsi de mesurer la masse des partenaires du

complexe pris individuellement (figure 10, étape @©).

» Dans la deuxiéme étape, la masse du complexe entier est mesurée en conditions non-
dénaturantes (figure 10, étape @), permettant ainsi de déterminer I'état d’oligomérisation de

la protéine ou la stoechiométrie de chaque partenaire dans le complexe (figure 10, étape ®).

Finalement, en plus de I'information de stoechiométrie, ces deux expériences permettent également
de vérifier que les interactions entre les partenaires d’'un complexe sont bel et bien non-covalentes,
car uniguement détectées en conditions non-dénaturantes.

a) Stoechiométrie d’un complexe protéine / ligand b) Etat d’oligomérisation d’'une protéine
@® Analyse en conditions dénaturantes Z43916ca @® Analyse en conditions dénaturantes 734097ca
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841.3 M v
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Figure 10 : Détermination de la stoechiométrie d'interaction d’'un complexe protéine / ligand et de I'état
d’'oligomérisation d'une protéine. (a) Analyse du complexe formé entre I'AR et son co-facteur (NADP :
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) dilué a 3 pM soit dans un mélange eau/ acétonitrile / acide
formique 50/50/1 (®), soit dans un tampon NHsAc 10 mM pH 6,8 (®). (b) Analyse de Prx (peroxirédoxine) a 10
UM en monomére soit dans un mélange eau / acétonitrile / acide formique 50/50/1 (@), soit dans un tampon
NH4Ac 150 mM pH 6,8 (®).



La MS supramoléculaire dispose de plusieurs avantages en comparaison a d'autres techniques
biophysiques permettant de remonter a ce type d'information. En effet, la précision sur la mesure de
masse des complexes est généralement inférieure a 0,01% permettant ainsi de déterminer les
stoechiométries sans ambigiiité . De plus, la MS supramoléculaire offre la possibilité de visualiser
toutes les espéces ionisables présentes en solution de maniére directe et simultanée , et représente
donc un outil particulierement bien adaptée dans les cas ou plusieurs espéces en équilibre  sont

présentes en solution.
2.2.2) Evaluation de I'affinité des complexes

En MS supramoléculaire, deux stratégies sont généralement mises en ceuvre pour évaluer l'affinité
175,176

des complexes non-covalents :
» Les expériences de titrage consistent a augmenter progressivement la concentration de I'un

des partenaires du complexe tout en conservant la concentration de l'autre partenaire
constante. En suivant ainsi I'évolution de la concentration de complexe, il est possible de
remonter aux constantes d'affinité (Ka) et de dissociation (Kd) a partir de la loi d’action des

masses (figure 11).

» Les expériences de compétition consistent a incuber la protéine en présence de plusieurs
ligands en compétition pour le méme site de fixation. L’abondance de chaque complexe
permet alors d'établir un classement des ligands par ordre d'affinité. Cette approche est
également utilisée dans certains cas pour déterminer des constantes de dissociation.*’" 1"

A noter cependant que la validité de ces deux approches repose sur la possibilité de quantifier des

espéeces en solution a partir de l'intensité des pics sur le spectre de masse (cf. 2.1.3). Un autre point

important a considérer concerne la gamme de constantes de dissociation accessibles en MS
supramoléculaire. Dans le cas de I'analyse de complexes biologiques de hautes masses moléculaires,
la sensibilité actuelle des instruments ESI-TOF et ESI-Q-TOF permet généralement de travailler avec
des concentrations de protéines de l'ordre de 1 a 100 uM et des concentrations de ligands
généralement inférieures a 1000 uM. De ce fait, la MS supramoléculaire est une technique
généralement bien adaptée a I'évaluation de [laffinitt de complexes dont les constantes de
dissociation s'étendent de 107 a 10° M (figure 11).179' % En dessous de 107 M, la gamme de
concentrations imposées par la technique ne permet plus d’évaluer de maniére suffisamment précise
les proportions de partenaires libres et complexés, tandis que pour des constantes de dissociation

supérieures & 10° M, la proportion de complexe formé devient trop faible.

Finalement, en comparaison a d'autres techniques également basées sur la mesure de masse et/ou
de taille (ex : chromatographie d’exclusion stérique, retard sur gel), la MS supramoléculaire affiche
une résolution en masse nettement supérieure permettant de distinguer des especes de masses
trés proches. Associée a la gamme de constantes de dissociation accessibles, cette caractéristique

de la technique fait de la MS supramoléculaire un outil en plein essor pour assister I'élaboration de



ligands par criblage de fragments moléculaires de faibles masses et de faibles affinités (cf. Partie Il,
Chapitre II).”’ 181, 182

Gamme de Kd accessible en MS
supramoléculaire
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Figure 11 : Gamme de constantes de dissociation accessibles en MS supramoléculaire. Evaluation du
pourcentage de complexe formé lors d’un titrage d’'une protéine P par un ligand L pour différentes constantes de
dissociation Kd. La concentration en protéine a été fixée a la valeur du Kd lorsque celle-ci est comprise entre 1 et
100 pM. En dehors de ces limites, la concentration en protéine a été fixée soita 1 uM (Kd = 0,01 pM et Kd = 0,1

MM) ou a 100 uM (Kd = 1000 uM et Kd = 10000 uM). L'axe des abscisses représente le logarithme décimal de la
concentration en ligand exprimée en mol/l.

2.2.3) Cinétique de formation des complexes non-cov  alents

En plus de fournir des données thermodynamiques, la MS supramoléculaire permet également de
suivre dans le temps la formation de complexes non-covalents, et d’'étudier ainsi la cinétique
d’équilibres chimiques en solution. La plupart des études cinétiques réalisées par MS
supramoléculaire concerne la formation d'édifices multiprotéiques,'®® *** *** ainsi que la dynamique
d’échange des sous-unités protéiques constituant de tels complexes.s' 1% Deux conditions doivent étre

respectées pour rendre de telles études faisables :

» Les masses des produits, réactifs et intermédiaires impligués dans I'équilibre réactionnel
doivent étre suffisamment différentes  pour étre distingués sur le spectre de masse. Pour
respecter cette condition dans le cas particulier de la dynamique d’échange de sous-unités,
les différentes stratégies pouvant étre mises en ceuvre sont l'utilisation de protéines
homologues,'®**®" de formes variantes (mutées, tronquées, etc.) d’une méme protéine,'®> *#°
ou encore de protéines modifiées par un marquage isotopique.'® *°

» L'échelle de temps de la réaction doit étre compati  ble avec la technique . Concernant ce
second point, des temps de plusieurs dizaines de secondes, voire de plusieurs minutes
permettent de travailler confortablement avec des systéemes d'infusion conventionnels.
Cependant, l'utilisation de chambres de mélange rapide permet d'atteindre des temps
réactionnels de l'ordre de la milliseconde.*®* ***

A noter par ailleurs que les études visant a déterminer des constantes cinétiques reposent également

sur la possibilité de quantifier les especes a partir des spectres de masse (cf. 2.1.3). Dans le cas de



'étude de la dynamique d'échange des sous-unités d'un oligomére protéique, les protéines
échangées ayant des séquences en acides aminés similaires (en particulier lorsqu’elles ne different
que par le marquage isotopique), il est généralement admis que les complexes formés disposent d’'un

185-189

facteur réponse identique. Alternativement, une méthode permettant de déterminer des facteurs

réponses pour I'évaluation corrigée de constantes cinétiques a été rapportée et illustrée récemment

par la suivi de la formation d’un duplex d’ADN.*"

2.2.4) Etude de la dynamique structurale de protéin  es et de complexes non-covalents

L'étude de la dynamique structurale d'édifices supramoléculaires par MS consiste a suivre les
changements intervenant au niveau de la structure t  ertiaire et quaternaire des protéines sous
I'effet de différents stimuli , tels qu'un changement de pH, de température ou encore lors de la
fixation de petits ligands (métaux, cofacteurs, etc.).® %

Concernant premiérement les changements de structure quaternaire qui s’accompag nent d’'une
modification de la staechiométrie des complexes , ils peuvent étre mis en évidence en suivant
I'évolution de la masse du complexe en réponse au stimulus. Cette approche a par exemple permis
d'étudier l'effet de ligands agonistes ou antagonistes sur la stabilité de complexes de récepteurs

19819 Dans une autre étude menée au laboratoire, il a été montré de cette maniére que

nucléaires.
sous l'effet d'un changement de pH, le passage de lactivité kinase a l'activité phosphatase de
I'enzyme HPrK/P s'accompagne d’un changement d'état d'oligomérisation de la protéine.*® D’autres
exemples seront également décrits dans la suite du manuscrit dans le cas d’interactions protéine /
protéine (cf. Partie Il, Chapitre Ill et Partie 1V, Chapitre lll), ainsi que protéine / oligonucléotide (cf.

Partie Ill, Chapitre Il et Partie IV, Chapitre 111).

Concernant I'étude des changements structuraux qui affectent la conformat ion des protéines et
des complexes non-covalents sans en changer la mass e, les stratégies couramment utilisées sont

présentées ci-dessous.
a) Etude de la conformation des protéines en soluti  on

La formation d’un complexe non-covalent en solution est le résultat d'une complémentarité stérique et
interactionnelle entre les différents partenaires.11 La structure tridimensionnelle d'une protéine joue
donc un réle essentiel dans le processus de reconnaissance moléculaire conduisant a la formation
d’édifices biologiques supramoléculaires. Différentes techniques faisant appel a la MS peuvent étre
mises en ceuvre pour étudier la conformation des protéines en solution. %%

Parmi ces techniques, I'analyse de la distribution des états de charge  constitue le moyen le plus
direct.® En effet, selon le mécanisme de protonation évoqué au chapitre précédent (cf. Chapitre I,
3.1.2), lionisation des protéines se fait par attachement de protons sur les résidus « protonables »
accessibles. Or, I'accessibilité d'un résidu dépend de I'état de repliement de la protéine : une protéine
dénaturée ayant une structure dépliée sera détectée avec une distribution des états de charge

large et avec un nombre élevé de charges (figure 10a, étape @), alors qu’'une protéine native ayant



une conformation compacte sera détectée avec une distribution des états de charge étroite et
centrée sur de faibles valeurs de charge (figure 10a, étape @). La distribution des états de charge
observée en ESI-MS permet donc de sonder la conformation globale de protéines en solution, et bien
gue la résolution structurale soit nettement inférieure a celles des structures cristallographiques, cette
méthode présente I'avantage de pouvoir étudier facilement des mélanges hétérogénes ou différentes
conformations sont en équilibre.®> 2°% 2

Afin d’obtenir des informations plus détaillées concernant la conformation des protéines en solution, il

est possible de faire appel a des techniques de marquage , telles que I'’échange hydrogéne /

202, 203 204-207

deutérium, ou le marquage par oxydation radicalaire. Le principe de ces approches
consiste a modifier chimiqguement les résidus réactifs situés en surface de la protéine, puis de
procéder a une digestion enzymatique suivie de l'identification des résidus marqués par MS. Ces
stratégies permettent d’étudier non seulement la structure secondaire, tertiaire et quaternaire des
protéines, mais permettent également de suivre la dynamique conformationnelle d’'édifices protéiques

en solution.
b) Etude de la conformation des protéines en phase gazeuse

La conformation des protéines en phase gazeuse a déja fait I'objet d’'une discussion dans ce chapitre
(cf. 2.1.1)b)) et, de maniéere intéressante, il a été mentionné qu’au moins une partie de la structure
tridimensionnelle des biomolécules peut étre préservée lors de I'analyse en phase gazeuse. Ainsi, la
spectrométrie de mobilité ionique  (IMS), qui permet de mesurer la section efficace des ions en

phase gazeuse (cf. Chapitre Il, 3.2.5), est capable de fournir des informations cruciales sur la

208-211

conformation des protéines et des complexes en solu tion, et plus particulierement sur les

changements conformationnels induits par des variations de pH,212

213, 214

par des mutations au sein des

protéines,212 par la présence de ponts disulfures,
208, 215

ou encore par la fixation de différents
partenaires d’interaction. Le potentiel du couplage IMS-MS pour I'étude de complexes non-

covalents sera abordé plus en détail dans la derniére partie de ce manuscrit (cf. Partie V).
2.2.5) Expériences de dissociation en phase gazeuse

Alors que la caractérisation d’édifices supramoléculaires requiert dans un premier temps le maintien
des interactions non-covalentes en phase gazeuse, les expériences de CID visant a dissocier les
complexes dans la source et/ou dans la cellule de collision du spectrometre de masse présentent
également un intérét particulier pour I'étude des complexes protéine / ligand ainsi que pour les

complexes multiprotéiques.
a) Dissociation des complexes protéine / ligand — D  étermination du Vc s

Dans le cas de complexes protéine / ligand, les expériences de CID permettent d’étudier leur stabilité
en phase gazeuse. La dissociation progressive du complexe est généralement provoquée dans la

source de l'instrument en augmentant pas-a-pas la tension d’accélération Vc (ou ISCID dans le cas du



MicrOTOF-Q) ; on définit alors le Vcso comme la valeur de tension permettant de dissocier 50% du

complexe (figure 12).7*°

De maniére intéressante, les travaux menés par Rogniaux et coll. ont montré
que les valeurs de Vcs, permettent d’évaluer la contribution des interactions électrostatiques

intervenant dans les complexes protéine / ligand.**® En effet, étant donné que les interactions
électrostatiques sont renforcées et I'effet hydrophobe absent dans le vide, la stabilité en phase
gazeuse renseigne sur la nature des interactions intervenant dans le complexe : plus un complexe
sera stabilisé en solution par des interactions électrostatiques (ionique, liaison hydrogene, Van der

Waals), plus la valeur de Vcs, sera élevée. "

A titre d’exemple, sur la figure 12, les valeurs de Vcsg
révelent que la stabilité en phase gazeuse du complexe aldose réductase / inhibiteur est supérieure
dans le cas du ligand IDD 393, indiquant une contribution des interactions électrostatiques plus
importante que dans le cas du ligand IDD 388. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par
microcalorimétrie ainsi que par cristallographie montrant I'implication du groupement nitro du ligand

IDD 393 dans une liaison hydrogéne avec la protéine.”*

Il s’agit la d'un outil présentant un fort potentiel pour assister la chimie médicinale dans

I'élaboration de ligands ciblant des protéines d'in térét thérapeutique
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Figure 12 : Exemple de dissociation par CID de complexes protéine / ligand : détermination du Vcso des
complexes formés entre I'aldose réductase et les inhibiteurs IDD 388 et IDD 393. L'erreur sur la détermination

des valeurs de Vcsg correspond a I'écart-type calculé sur trois mesures indépendantes du Vcsp.
b) Dissociation des complexes multiprotéiques

Dans le cas d’édifices multiprotéiques, les expériences de CID sont généralement réalisées dans une
cellule de collision afin de pouvoir atteindre les niveaux d’énergie interne nécessaires a leur
dissociation. La dissociation de tels complexes se produit généralement de maniere asymétrique
alors que le nombre total de charges reste constant, une sous-unité monomérique portant un nombre
de charges élevé est éjectée, tandis que I'oligomere restant conserve un faible nombre de charges
(figure 13).224%%°

En effet, dans le cas des figures 13a et 13b, la dissociation du tétramére de Trml produit un
monomere et un trimére bien que la structure cristallographique corresponde a un «dimere de
dimere »."** De méme, dans le cas de Prx (figures 13c et 13d), la dissociation du décameére en phase

gazeuse produit un monomere et un nonamere alors que la structure tridimensionnelle décrit cet



oligomére comme un « pentamére de dimére ».*® |l apparait donc clairement que les produits de

dissociation ne reflétent pas nécessairement la symétrie du complexe en solution.?*®

Cependant, dans la mesure ou le mécanisme de dissociation des complexes multiprotéiques par CID

implique I'éjection préférentielle des sous-unités situées en périphérie (surface) des complexes, les

expériences de CID peuvent renseigner sur la topologie des complexes multiprotéiques.& 108, 227-229

De plus, elles peuvent également étre mises en ceuvre pour étudier le rble stabilisateur (ou
déstabilisateur) que peuvent avoir des mutations, des modifications post-traductionnelles ou encore

des ligands sur des édifices multiprotéiques.”**>*
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Figure 13 : Exemples de dissociation par CID de complexes multiprotéiques dans la partie Trap du Synapt
HDMS. (a, b) Analyse de Trml (PDB : 2PWY)™? & 10 uM en tétramére dans un tampon NH;HCOs 200 mM pH
8,0. (a) Analyse en mode RF-only sans provoquer de dissociation (Trap CE = 10 V). (b) Isolation de I'état de
charge +26 du tétramére dans le quadrupble et fragmentation dans la partie Trap (Trap CE = 50 V). (c, d)
Analyse de Prx (PDB : 1QMV)*® a 6 pM en décamére dans un tampon NHsAc 150 mM pH 6,8. (c) Analyse en
mode RF-only sans provoquer de dissociation (Trap CE = 6 V). (d) Isolation de I'état de charge +40 du décamere

dans le quadrupéle et fragmentation dans la partie Trap (Trap CE =110 V).

2.2.6) Architecture des complexes non-covalents

Dans le cas de complexes multiprotéiques, I'information de stoechiométrie de chaque partenaire peut
étre complétée par des informations concernant I'architecture du complexe en procédant pour cela a

des expériences de dissociation des complexes en solution et en phase gazeuse 22 La

dissociation des complexes non-covalents en solution consiste a générer des sous-complexes par

modification du pH, de la force ionique ou encore par ajout de solvants organiques (ex : méthanol).?**

283235 | identité et la stoechiométrie des partenaires protéiques composant chague sous-complexe est



ensuite déterminée par mesure de masse du complexe intact et des sous-unités générées par CID (cf.
2.2.5). Les protéines impliquées simultanément au sein de plusieurs sous-complexes constituent les
« nceuds » du réseau d'interactions du complexe de départ. En croisant ainsi ces données avec les
informations topologiques  fournies par les expériences de CID, il est possible de remonter au
réseau d'interaction , et de maniére générale, a I'architecture de I'édifice supramoléculaire . Avec
les progrés réalisés dans les stratégies de purification des biomolécules (ex: Tandem Affinity

236-238

Purification), cette approche permet désormais d’étudier par MS supramoléculaire des

complexes multiprotéiques endogénes atteignant des masses de plusieurs centaines de kDa.**
233-235

3) VALORISATION

La stratégie expérimentale présentée dans ce chapitre a fait I'objet de la publication suivante (cf.

Travaux annexes) :

» Publication : Sanglier S, Atmanene C, Chevreux G, Van Dorsselaer A. Nondenaturing mass
spectrometry to study noncovalent protein/protein and protein/ligand complexes: technical
aspects and application to the determination of binding stoichiometries. Methods in Molecular
Biology, 2008, 484, 217-243.



CONCLUSIONS

Au travers de cette étude bibliographique, nous avons souhaité présenter une vue d’ensemble de
'approche de MS supramoléculaire, en introduisant plus particulierement des éléments théoriques,
techniques et stratégiques utiles a la compréhension des résultats présentés dans la suite du
manuscrit. Les quelques lignes qui suivent constituent un résumé succinct des principaux aspects

abordés dans cette introduction.

Le potentiel actuel de la MS supramoléculaire pour I'analyse de complexes non-covalents représente
tout d’abord le fruit des nombreux développements instrumentaux et méthodologiques qui ont
permis d'accéder a la mesure de masse de complexes biologiques intacts en phase gazeuse (ESI,
TOF, etc.). De plus, 'amélioration continue de la résolution et de la sensibilité des instruments a
permis d'accroitre la complexité des systemes biologiques étudiés, tout en réduisant en paralléle les
quantités d’échantillons requises, faisant ainsi de la MS supramoléculaire une technique biophysique
tout a fait complémentaire a d'autres techniques de caractérisation plus conventionnelles

(cristallographie, RMN, etc.).

En renseignant ainsi sur I'existence, la stoechiométrie, I'affinité ou encore la dynamique de complexes
non-covalents, la MS supramoléculaire peut jouer un role essentiel dans la caractérisation structurale
d’édifices biologiques, ainsi que pour [I'étude thermodynamique et cinétique d'équilibres de
complexation en solution. Il est toutefois important de rappeler que le succés de I'approche de MS

supramoléculaire dépend de trois points essentiels qui sont :

» Une préparation des échantillons adaptée  qui nécessite I'emploi de tampons a la fois
compatibles avec I'analyse par ESI-MS et permettant de préserver I'intégrité des complexes

biologiques en solution (solutions de sels d'ammonium a pH physiologique).

» Une optimisation rigoureuse et systématique des par ametres instrumentaux qui vise a
trouver le meilleur compromis entre désolvatation, transmission et préservation des
complexes non-covalents en phase gazeuse, nécessitant pour cela une connaissance

détaillée du fonctionnement des spectrometres de masse.

» La réalisation d'expériences de contrble ayant pour but de valider les résultats et de
s'assurer de I'adéquation entre mesures en phase gazeuse et propriétés des complexes en

solution.

Quelles que soient les informations recherchées et quelles que soient les stratégies mises en ceuvre,
le respect de ces trois points clés permet d'assurer un maximum de fiabilité des résultats obtenus en
MS supramoléculaire. C’est d’ailleurs ce que nous nous attacherons a décrire dans la suite de ce
manuscrit, en particulier pour le développement de méthodologies nouvelles au sein du laboratoire

(automatisation et mobilité ionique) qui ont fait I'objet d’'une partie de ce travail de these.
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CHAPITRE |

Description et Evaluation des
Performances du Robot Triversa Nanomate

Ce chapitre est consacré a la description du robot d’infusion nanospray sur puce microfluidique
Triversa Nanomate (Advion Biosciences). Aprés avoir décrit son principe de fonctionnement, nous
nous concentrerons sur les parameétres critiques devant faire I'objet d’une optimisation particuliére

dans le contexte de I'automatisation des expériences de MS supramoléculaire.



1) INTERET DU NANOSPRAY SUR PUCE MICROFLUIDIQUE — RAPPEL

Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous avons évoqué les nombreux avantages de la source
nanospray en comparaison a la source ESI conventionnelle (cf. Partie |, Chapitre I, 3.1.3). En effet, la
réduction de la consommation d’échantillon, 'amélioration de I'efficacité d'ionisation des analytes ou
encore la plus grande tolérance aux sels du nanospray expliquent en grande partie le remplacement
des sources ESI conventionnelles par ces sources miniaturisées dans la plupart des applications en
MS.

En MS supramoléculaire également, la grande majorité des études actuellement publiées fait état de
l'utilisation d’aiguilles nanospray en verre (borosilicate). Ces aiguilles présentent cependant quelques
inconvénients majeurs qui sont notamment la difficulté de les fabriquer manuellement de maniére

reproductible , la difficulté de les manipuler en raison de leur fragilité , ainsi que le faible débit
d'analyse que cela engendre. Pour pouvoir bénéficier des avantages du nanospray sans ses
inconvénients, des efforts considérables ont été réalisés dans l'objectif de concevoir des puces

microfluidiques intégrant des aiguilles ou émetteurs nanospray.

Parmi les différentes puces qui ont été proposées, celle issue des travaux de Zhang et coll." a été
intégrée dans un systéme robotisé permettant de réaliser un prélévement automatique des
échantillons, de les mélanger puis de les ioniser a I'aide d’'un émetteur nanospray intégré. Ce systeme
commercialisé par la société Advion Biosciences sous le nom de Triversa Nanomate ™ a été couplé
au LCT (ESI-TOF, Waters) dans notre laboratoire. La prise en main de ce systéme, I'évaluation de ses
performances, ainsi que le développement de l'automatisation des expériences de MS

supramoléculaire a fait I'objet du travail de thése exposé dans cette partie.

Proteine cible O
Ligand g
Tampon

Cénes Echantillons

Puce nanoES/

Figure 1 : Représentation du couplage Triversa Nanomate-LCT. (a) Automatisation du prélévement et du
mélange des échantillons. (b) Automatisation de I'Infusion sur puce nanospray et de I'acquisition du spectre de

masse.



2) DESCRIPTION ET PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT

2.1) Description générale du robot Triversa Nanomate

Des photographies du Triversa Nanomate sont représentées sur la figure 2. On y distingue
premiérement un compartiment dans lequel peut étre placée une plaque de 96 ou de 384 puits
contenant les échantillons (figure 2a). La température de la plaque peut étre maintenue entre 4 et
20°C a l'aide d'un systeme réfrigérant a effet Peltier situé en-dessous du compartiment. Un mandrin
capable de se déplacer dans les trois directions de I'espace assure le prélevement, le mélange et
l'infusion des échantillons (figure 2a). Pour cela, il est relié a une seringue montée sur un moteur pas
a pas permettant d'aspirer des volumes allant jusqu'a 15 L. Le prélevement est réalisé a 'aide de
cbnes conducteurs en graphite recouverts d'un revétement chimiquement inerte (figure 2b). Ces
cbnes sont adaptables sur I'extrémité du mandrin et leur usage unique permet d’éliminer le risque de
contamination. Le mélange une fois effectué, le céne conducteur contenant I'’échantillon est placé
contre la puce microfluidique (figure 2b), et I'infusion nanospray est initi€e en appliquant sur le liquide
une tension allant jusqu’'a 2,5 kV, ainsi qu'une Iégére contre-pression allant jusqu'a 3 psi. Comme
pour les cénes conducteurs, chaque émetteur nanospray de la puce est a usage unique, supprimant
de ce fait le risque de contamination d’'un échantillon & l'autre. Le Triversa Nanomate est positionné
de telle sorte que la puce microfluidique soit placée face a I'entrée de l'interface du spectrométre de
masse (cébne d'échantillonnage dans le cas du LCT - figure 2). Le pilotage du robot est réalisé
indépendamment du spectromeétre de masse a l'aide d’'un logiciel spécifique permettant de gérer le
déplacement du mandrin, ainsi que les paramétres de prélevement et d’infusion. De plus, le robot et le
spectrométre de masse étant connectés ensemble, l'acquisition du spectre de masse peut étre

réalisée de maniere automatique selon les parametres instrumentaux préalablement définis.

a)
Cone

Puce nanoES! j4 d’échantillonnage

Mandrin Puce nanoESI

Cdnes conducteurs

Plague d’échantillons Cone conducteur

Figure 2 : Photographies du Triversa Nanomate. (a) Vue générale du systeme adapté devant le cone

d’échantillonnage du LCT. (b) Contact entre le cone conducteur et la puce microfluidique pendant 'infusion.

NB : En plus de permettre l'infusion directe des échantillons, le robot Triversa Nanomate peut
également étre couplé entre un systeme chromatographique et un spectrometre de masse, permettant
d’'une part de bénéficier des avantages du nanospray sur puce microfluidique et d’autre part de la
possibilité de collecter les produits élués de la colonne. Cette option qui est trés intéressante pour
certaines applications, n'a cependant pas été exploitée dans le cadre de ce travail de these portant

sur I'analyse de complexes non-covalents en conditions non-dénaturantes.



2.2) Description de la puce microfluidique
2.2.1) Procédé de fabrication

La puce microfluidique nanoESI constitue I'élément clé du systéme Triversa Nanomate. Sa conception
répond a des critéres essentiels tels qu'une bonne résistance chimique (acides, bases, solvants
organiques, etc.), ainsi qu’une reproductibilité du procédé de fabrication. La puce est ainsi congue a
partir d'un substrat en silicium dopé (pour le rendre conducteur), recouvert d’une couche protectrice
de silice et d’'un revétement photosensible. Un motif prédéfini est alors gravé sur le substrat en retirant

sélectivement ces différents matériaux a I'aide de procédés utilisés en microélectronique.™

En quelques détails, un marquage par rayonnement ultraviolet (lithographie ) est tout d’abord réalisé
sur le film photosensible afin de définir les motifs de la gravure. Les parties exposées du revétement
photosensible sont ensuite retirées en milieu alcalin, exposant ainsi la couche intermédiaire de silice
qui est a son tour décapée sous l'action d'un plasma . L'étape suivante consiste a graver le motif sur
(DRIE - Deep

Reactive lon Etching). Finalement, aprés avoir retiré les couches de revétements protecteurs

le substrat de silicium en utilisant pour cela une technique de gravure ionique réactive

résiduelles, un film est déposé sur la puce afin d’en contrdler la chimie de surface . Des informations

supplémentaires sur ces procédés peuvent étre trouvées dans les références ° et *.

2.2.2) Caractéristiques géométriques de la puce mic  rofluidique

Dans le cas du Triversa Nanomate, les différentes étapes de gravure aboutissent a I'obtention d’'une
puce microfluidique contenant 400 émetteurs nanospray, encore appelées « nozzles », sur une

surface d’environ 6 cmz? (figure 3a). Les caractéristiques géométriques de ces émetteurs sont :

» La présence sur I'une des faces de la puce d’'un réservoir destiné a accueillir la pointe de

cbne contenant I'échantillon, assurant ainsi I'étanchéité du contact céne-puce (figure 3b et c).

» La présence sur la face opposée du nozzle ayant un diameétre interne de 10 um et qui joue le
réle d'une aiguille nanospray (figure 3b et c). Notons que les puces de derniére génération

utilisées durant ce travail de thése sont équipées de nozzles d’un diamétre interne de 5 um.
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Figure 3

: Puce microfluidique nanoESI du Triversa Nanomate. (b, ¢) Source : Advion Biosciences




2.2.3) Caractéristiques de fonctionnement

La maniére dont la puce a été concue implique une caractéristique particulierement importante
concernant le champ électrique a la sortie du nozzle. En effet, dans le cas des sources ESI
conventionnelles et des aiguilles nanoESI, la différence de potentiel a I'origine de la formation des
gouttelettes chargées est appliquée entre le liquide dans le capillaire , et une contre-électrode
matérialisée par I'entrée de l'interface du spectrométre de masse (cdne d’échantillonnage dans le
cas du LCT - figure 4a). Dans cette configuration, le champ électrique est inversement proportionnel a
la distance séparant la pointe du capillaire de la contre-électrode. Cette distance est généralement de
'ordre de plusieurs mm et doit étre optimisée pour assurer la stabilité du spray, ainsi qu'un taux

d’échantillonnage maximal des ions vers l'interface du spectromeétre de masse.

a) Aiguille nanoESI c) Modélisation des lignes de champ (aiguille)
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Figure 4 : lllustration des caractéristiques du champ électrique obtenu sur la puce nanoESI du Triversa

Nanomate. (a, b) Comparaison entre le champ électrique obtenu dans le cas (a) d’'une aiguille nanoESI et (b)
d’un nozzle de la puce microfluidique, adapté d'aprés >, (c, d) Modélisation des lignes de champ obtenues dans le

cas (c) d’'une aiguille nanoESI et (d) d'un nozzle de la puce microfluidique, adapté d'apres e

Dans le cas du Triversa Nanomate, la différence de potentiel est appliquée entre le liquide et la puce
elle-méme. Pour cela, le liquide est mis sous tension par contact avec le cone conducteur, tandis que
le ceeur de la puce reste connecté a la terre (figure 4b). Notons que cela est rendu possible par la
présence d'un film isolant situé entre le liquide et le coeur de la puce (figures 3b et 4b). L'épaisseur de
ce film isolant est suffisamment faible pour permettre au champ électrique de le traverser, et donc au

processus ESI d'avoir lieu.® Cette configuration particuliére entraine deux conséquences majeures :

» Le liquide a I'extrémité du nozzle et le coeur de la puce ne sont séparés que de quelques
microns. Par conséquent, le champ électrique a I'extrémité du nozzle est nettement plus
intense et concentré qu'il ne I'est a I'extrémité d’'une aiguille nanoESI , favorisant ainsi le

processus ESI dans le cas de la puce microfluidique (figure 4c et d).5' 6



» La stabilité du spray dépend des dimensions de la puce et non pas de sa position par
rapport au spectrométre de masse, cela contrairement aux aiguilles nanoESI dont la position
doit étre redéfinie a chaque nouvelle aiguille.” De plus, la bonne reproductibilité dans
I'élaboration des puces se répercute nécessairement sur la reproductibilité du spray d’'un

nozzle a l'autre et d’une puce a l'autre. " ®

3) PARAMETRES D’OPTIMISATION

3.1) Préparation automatisée des mélanges

Lors du développement d'une méthode d'analyse automatisée en MS supramoléculaire, une part
importante de la phase d’optimisation du Triversa Nanomate est consacrée au paramétrage du logiciel
de pilotage qui permet de définir les volumes et hauteurs de prélevement / dépdt des échantillons.
Cette étape nécessite une attention particuliere en raison notamment de la manipulation de faibles
volumes (2-15 pL). En effet, une goutte supplémentaire restant suspendue au cbne apres
préléevement ou encore une goutte déposée sur les parois d’'un puits lors du dépét de liquide, sont
autant de risques d’erreurs relevées durant les phases de mise au point et qu’il convient d’éviter a
l'aide d'un positionnement adapté du mandrin lors des étapes de préparation des mélanges. Ainsi, la

stratégie mise au point et adoptée lors de ce travail de thése consiste a :

» Prélever I'échantillon en réduisant au minimum la hauteur de céne plongeant dans le
liquide . Typiquement, la hauteur de préléevement est ajustée de sorte que I'extrémité du cone
se situe 0,6 mm en-dessous de la surface du liquide restant dans le puits aprés prélévement.

Cela permet de réduire le volume de liquide déposé a I'extérieur du cone.

» Déposer I'échantillon dans un puits contenant déja du liquide (ex: tampon) et en
positionnant I'extrémité du céne a 0,2 mm au-dessus de sa surface. Cette fagcon de faire
évite de plonger le cdne dans le liquide déja présent et limite donc le risque qu’'une goutte ne
reste accrochée sur le cone au moment de son retrait. De plus, cela permet a la goutte
naissante d'étre absorbée par le liquide déja présent (coalescence), évitant ainsi qu’elle ne

reste accrochée sur la paroi latérale du puits sans étre mélangée au reste de la solution.

Notons par ailleurs que ces réglages pouvant varier en fonction des volumes a manipuler, il convient,
dans la mesure du possible, d’adapter les concentrations de départ des produits pour que des
volumes similaires puissent étre prélevés tout au long de I'expérience, minimisant ainsi les risques

d’écart d’'un échantillon a I'autre.

Finalement, un dernier point qu’il est important de mentionner concerne l'option « air gap » qui permet
d’aspirer un faible volume d’air (typiquement 2 pL) juste avant de placer le cbne contre la puce
microfluidique. Cette astuce permet d'éviter que le liquide arrivant a ras du cone ne se répande sur la

puce au moment du contact et nuise ainsi a I'étanchéité de la jonction cone-puce.



3.2) Optimisation du spray

La stabilité du spray émanant du nozzle dépend essentiellement de deux parametres devant étre
soigneusement ajustés : la différence de potentiel et la contre-pression appliquées sur le liquide.
La mise sous tension du liquide se fait via le céne conducteur qui est relié a I'alimentation électrique
du robot, tandis que la contre-pression comprimant le liquide contre la puce est amenée par une ligne
d’'azote traversant le mandrin. L'optimisation de ces deux parametres dépend fortement de la
composition du solvant et ils doivent généralement étre ajustés de paire : de maniére générale, il
convient d’augmenter les valeurs de la tension (Vgs)) et de la contre-pression (Pgg)) lorsque la viscosité
du solvant augmente. Des valeurs de tensions de l'ordre de 1,5 a 2 kV et des valeurs de contre-
pressions comprises entre 0,5 et 1 psi sont utilisées au laboratoire pour des solvants allant du

mélange eau / acétonitrile / acide formique 50/50/1 & des tampons 100% aqueux.

De maniére intéressante également, le robot Triversa Nanomate est muni d’'un dispositif permettant de
mesurer en continu l'intensité du courant d’ions émis a partir du nozzle (lgg - figures 5 et 6), offrant
ainsi la possibilité de suivre la stabilité du spray pendant I'infusion et de réajuster les valeurs de Vgg
et Pes) en cas de besoin. De plus, le logiciel de pilotage dispose d'une option nommée « spray
sensing » permettant de changer automatiquement de nozzle lorsque l'intensité du courant franchit
les limites définies par l'utilisateur. Cette option trouve toute son utilité pour l'analyse en mode
automatique d'échantillons provoquant ponctuellement un colmatage des nozzles qui se traduit par

une chute du courant lgg.

Finalement, il a été noté durant ce travail de thése que le réglage des valeurs de Vg et Pgg peut
également, dans certains cas, influencer la finesse des pics sur les spectres de masse. A titre
d’exemple, la figure 5 représente les spectres de masse acquis pour un complexe protéine / ligand
obtenus a deux tensions Vgg, différentes : la diminution de Vgg permet de réduire de moitié I'intensité
du courant et modifie considérablement I'allure du spectre de masse avec un affinement significatif
des pics. Cette observation difficile a expliquer se produit parfois également lors du colmatage des
nozzles (figure 6). Des observations similaires ont également été réalisées dans le cas des aiguilles

nanoESI, contrairement cependant a la source ESI conventionnelle.
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Figure 5 : Influence de la tension Vgs sur la finesse des pics obtenus lors de I'analyse de Tgt (tRNA-guanine
transglycosylase) a 10 uM en présence de 50 uM de ligand PK460 (500 mM NH4Ac ; Pes; = 0.9 psi ; Vc = 100 V,
Pi = 6 mbar).
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Figure 6 : Elargissement des pics engendré par le colmatage du nozzle (diminution de l'intensité du courant)
lors de I'analyse du complexe protéine ligand Aldose réductase (AR) / Tolrestat (a 5 UM dans 10 mM NHsAc pH
6,8 ; Vesi = 1,75 kV ; Pesj = 0,75 psi; Vc =70 V ; Pi = 5 mbar).

En résumé, pour chaque échantillon analysé sur le couplage Triversa Nanomate—LCT, I'optimisation
instrumentale commence par la mise au point des volumes et hauteurs de prélévement / dép6t des

échantillons, suivi par I'ajustement de la tension V gg et de la contre-pression P gg,.

4) CARACTERISTIQUES ET PERFORMANCES DU TRIVERSA NANOMATE

4.1) Reproductibilité des mélanges et des injection s sur puce nanoESI

A cbté des avantages qu’'apporte la source nanoESI en MS supramoléculaire, la préparation et

I'utilisation d’aiguilles en verre peut étre a l'origine de problémes de reproductibilité.> *°

Dans le cas du
Triversa Nanomate, la reproductibilité des mesures dépend non seulement de la reproductibilité du
procédé de fabrication des puces nanoESI , mais aussi de la reproductibilité des étapes de
mélange des échantillons effectuées par le robot. Le test décrit par la figure 7 a ainsi été réalisé afin

d’évaluer le critere de reproductibilité des mélanges et des injections sur puce nanoESI.

Tampon Protéine Ligand
(NH,Ac 50 mM pH 7.5) (PPARYy a 60 uM) Troglitazone (TGZ a 30 uM)
Mélange Manuel (M) Mélange Automatique (A)
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M M
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Préléevement de 5 pL de protéine et Préléevement de 5 pL de protéine et ¢
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Figure 7 : Description du test mis en ceuvre pour évaluer la capacité du Triversa Nanomate a fournir des
résultats reproductibles en MS supramoléculaire. Le paramétrage du LCT est identique pour I'ensemble des
expériences. PPARy: peroxysome proliferators activating receptor y. (M): Etape manuelle. (A):

Etape automatisée.



Les résultats de ce test de reproductibilité sont illustrés sur la figure 8. Premiérement, I'histogramme
de la figure 8c illustre la capacité du robot a effectuer le mélange des échantillons d’'une maniére
tout aussi reproductible que les mélanges effectués manuellement (écart-types similaires). De plus,
la comparaison des intensités relatives de complexe mesurées dans le cas des mélanges manuels et

automatisés, permet de s'assurer de la justesse des volumes prélevés par le robot

Finalement, le coefficient de variation de 7,3% mesuré sur l'intensité du signal obtenu pour une méme
solution analysée a l'aide de cing (n = 5) différents nozzles illustre la reproductibilité du spray

obtenu d'un nozzle a l'autre (figure 8d). Cette valeur de 7,3% est en accord avec les résultats
5) a 12,1% (n = 10)." 7 La
reproductibilité des résultats obtenus d’'une puce a l'autre a, quant a elle, été estimée comme étant

inférieure & 12% (n = 5).°

précédemment rapportés dans la littérature allant de 5,3% (n =
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Figure 8 : Résultats du test de reproductibilité des mesures effectuées a I'aide du Triversa Nanomate. (a, b)

Spectres de masse obtenus a partir de mélanges (a) manuels et (b) automatisés. (c) Reproductibilité des
mélanges : l'intensité relative du complexe a été calculée a partir de la hauteur des pics des états de charge 10+
a 12+ de la protéine libre et du complexe. (d) Reproductibilité du signal de nozzle a nozzle : I'axe des ordonnées
représente la somme des intensités des états de charge 10+ a 12+ de la protéine libre et du complexe. Ves =
1,75kV ; Pesi = 0,75 psi ; Vc =20 V ; Pi =5 mbar.

4.2) Sensibilité et stabilité

La comparaison en termes de sensibilité entre la puce microfluidique et les aiguilles nanoESI en verre
a été rapportée dans la littérature. Les données publiées sont cependant contradictoires, décrivant
tantdt une perte de sensibilité d’'un facteur 2,” tantét un gain de sensibilité d'un facteur 1,5-3.' Dans
notre cas par contre, le passage de la source ESI conventionnelle a la source nanoESI sur puce

microfluidique a été accompagné d'un net gain de sensibilité , et cela plus particulierement dans le



cas des analyses réalisées en conditions non-dénaturantes, permettant ainsi de réduire les
concentrations usuelles en protéine de 10-20 uM a 1-10 uM.

D’autre part, avec la mise en place du Triversa Nanomate, le débit d'infusion des échantillons est
passé de 5-10 puL/min a environ 100 nL/min, offrant ainsi des temps d’acquisition de plusieurs dizaines
de minutes a partir de quelques pL d’échantillon (figure 9a). De plus, il faut encore noter la bonne
stabilité du signal obtenu dans le cas de la puce nanoESI, une caractéristique précédemment
mentionnée dans la littérature et illustrée ici par la figure 9.
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Figure 9 : Stabilité du signal produit par la puce nanoESI du Triversa Nanomate. (a) Evolution dans le temps du
courant d’ion total obtenu pour I'analyse de PPARy a 10 uM dans un tampon NH4Ac 50 mM pH 7,5. (b) Spectres
de masse obtenus a différents temps d’acquisition montrant une intensité quasi-constante de I'état de charge 11+
de la protéine. Vesi = 1,75 kV ; Pes; = 0,75 psi ; Vc = 100 V ; Pi = 5 mbar.

Le gain de sensibilité , la réduction du débit d'infusion  ainsi que la stabilité du signal qu’offre le
Triversa Nanomate ont permis dans notre cas de réduire la consommation d'échantillon d'un

facteur 10 a 100 en fonction des systemes étudiés.
4.3) Distribution des états de charges

En MS supramoléculaire, I'analyse de la distribution des états de charge permet de remonter a des
informations concernant la conformation des protéines en solution. Dans ce contexte, il a été observé
gue le nombre moyen de charges portées par les protéines analysées en conditions non-
dénaturantes diminue lorsque l'on passe successivement de la source ESI conventionnelle, aux
aiguilles nanoESI puis aux puces nanoESI (figure 10). Ce décalage de la distribution des états de

charge a précédemment été mentionné dans la littérature,™

et a probablement pour origine les
différences de débit et de taille des gouttelettes chargées produites par ces différentes sources

d’ionisation.
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Figure 10 : Comparaison de la distribution des états de charge de protéines analysées en conditions non-
dénaturantes a I'aide d'une source ESI, d’aiguilles nanoESI et de la puce microfluidique du Triversa Nanomate.
(a) Analyse de la myoglobine de cceur de cheval a 5 uM dans un tampon NHsAc 50 mM pH 6.8. (b) Analyse de
Prx a 10 pM en monomere dans un tampon NHsAc 150 mM pH 6,8. Diamétre interne des aiguilles nanoESI = 4 +

1 pm (PicoTip Emitter™, New Objectives). Diameétre interne du nozzle =5 pm.

5) LIMITATIONS ET PERSPECTIVES D’AMELIORATION

5.1) Limitations concernant le mélange des échantil  lons

Concernant le systeme de mélange des échantillons, I'impossibilité de conserver les échantillons a
une température différente de celle requise pour les in  cubations représente le principal
inconvénient. Cette limitation pourrait étre contournée en effectuant les mélanges dans une plaque
différente de celle contenant les échantillons de départ, permettant ainsi d'intégrer deux systémes

réfrigérants indépendants.

Toujours dans cette voie d’amélioration, le systeme a effet Peltier actuellement en place ne permet
que de réfrigérer les échantillons entre 4 et 20T et il pourrait donc étre intéressant d’adapter le
systeme pour atteindre des températures plus élevées , parfois nécessaires pendant I'incubation des
échantillons.

Finalement, il faut encore noter que la partie du logiciel permettant d’automatiser les mélanges fait
appel a des commandes basiques (aspirer, déposer, mélanger, etc.) qui nécessitent chacune d’entrer
manuellement un certain nombre de parameétres (volumes, hauteurs de prélevement et de dépot,
vitesse de prélevement, etc). Bien qu'offrant certes une trés grande flexibilité, cette interface logicielle
pourrait étre rendue plus conviviale , tout simplement par exemple en autorisant I'import de fichiers
provenant de tableurs permettant de calculer automatiquement les différents volumes et autres

parametres de réglage.




5.2) Cas d'instabilité du signal

Bien que la stabilité du signal fourni par la puce microfluidique du Triversa Nanomate a été démontrée
dans la littérature et illustrée dans ce chapitre (cf. 4.2), il faut noter que des fluctuations du signal
peuvent étre rencontrées dans certains cas, en particulier lorsque des protéines peu stables dans

les tampons a base de sels d'ammonium sont a étudier.

En présence de tels échantillons, l'instabilité du courant d’ions émis par la puce est généralement
suivie d’'une perte définitive du signal, en raison probablement d’'un colmatage du nozzle di a la
précipitation de la protéine. Alors que le changement automatique de nozzle (« spray sensing » - cf.
3.2) offre une solution viable dans le cas de colmatages ponctuels, il ne permet que de déplacer le

probléme de nozzle en nozzle lorsqu’une protéine instable est en cours d’analyse.

De maniére intéressante cependant, il a été constaté durant ce travail de these qu’un ajustement des
parameétres Vgg et Peg; au cours de I'analyse permet de prolonger la stabilité du spray obtenu dans le
cas de protéines instables. Cependant dans I'état actuel du systéme, cet ajustement ne peut se faire
gue manuellement, limitant ainsi la possibilité d’automatiser les expériences aux cas de protéines
suffisamment stables. Une amélioration potentielle du systéme pourrait donc consister a intégrer au
logiciel de pilotage du Triversa Nanomate, une option qui, au lieu de changer de nozzle lorsque le
courant franchit une certaine limite (cas de l'option spray sensing actuelle), permette de réguler
automatiquement les valeurs de V gg et Pgs de sorte a maintenir le courant d’'ions dans les

limites définies par I'utilisateur
5.3) Perspectives d’amélioration de la puce microfl  uidique

Alors que la puce microfluidique intégrée au Triversa Nanomate présente déja des performances
remarquables, des améliorations potentielles sont a envisager. En effet, parmi les évolutions des
puces nanoESI qui sont actuellement en cours de développement, figure la conception de puces

capables d'ioniser les échantillons a 'aide de nozzles multiples .****

a)
\I Emetteur unique

Puce
‘

-\._ Emetteur multiple

200 pm

Figure 11 (a) Représentation schématique du principe des émetteurs nanoESI multiples. (b) Exemple d'un
émetteur multiple produit par décapage chimique, d’apres 1 (c) Image de microscopie électronique a balayage

d’une fibre microstructurée produisant 30 émetteurs d’un diamétre interne de 4-5 pm, d'apreés .



En obtenant ainsi plusieurs sprays pour un méme échantillon, la quantité d'ions simultanément
produits est augmentée, améliorant par conséquent la sensibilité générale des spectromeétres de
masse. Le modéle décrit par le groupe de Smith indique en effet qu'a débit total constant, le courant
d’ions total augmente proportionnellement a la racine carrée du nombre de nozzles.'” Par ailleurs, la
répartition du débit de liquide entre plusieurs nozzles permet de réduire les problemes de

colmatage ,* rendant cette piste d’amélioration particulierement attractive dans le contexte de la MS

supramoléculaire.
6) CONCLUSIONS

En intégrant un systeme de mélange des échantillons et d'infusion n anoESI sur puce
microfluidique , le Triversa Nanomate présente de nombreux avantages en MS supramoléculaire en
comparaison aux sources ESI conventionnelles et aux capillaires nanoESI en verre (tableau 1). En
effet, la facilité de mise en ceuvre , la réduction de la consommation d’'échantillon , ainsi que la
reproductibilité  des mesures en font un outil idéal pour I'analyse de complexes non-covalents
comme cela sera illustré dans la suite de ce manuscrit. De plus, les possibilités d’automatisation des
expériences permettent désormais d'intégrer la MS supramoléculaire dans des programmes de

criblage de ligands ciblant des protéines d'intérét thérapeutique.” *>*’

Finalement, dans ce contexte
de haut débit d'analyses, il faut noter que linvestissement de départ ainsi que le colt des
consommables du Triversa Nanomate peuvent étre rapidement compensés par le gain de temps et
I'économie d’échantillon que cet instrument apporte en comparaison a la source ESI conventionnelle

et aux aiguilles nanoESI.

Source ESI conventionnelle Aiguilles nanoESI Triversa Nanomate
Préparation des échantillons Manuelle Manuelle Automatique
Temps de ringage 5-10 min / analyse / /
Débit d'analyse 15-20 analyses / jour 15-20 analyses / jour ( Ansa(l));igozjrr:/azlﬁe;o/si?ble)
Risque de contamination Oui Non Non
Reproductibilité + - +
Consommation de protéine 0.8-1.5 nmol / analyse 0.01-0.1 nmol / analyse 0.01-0.1 nmol / analyse
Facilité de mise en ceuvre - -- +
Rentabilité (moyen/long terme) -- - +

Tableau 1 : Tableau comparatif des caractéristiques des différentes sources ESI disponibles au laboratoire. Le

débit d’analyse représente le débit maximum accessible pour des expériences de criblage.






CHAPITRE I

Automatisation des Analyses sur Puce
Microfluidique en MS Supramoléculaire pour
le Développement de Molécules a Visée
Thérapeutique

Dans ce chapitre sont présentés les résultats d’'un cas d’étude illustrant les possibilités offertes par le
Triversa Nanomate pour la recherche et la caractérisation de ligands ciblant des protéines d'intérét
thérapeutique. Aprés avoir introduit le concept du criblage de ligands par spectrométrie de masse
supramoléculaire, nous présenterons les résultats obtenus dans le cadre d'un projet en collaboration
avec I'équipe du Dr Gilles Prévost (Institut de Bactériologie de la Faculté de Médecine de Strasbourg)
portant sur I'étude des interactions entre des molécules de la famille des calixarénes et des toxines

protéiques impliquées dans les maladies nosocomiales.



1) INTRODUCTION AU CRIBLAGE DE LIGANDS PAR MS SUPRAMOLECULAIRE

Dans le processus de développement de molécules a visée thérapeutique, la phase premiere
d’identification d'une protéine cible impliquée dans une pathologie est suivie par la recherche de
ligands capables de moduler son activité . L'une des stratégies alors mise en ceuvre consiste a
cribler des banques pouvant contenir plusieurs centaines de milliers de molécules dont la taille
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moyenne peut varier de 200 Da (criblage de fragments), a plusieurs centaines de Da dans le cas

de banques de molécules plus élaborées.

Pour cela, un criblage primaire de haut débit est tout d’abord réalisé afin de sélectionner une
premiéere série de quelques dizaines ou centaines de molécules appelées «touches » ou « hits »
(figure 1). Dans I'étape suivante, ces molécules sont soumises a un criblage secondaire permettant
de sélectionner les molécules « leads », qui seront ensuite modifiées chimiquement pour optimiser

leurs propriétés avant de passer au stade de développement clinique.

Identification / Criblage primaire : Criblage secondaire : Optimisation des Etudes
validation Recherche de Identification des molécules ini
. . . cliniques
d’unecible molécules « Hits » molécules « Leads» « Leads »

Figure 1 : Différentes étapes impliquées dans le processus de développement de molécules a visée
20,21

thérapeutique, adapté d’'apres

Ces différentes étapes de sélection et d’optimisation font appel a des techniques analytiques
complémentaires. En effet, lors du criblage primaire, les techniques de haut débit sont privilégiées
(ex : techniques de fluorescence), alors que lors des étapes d’optimisation des leads, il convient de
faire appel a des techniques fournissant un important contenu informatif = afin de caractériser en
détail les complexes protéine / ligand (ex : cristallographie)."® De maniére générale, la MS peut
intervenir dans la plupart de ces étapes, en allant de I'identification de la cible par des approches
protéomiques jusqu’au contrdle qualité des produits finaux.*"

En ce qui concerne plus particuliéerement les phases de criblage primaire et secondaire, les approches
faisant appel a la MS peuvent étre classées en deux groupes: les méthodes directes et les

méthodes indirectes .2 %

Le principe des méthodes indirectes consiste a suivre l'intensité du

signal de ligands en présence de protéine cible (figure 2a). Pour cela, la protéine est tout d’abord
incubée en présence de ligands. Le mélange est ensuite séparé a I'aide de différentes techniques
(SEC, ultrafiltration, immobilisation de la cible, etc.) pour recueillir d’'un c6té les complexes protéine /
ligand, et de l'autre coté les ligands libres n'ayant pas été complexés par la protéine. Finalement,
l'information de fixation du ligand est obtenue, soit en détectant une diminution de la concentration de
ligand restant dans la solution de départ (figure 2a, étape @), soit en dénaturant le complexe afin de

21, 24, 25

détecter individuellement les ligands fixés a la protéine (figure 2a, étape @). Les méthodes

indirectes bénéficient généralement d’un haut débit d’analyse (plusieurs milliers de composés par jour)

23, 24

idéal pour I'étape de criblage primaire. Par contre, I'obtention d'informations telles que la

stoechiométrie d'interaction des ligands est plus difficile voire impossible & obtenir.”®



En comparaison, la détection directe par MS supramoléculaire de complexes non-covalents
maintenus intacts en phase gazeuse (figure 2b), permet d'accéder a des informations cruciales
concernant les complexes protéine / ligand (existence, staechiométrie, spécificité, affinité, etc.), et peut
donc apporter une contribution importante dans les étapes de validation des « hits » et d’optimisation

%627 pe plus, avec les possibilités d’automatisation récentes, la MS supramoléculaire

7,15, 28

des « leads ».

représente désormais une alternative intéressante pour les criblages primaires de moyen débit.

a) Méthodes indirectes b) Méthode directe
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Figure 2 : Représentation schématique des méthodes de criblages (a) indirectes et (b) directe en MS.

Dans ce contexte de développement de molécules a visée thérapeutique, nous avons souhaité
présenter dans la suite de ce chapitre les résultats d’une étude menée sur des complexes leucotoxine
/ calixaréne. Cette étude a fait I'objet d’'un développement méthodologique mettant a profit le potentiel

offert par le robot Triversa Nanomate pour I'automatisation des expériences en MS supramoléculaire.

2) ETUDE DES INTERACTIONS MOLECULAIRES ENTRE LEUCOTOXINES ET CALIXARENES

2.1) Contexte de I'étude

Le développement d’'une infection chez un patient lors de son hospitalisation (infection nosocomiale)
est directement responsable de plusieurs milliers de décés par an en France.” Alors gu’'une
diminution de ces infections a été constatée en France entre 2001 et 2006, la prévalence reste encore

.31 | a gravité de ces infections est liée a I'apparition de

de 5,4%, soit 1 patient infecté sur 20.
bactéries résistantes aux antibiotiques, parmi lesquelles on trouve notamment Staphylococcus aureus
(S. aureus), également appelé staphylocoque doré et qui, a lui seul, est responsable de pres de 19%

des infections nosocomiales.*

En plus de la résistance aux antibiotiques qu’'ont développée certaines souches, cette bactérie
dispose d'un arsenal de facteurs de virulence qui la rendent également résistante au systeme
immunitaire de I'h6te.* Parmi ces facteurs de virulence figurent des toxines protéiques qui provoquent
la lyse de leucocytes (cellules de la défense immunitaire de I'hdte), leur assignant le nom de

« leucotoxines » ou « leucocidines ».** Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes plus
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particulierement intéressés a une sous-famille des leucotoxines : les toxines a deux composés

formant des pores (figure 3).

Toxines a 2 composés
formant des pores

LEUCOTOXINES
1

a-toxine Leucocidine de -hémolysine Autres
Panton et Valentine Y Y
HIgA / HigB
L) LUKS-PV / LUKF-PV >
—» HlgC / HigB

Figure 3 : Composition de la famille des leucotoxines sécrétées par le staphylocoque doré. Les protéines de

classe S sont soulignées et les protéines de classe F sont notées en gris.

L'étude du mécanisme d’'action de ces toxines fait apparaitre I'implication de deux sous-unités, une
protéine de classe S (31-32 kDa) et une protéine de classe F (34-35 kDa), dont la fixation sur la
membrane des leucocytes permet la formation d'un oligomére S/F qui, aprés changement
conformationnel, conduit a la formation d'un pore transmembranaire responsable de la lyse cellulaire
(figure 4).33'37

Formation du pore
transmembranaire

® Fixation des protéines
S et F a la membrane

@ Oligomérisation SIF (6]

Figure 4 : Modéle représentant le mode d’action des toxines a deux composés formant des pores. Apres
fixation sur d'éventuels récepteurs membranaires (Rs et Rr - étape @), I'oligomérisation des protéines de classe
S et F est suivie de I'ouverture de canaux calciques (étape @), puis en changeant de conformation, I'cligomére

S/F engendre la formation d’un pore transmembranaire (étape ®).

En neutralisant ainsi les leucocytes, les toxines a deux composés formant des pores participent a la
propagation de l'infection chez I'héte et constituent de ce fait des cibles thérapeutiques potentielles
pour le traitement des infections par le staphylocoque doré. Dans l'objectif de développer des
stratégies thérapeutiques adjuvantes a I'antibiothérapie, I'équipe du Dr Gilles Prévost a pu démontrer
par des tests in vitro et in vivo que des molécules chimiques de la famille des para-
sulfonatocalix[n]arénes (SCn — figure 5) sont capables d’inhiber I'activité de ces toxines de facon tout
a fait prometteuse.®® De plus, d’aprés des expériences de cytométrie en flux réalisées durant ces
travaux préliminaires, I'hypothése de mécanisme d’inhibition qui a été proposée consiste en une

interaction directe entre calixarénes et protéines de classe S, empéchant leur fixation sur la



membrane des leucocytes et bloquant de ce fait le mécanisme de formation des pores
transmembranaires. La MS supramoléculaire a ainsi été impliquée dans ce projet pour vérifier cette

hypothése et contribuer a la caractérisation d’éventuels complexes leucotoxine / calixaréne.

a) SC4 b) SC6 c) SC8

SOzH

O HO5S
OH

HO3S OH HO O SO3H

OH

O HO5S O
SOzH

Para-sulfonatocalix[4]aréne Para-sulfonatocalix[6]aréne Para-sulfonatocalix[8]aréne
M=744.7 Da M =1117.1Da M = 1489.5 Da

Figure 5 : Formule des para-sulfonatocalix[n]arénes étudiés.

2.2) Résultats de I'étude
2.2.1) Description de la stratégie expérimentale mi  se en ceuvre

En partant de I'’hypothése de mécanisme issue des résultats préliminaires de cytométrie en flux, trois
protéines de classe S (LukS-PV, HIgA et HIgC), une protéine de classe F (LukF-PV) et trois
calixarénes (SC4, SC6 et SC8) ont été sélectionnés pour étre étudiés par MS supramoléculaire afin
de vérifier I'existence de complexes leucotoxine / calixaréne et de caractériser les éventuels
complexes en termes de stocechiométrie , de nature des interactions mises en jeu, de spécificité et
d’affinité . La stratégie expérimentale exposée sur la figure 6 a ainsi été mise en ceuvre pour répondre

a ces différentes questions.

Ligands Protéines

ProtéinesQ_ s ® 4 declasses [+ Interaction ? Steechiométrie 7 | Specificité de
Tampon~ % N Criblage k ' reconnaissance des
f b 3
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Mélange automatisé / classe F
Analyses en
conditions + = Complexes covalents / non-covalents ?

dénaturantes

W‘ >% | .
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+ « Interactions électrostatiques / hydrophobes ?
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» « Affinités relatives

0 (> ‘
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Acquisition automatisée Titrages » » Affinités absolues

Figure 6 : Description de la stratégie expérimentale mise en ceuvre pour la caractérisation des interactions

leucotoxine / para-sulfonatocalix[n]areéne.



2.2.2) Résultats du criblage

Dans un premier temps, un criblage a été réalisé afin de vérifier I'existence de complexes entre les
trois ligands et les quatre protéines, soit douze combinaisons possibles. Pour cela, les protéines (5
UM) ont été incubées pendant 5 minutes a température ambiante en présence d’'un excés de ligand
(10 uM) afin de favoriser la formation d’éventuels complexes. Pour chaque analyse une rampe de
tension d’accélération Vc a été appliquée au cours de I'acquisition, de sorte a passer progressivement
de conditions douces permettant de maximiser les chances de détecter des complexes fragiles en
phase gazeuse, a des conditions plus énergétiques favorisant la désolvatation et la transmission des
ions. Ainsi, en cumulant la préparation du mélange, son incubation ainsi que la durée de I'acquisition,

la durée totale d’'une analyse a été portée a 15 minutes par échantillon.

La figure 7 représente les résultats de I'expérience de criblage dont les conclusions suivantes peuvent

étre tirées :

» La détection de complexes protéine / ligand indique que les para-sulfonatocalix[n]arénes
sont bel et bien capables d’interagir directement a  vec les leucotoxines , ce qui vient

confirmer I'hypothése émise suite aux expériences préliminaires de cytométrie en flux.*

» D’aprés les différences de masse mesurées, les complexes protéine / ligand détectés sont

tous de stcechiométrie 1:1

» Alors que dans le cas des protéines de classe S, l'intensité relative des pics de complexes
oscille entre 10 et 95% en fonction des couples protéine / ligand (figure 7a, b et c), elle ne
dépasse jamais 10% dans le cas de la protéine de classe F (figure 7d). Le fait que de telles
différences apparaissent sur les spectres de masse lors du passage des protéines de classe
S aux protéines de classe F, permet de confirmer que les complexes détectés résultent bien
d’une reconnaissance spécifiqgue en solution et non pas d'un artefact de la technique.38 De
plus, au-dela de confirmer la fiabilité des résultats de MS supramoléculaire, cette observation
est particulierement importante car elle démontre que les para-sulfonatocalix[n]arénes  sont
capables de reconnaitre spécifiquement les protéine s de classe S par rapport aux
protéines de classe F , venant ainsi corroborer les observations réalisées lors des

expériences de cytométrie en flux.*

» Finalement, parmi les protéines de classe S, des variations significatives apparaissent dans
l'intensité relative des complexes, suggérant ainsi des différences d’affinité  d'un calixarene
a l'autre. Les affinités relatives et absolues de ces complexes seront étudiées dans la suite du

chapitre.

NB : Les résultats obtenus dans le cas de LukF-PV ont été reproduits avec HIgB, la protéine de classe
F de la toxine y-hémolysine, confirmant ainsi la spécificité de reconnaissance des protéines de classe

S par les para-sulfonatocalix[n]arenes.
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Figure 7 : Résultats du criblage des leucotoxines par les para-sulfonatocalix[n]arénes. (a-c) Les 3 protéines de
classe S et (d) la protéine de classe F ont été incubées a 5 pM dans un tampon NHsAc 300 mM pH 7,5, soit
seules (1% ligne), soit en présence de 10 uM de ligand SC4 (2°™ ligne), SC6 (3*™ ligne) ou SC8 (4°™ ligne).
Spectres de masse déconvolués a I'aide de MaxEnt | (MassLynx 4.1, Waters). Ves) = 1,85 kV ; Pesi = 0,90 psi ; Vc
=120V ; Pi=3,5 mbar.

En résumé, cette étape de criblage a nécessité 4 h d’analyse et 200 pmol de chaque protéine au total,
soit moins de 10 pg, pour aboutir a la conclusion d'une reconnaissance spécifique entre protéines
de classe S et para-sulfonatocalix[n]arénes , permettant ainsi la formation de complexes protéine /

ligand de stoechiométrie 1:1 .
2.2.3) Nature des interactions leucotoxine / calixa  réene

Afin d'accéder a des informations concernant le type d'interactions mises en jeu au sein des
complexes protéine de classe S / para-sulfonatocalix[n]aréne, une premiére série d’expériences de
dissociation des complexes en solution a été réalisée afin de vérifier le caractére non-covalent

de ces édifices. Pour cela, aprés incubation du mélange protéine / ligand, la formation du complexe a
premierement été vérifiee en conditions non-dénaturantes, puis, la solution a été ré-analysée aprées
ajout d'acétonitrile et d'acide formique de sorte a dénaturer la protéine et a rompre les interactions
non-covalentes. La figure 8 représente les résultats obtenus dans le cas du complexe LukS-PV /
SC8: le complexe préalablement détecté en conditions non-dénaturantes (figure 8a) est
complétement dissocié aprés passage en milieu dénaturant (figure 8b), démontrant ainsi le caractere
non-covalent des interactions intervenant dans le complexe LukS-PV / SC8. Des résultats identiques

ont été obtenus pour les autres couples protéine / ligand.



Ensuite, des expériences de dissociation en phase gazeuse ont été menées afin de préciser la
nature de ces interactions . Pour cela, les complexes analysés en conditions non-dénaturantes ont
été soumis a des tensions d’accélération (Vc) croissantes afin de provoquer leur dissociation dans le
spectrometre de masse. Cependant, a I'image du complexe LukS-PV / SC8 (figure 8c), aucun des
édifices protéine / ligand n'a pu étre dissocié dans les limites de tension Vc et de pression Pi
accessibles sur le LCT. Les essais de dissociation menés dans la cellule de collision du MicrOTOF-Q
ont abouti aux mémes observations. Cette stabilité en phase gazeuse indique l'existence d'une
importante contribution des interactions électrosta tiques au sein du complexe,? impliquant fort
probablement les groupements sulfonates du calixaréne et les groupements ammonium des acides

aminés tels que les lysines ou les arginines, comme cela a été décrit dans la littérature pour des
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Figure 8 : Nature des interactions mises en jeu dans les complexes leucotoxine / calixaréne — illustration dans le
cas du complexe LukS-PV / SC8. Le complexe a été formé en incubant LukS-PV (5 uM) en présence de SC8 (10
puM) dans un tampon NHsAc 300 mM pH 7,5. (a, b) Vérification du caractére non-covalent des interactions :
analyse du complexe soit (a) en conditions non-dénaturantes (NHsAc 300 mM pH 7,5), soit (b) en conditions
dénaturantes (eau / acétonitrile / acide formique 50/50/1). (c) Stabilité du complexe en phase gazeuse : analyse
du complexe en conditions non-dénaturantes (NH4Ac 300 mM pH 7,5) a pression Pi fixe (Pi = 3,5 mbar) et a
tension Vc variable. L'intensité relative du complexe a été évaluée en tenant compte de la hauteur des pics
correspondant aux états de charge 10+ a 12+ de la protéine libre et de sa forme complexée. Dans les encadrés

figurent les spectres de masse déconvolués a I'aide de MaxEntl (MassLynx, Waters).

Finalement, d’'un point de vue pratique, il faut noter que ces expériences de dissociation en solution et
en phase gazeuse peuvent étre combinées judicieusement avec les expériences de criblage pour
réduire la durée des analyses et ne pas consommer davantage d’échantillon. En effet, les expériences
de dissociation en solution peuvent directement étre réalisées a partir de la fraction de solution
protéine / ligand inutilisée durant le criblage. De plus, en adaptant la rampe de tensions Vc utilisée lors
du criblage comme c'est le cas ici, il est possible d'acquérir simultanément les données de CID
nécessaires a I'étude de la stabilitt des complexes en phase gazeuse. En procédant de cette
maniére, le bilan des expériences présentées dans ce paragraphe se résume a une durée d'analyse

de 30 minutes et une consommation nulle d’échantillon.



2.2.4) Evaluation de I'affinité des complexes leuco  toxine / calixarene
a) Expériences de compétition - Affinité relative d  es complexes

Lors des expériences préliminaires de criblage, des variations significatives ont été observées d'un
couple protéine / ligand a l'autre concernant l'intensité relative des complexes formés, suggérant ainsi
des différences d’affinité notables (cf. 2.2.2). Ainsi, des expériences de compétition ont été réalisées
afin de classer les différents calixarénes en fonction de leur affinité relative pour les protéines de
classe S. Les résultats de la figure 9 indiquent que quelle que soit la protéine de classe S considérée,
I'affinité du complexe augmente avec la taille du calixareéne, faisant du ligand SC8 le meilleur candidat.
Ces différences d'affinité sont potentiellement a relier au nombre de groupements sulfonates
disponibles, mais également a la plus grande flexibilit¢é du ligand SC8, Iui permettant
hypothétiguement d’adopter la conformation nécessaire pour que les interactions non-covalentes avec
la protéine puissent s'établir. Par ailleurs, il est intéressant de préciser que les tests d’'activité réalisés
par cytométrie en flux ont également montré un pouvoir inhibiteur accru dans le cas du calixaréne SC8
(résultats en cours de publication). Pour terminer, notons finalement que ces expériences de

compétition ont nécessité 50 pmol de chaque protéine pour une durée totale d’analyse de 30 minutes.

a) ngA Z35263ca-Fct2 b) ngC Z35264ca-Fct2 C) LukS_PV Z35265ca-Fct2
0 0
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Figure 9 : Expériences de compétition entre les trois para-sulfonatocalix[n]arénes pour la fixation des protéines
de classe S. (a) HIgA, (b) HIgC et (c) LukS-PV ont été incubées a 5 uM dans un tampon NHsAc 300 mM pH 7,5
contenant les ligands SC4, SC6 et SC8 en proportions équimolaires (5 UM chacun). Spectres de masse
déconvolués a I'aide de MaxEnt | (MassLynx 4.1, Waters). Vesi = 1,85 kV ; Pesi = 0,90 psi; Vc =120V ; Pi= 3,5

mbar.

b) Expériences de titrage - Affinité absolue des co  mplexes

Dans la mesure ou le ligand SC8 apparait comme le meilleur candidat parmi les trois para-
sulfonatocalix[n]arénes, ce ligand a été sélectionné pour réaliser des expériences de titrage visant a
déterminer la constante de dissociation (Kd) des complexes formés avec les protéines de classe S.
Pour cela, les protéines dont la concentration a été fixée a 5 uM, ont été incubées en présence de
concentrations croissantes de ligand SC8. La quantification des différentes espéces sur les spectres
de masse a été réalisée en considérant I'intensité des pics correspondant aux trois états de charge

principaux de la protéine libre et de sa forme complexée (10+, 11+ et 12+). De plus, la détermination



du Kd a été réalisée en tenant compte de différences éventuelles dans le facteur réponse de la

protéine libre et du complexe. En effet, deux raisons principales peuvent expliquer ce choix :

» Premiérement, en considérant la masse (1489,5 Da) et la structure cyclique du ligand SCS8, il
est fort probable qu’il se fixe non pas dans une poche enfouie au sein de la protéine mais
plutdét en surface, la ou il risque davantage de modifier les propriétés de la protéine au

moment de l'ionisation

» Deuxiemement, en se fixant sur la protéine, il est trés probable que le ligand SC8 modifie sa
charge nette en solution en raison des huit groupements sulfonates qu'il porte, ce qui risque

également de modifier I'efficacité d'ionisation  de la protéine.

Ainsi, en raison de ces risques potentiels de discrimination entre le facteur réponse de la protéine libre
et de sa forme liée au ligand SC8, la détermination du Kd a été effectuée a I'aide du modéle

mathématique suivant (équation (7)) qui est dérivé de travaux disponibles dans la littérature :**

Pour I'équilibre de complexation : P+L — PL
erit PJL]
On écrit : Kd = [7
[PL] ®)
On pose : @ =t To
i R ©

Dod - o __ C.-Kd-C,+C*+(kd+Cp) +2[C, [{Kd -Cp)
lo+lo 2xKd@+C,_~Kd-C,+y/C.2+(Kd +Cp) +2[C, [{Kd -Cp)

()

Avec : P : Protéine
L : Ligand
PL : complexe 1:1 protéine : ligand
[Z] : concentration molaire de I'espéce Z
t : facteur réponse relatif
Io. : somme des intensités des pics de complexe PL
Ir : somme des intensités des pics de protéine libre P
Cp : concentration molaire totale de protéine (Cp = [P]+[PL])

C. : concentration molaire totale de ligand (C_ = [L]+[PL])

Dans I'équation (7), les intensités Ip et Ip. sont évaluées sur les spectres de masse, les concentrations
Cp et C_ sont connues et il ne reste donc que les valeurs de t et de Kd qui peuvent étre déterminées
par ajustement de ce modele mathématique aux données expérimentales. Notons toutefois que

I'hypothése sous-jacente a ce modéle est que le paramétre t reste constant sur la gamme de titrage.**



Les courbes de titrages de la figure 10 font apparaitre que les trois protéines de classe S présentent
des valeurs similaires de Kd qui sont de I'ordre de 1 uM . De maniére intéressante, les résultats des
expériences de cytométrie en flux indiquent également un pouvoir inhibiteur similaire du ligand SC8
sur la leucocidine de Panton et Valentine et sur les y-hémolysines A et C (résultats en cours de
publication).

D’autre part, pour les trois protéines étudiées, les valeurs du facteur réponse t sont supérieures a 1,
ce qui d'aprés I'équation (6) signifie qu'a concentrations égales en solution, le signal de protéine libre
sur le spectre de masse sera plus intense que celui du complexe. Cet écart par rapport au cas idéal
ou la protéine et le complexe répondent de la méme maniere (t = 1) engendre une erreur sur la

détermination du Kd environ proportionnelle au facteur t, soulignant ainsi I'importance de tenir

compte du facteur réponse des différentes espéces pour la détermination des constantes de
dissociation.
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Figure 10 : Titrage des protéines de classe S par le calixaréne SC8. (a) HIgA, (b) HIgC et (c) LukS-PV ont été
incubées a 5 uM dans un tampon NHsAc 300 mM pH 7,5 en présence de concentrations croissantes de ligands
SC8 (Cy.). (c) En gris est représenté le résultat d’un titrage réalisé a 2 mois d’intervalle (résultats : Kd = 1,4 + 0,2
MM ett = 2,2 £0,2). L'ajustement du modéle mathématique aux données expérimentales a été réalisé a I'aide du
logiciel SigmaPlot 2000. Les erreurs sur la détermination des valeurs de Kd et de t correspondent aux écart-types

représentant la qualité de I'ajustement. Ves = 1,85 kV ; Pes; = 0,90 psi ; Vc = 120 V ; Pi = 3,5 mbar.

Finalement, le titrage de LukS-PV par le ligand SC8 a été reproduit & deux mois d’intervalle en
travaillant pour cela dans des conditions expérimentales et instrumentales strictement identiques
(figure 10c - courbe grise). Les valeurs obtenues pour le Kd et le facteur réponse t lors de ce second
titrage (Kd =1,4 +0,2 uM et t = 2,2 + 0,2) sont en bon accord avec les résultats du premier titrage (Kd
=1,4+£0,2uM ett = 2,5+ 0,3), confirmant ainsi la reproductibilité de la technique pour I'évaluation de
I'affinité de complexes protéine / ligand. Concernant la consommation d'échantillon et la durée des
analyses, un titrage réalisé dans ces conditions de concentration et comportant en moyenne dix points

de mesure nécessite 500 pmol de protéine et environ 90 minutes d’analyse.
2.3) Bilan de I'étude des interactions leucotoxine / calixarene

En réponse aux questions initialement posées (cf. 2.2.1), les résultats de cette étude ont permis de
montrer que les para-sulfonatocalix[n]arénes reconnaissent de maniére spécifique les protéines de

classe S pour former des complexes non-covalents de stcechiométrie 1:1 , dont la stabilité est



assurée par une contribution importante des interactions électrosta tiques . De plus, ces
expériences ont permis de montrer que l'affinité des complexes formés avec les protéines de
classe S augmente avec la taille du calixarene pour atteindre finalement des constantes de

dissociation de I'ordre de 1 uM dans le cas du liga  nd SC8.

D’un point de vue pratique, les possibilités d’automatisation des mélanges et d’analyse sur puce

nanoESI qui sont offertes par le Triversa Nanomate ont permis de recueillir ces informations en
limitant la consommation totale de protéine a 2,5 nmol (soit moins de 100 pg) pour une durée
d’analyse d’environ 10 h. Il faut par ailleurs noter que les développements méthodologiques réalisés
lors de cette étude pourront étre mis a profit dans la suite du projet. En effet, le criblage de nouveaux
ligands ou encore I'effet de mutations ponctuelles des protéines sur les propriétés de reconnaissance
des calixarénes sont autant de cas ou la MS supramoléculaire est susceptible d’intervenir en

complément a d’autres techniques biophysiques.

3) CONCLUSIONS

Alors que I'exemple traité dans ce chapitre illustre essentiellement I'apport de I'automatisation des
analyses en MS supramoléculaire pour la caractérisation de complexes protéine / ligand, les
développements méthodologiques qui ont été réalisés durant ce travail de thése permettent
désormais de cribler prés d’une centaine de molécules en 10 h. Ces développements ont récemment
été mis en application lors d'un criblage d’une banque de 350 fragments moléculaires visant a
identifier des ligands capables de se lier spécifiquement a la protéine HSP90 (heat shock protein 90).
La sélection des fragments par MS supramoléculaire a été suivie d'une étude cristallographique ayant
permis d'obtenir la structure tridimensionnelle de la protéine en complexe avec certains de ces

fragments, constituant ainsi un point de départ pour la synthése de ligands plus élaborés."’

Pour conclure, il est important de souligner que la MS supramoléculaire apparait d’'une part comme
une technique de criblage primaire de moyen débit , compatible avec des banques contenant
plusieurs centaines voire quelques milliers de molécules, et, d'autre part comme une technique de
caractérisation pouvant intervenir lors de I'étape de criblage secondaire ainsi que lors de la phase
d’optimisation des leads. Cette versatilité de la MS supramoléculaire en fait une technique de choix

dans le contexte de la recherche de molécules a visée thérapeutique.



4) VALORISATION

Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet a fait I'objet des communications suivantes :

» Communication orale : Atmanene C, Keller D, Prévost G, Sanglier S, Van Dorsselaer A.
Etude des interactions leucotoxines / calixarénes par spectrométrie de masse des complexes

emes

non-covalents. 12 rencontres du club des jeunes de la société francaise de spectrométrie

de masse, 19-23 mars 2007, Saint-Dié des Vosges.

» Communication par affiche : Atmanene C, Keller D, Prévost G, Dalla Serra M, Sanglier S,
Van Dorsselaer A. Noncovalent mass spectrometry for the study of leucotoxins / calixarenes

interactions. Biophysics of ligand binding to drug targets, 14-16 mai 2007, Strasbourg.

De plus, I'apport de la MS supramoléculaire pour I'étude de complexes protéine / ligand a fait I'objet

d’une revue soumise dans Future Medicinal Chemistry :

» Publication (cf. Travaux annexes): Vivat Hannah V, Atmanene C, Zeyer D, Van Dorsselaer
A, Sanglier-Cianférani S. Native Mass Spectrometry: an "ESI" Way to Support Structure- and

Fragment-Based Drug Discovery. Future Medicinal Chemistry, sous presse .






CHAPITRE Il

Etude de I'Etat d’Oligomérisation de la
Protéine DAPK : Mise en Evidence d'une
Relation Structure—Activité

Les résultats présentés dans ce chapitre se rapportent a I'étude de I'état d’oligomérisation de la
protéine DAPK (Death-Associated Protein Kinase). Dans cette collaboration avec I'équipe du
Pr Jacques Haiech (Faculté de Pharmacie, Strasbourg), les résultats croisés de spectrométrie de
masse supramoléculaire et de spectroscopie de fluorescence ont permis de proposer un modele

reliant I'état d’oligomérisation a I'activité du domaine catalytique de DAPK.



1) CONTEXTE DE L'ETUDE

Les protéines intervenant dans le déclenchement des processus de mort cellulaire jouent un role
essentiel dans des pathologies comme le cancer. Parmi elles, DAPK (Death-Associated Protein
Kinase) a fait I'objet de nombreux travaux qui ont démontré son implication dans différentes voies de
signalisation conduisant au déclenchement des mécanismes de mort cellulaire, faisant ainsi de cette
protéine une cible thérapeutique particulierement intéressante.** *®

Parmi les différents domaines qui composent cette protéine de 160 kDa, figure un domaine catalytique
a activité kinase localisé a I'extrémité N-terminale de la séquence en acides aminés et qui confere a
DAPK son réle spécifique dans la régulation de la mort des cellules.”? La résolution de la structure
cristallographique de ce domaine kinase a révélé la présence a proximité du site catalytique d’'une
boucle basique caractéristique des protéines de la famille de DAPK.* De plus, il a été montré que
cette boucle basique intervient directement dans l'interaction entre DAPK et ZIPK, une protéine de la
méme famille présentant une similarité de séquence de 80%."° En partant de cette observation, nous
avons souhaité étudier 'hypothese de formation d’'un homodimere de DAPK, ainsi que I'implication
d’'une telle interaction sur I'activité du domaine catalytique de la protéine. Dans le cadre de ce projet,
les résultats obtenus conjointement par MS supramoléculaire et par spectroscopie de fluorescence ont
fait I'objet d’'une publication soumise dans PLoS ONE (cf. page 111) dont un résumé des principaux

résultats figure ci-dessous.

2) RESUME DE LA STRATEGIE MISE EN CEUVRE ET DES RESULTATS OBTENUS

2.1) Détermination de I'état d’oligomérisation de D  APK — Importance de la boucle basique

La détermination de I'état d'oligomérisation du domaine catalytique de DAPK a été réalisée
conformément a la stratégie présentée dans la premiére partie de ce manuscrit (Partie |, Chapitre 1ll,
2.2.1). La comparaison entre les masses mesurées en conditions dénaturantes et non-dénaturantes a

ainsi permis de mettre en évidence I'existence d’'un équilibore monomére / dimere de la protéine.

De plus, lors de I'étape d’optimisation des conditions de tampon, il a été remarqué que I'augmentation
de la concentration en acétate d’'ammonium déplace cet équilibre vers la forme monomérique de la
protéine. Le fait que cet équilibre soit sensible a la force ionique du tampon suggére I'existence au
sein du complexe d'interactions électrostatiques  provenant potentiellement de I'implication de la
boucle basique dans la formation de I'homodimére (comme cela est le cas au sein du complexe DAPK
/ ZIPK).*®

Pour évaluer cette hypothése, un mutant du domaine catalytique de DAPK a été produit par délétion

d’une partie de la boucle basique. L’analyse de la protéine mutée par MS supramoléculaire a révélé la



présence exclusive de monomere, soulignant ainsi I'importance de la boucle basique dans le

processus de dimérisation de DAPK
2.2) Relation entre état d'oligomérisation et état  de phosphorylation

Les spectres de masse nanoESI obtenus en conditions dénaturantes pour la protéine sauvage
(DAPKwt) et sa forme mutée (DAPKdel) ont révélé l'existence de la protéine sous deux formes
distinctes d’environ 80 Da, laissant supposer la présence d’'une phosphorylation . L'étude réalisée
simultanément au laboratoire par Laetitia Fouillen a permis de confirmer la présence d'une
phosphorylation sur chacune des protéines et de montrer que le site de phosphorylation differe entre

la protéine sauvage et son mutant de délétion.

Pour comprendre l'origine de cette modification post-traductionnelle, nous avons souhaité tester la
capacité du domaine kinase a s’autophosphoryler. Pour cela, aprés incubation en présence d’ATP
(adénosine triphosphate) et de magnésium (Mg”"), DAPKwt a été analysé en conditions dénaturantes,
révélant ainsi une augmentation significative de l'intensité relative de la forme phosphorylée de la
protéine et confirmant de ce fait la capacité du domaine kinase a s’autophosphoryler . De maniére
intéressante  également, l'analyse en conditions non-dénaturantes de DAPKwt apres
autophosphorylation a mis en évidence une diminution significative de la proportion de dimere,

suggérant ainsi I'existence d'un lien entre état d’oligomérisation et état de phosph  orylation .
2.3) Mise en évidence d’'une relation structure-acti  vité

Les expériences de fluorescence et de MS supramoléculaire ont toutes les deux mis en évidence que
la fixation d’ATP (substrat de la réaction de phosphorylation) induit la monomérisation de la protéine.
De plus, les expériences de fluorescence ont également montré que I'affinité de DAPK pour I'ATP est
supérieure dans des conditions de tampon favorisant la forme monomérique de la protéine. Ces

résultats suggérent ainsi que le monomere correspond a la forme active de la kinase

3) CONCLUSION DE L’ETUDE

En placant I'ensemble de ces données dans le contexte actuel des connaissances accumulées dans
la littérature sur DAPK,*® nous avons proposé un modéle de régulation de I'activité de la protéine

sur la base d'une relation structure-activité¢ . Dans ce modéle, le passage du dimere au monomeére
de protéine permet de libérer I'accés au site catalytique de la protéine , résultant ainsi en une
« activation » des propriétés catalytiques de DAPK . De plus, les résultats de MS supramoléculaire
montrant un lien entre état d’oligomérisation et état de phosph orylation offrent une premiére piste
d’étude pour comprendre les mécanismes qui provoquent le passage de la forme passive a la forme

active de la protéine.



Finalement, il faut noter que le nanospray sur puce microfluidique a contribué de maniére importante
au succes de cette étude. En effet, la faible consommation d’échantillon et la facilité de mise en

ceuvre du nanospray permettent désormais de tester de nombreuses conditions de tampon lors de la
phase d'optimisation des conditions expérimentales, ce qui dans le cas de la source ESI
conventionnelle est souvent compromis par la consommation excessive de protéine. C'est ainsi qu'il a
été possible dans la présente étude de mettre en évidence le role de la force ionique du tampon sur
I'état d'oligomérisation de la protéine, ce qui a joué un role déterminant dans les expériences de

spectroscopie de fluorescence (cf. article page 111).

4) VALORISATION

Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet ont I'objet d’un article soumis dans PLoS One :

» Publication : Zimmermann M, Atmanene C, Xu Q, Fouillen L, Van Dorsselaer A, Bonnet D,
Marsol C, Hibert M, Sanglier-Cianferani S, Pigault C, Watterson DM, Kilhoffer MC, Haiech J.
Homodimerization of the Death-Associated Protein Kinase is Central to its Regulation. PLoS

One, soumis .
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Abstract

Death-Associated Protein Kinase (DAPK) is a membfethe C&'/calmodulin regulated serine/threonine prot
kinases. Its biological function has been assodiat¢h induced cell death, which makes this prot@minteresting
biological target for research related to neuronglries and oncology. In the here presented iro\study, we shov
the possibility of homodimerization of DAPK’s catat domain and the crucial role of a specific basiop in this
process. Furthermore, two new auto-phosphorylatitas have been localized within the kinase doraaith could be
related to the oligomerization state of DAPK'’s tgia domain. A chemical biological approach hasmesed to finc
fluorescent probe allowing DAPK’s oligomerizatiaiate to be monitored.

Based on our experimental findings, structural ysialof the protein and previously reported chamagtics of the
DAPK-family proteins, a comprehensive model of tegulation and activation of DAPK’s core domairpisposed ir
the present report. For the first time, we suggesigulated monomer/dimer equilibrium process asghe part of the
molecular switch between cellular survival and dhiféerent forms of induced cell death. The monorsethe mos
active form of the enzyme in this equilibrium.

Keywords: Death Associated Protein Kinase (DAPK); Homodimation; Induced Cell Death; Fluorescer
Anisotropy; Noncovalent mass spectrometry

Abbreviations:. DAPK, Death Associated Protein Kinase; CaM, CalniogduHTS, High Throughput Screenin
nanoESI-MS, Nanoelectrospray ionization mass spexetry; huMLCK, Human Myosin Light Chain Kinase; N&t,
Ammonium acetate; nanoLC-MS/MS, nanoliquid chrorgeaphy coupled tandem mass spectrometry;
Fluorescence polarization

Introduction

Death-Associated Protein Kinase (DAPK) was first
identified in a functional screening assay thatearat
identifying genes involved in interfergninduced cell
death [1]. Besides its N-terminal kinase domain the
gene codes for a calmodulin(CaM)-binding sequence,
ankyrin repeats, P-loops, a cytoskeleton binding
region, and a death domain (for review see [1,2])
Various studies were performed to investigate tie r
and the activation mechanism mediated by the
interplay of CaM and the auto-phosphorylable bigdin
region of DAPK, which directly follows its catalgti
core [3,4]. The heterologous expression of the
catalytic core of DAPK inE. coli results in a
constitutively active kinase, whose structure hasnb
resolved and which was earlier exploited for the

identification of a first synthetic substrate pegti as
well as for the discovery of inhibitory small molges
[5,6,7,8].

Even though the biological function of DAF
always centers on induced cell death, its obse
implications in this process are diverse in ternfis
upstream and downstream occurring events. T
eventually lead to different cellular outputs thaght
even be converse among themselves. In this wi
growing dataset describes DAPK as an anti-apop
factor [9] or even a growth factor [10] rather tha
pro-apoptotic trigger under given conditions. Arest
decision, which at least partially seems to be riade
the DAPK level, is the nature of death a cell
undertaking after according induction. Rec
evidence describes autophagy (type Il cell death)|



as a further cellular destiny procured by DAPK
besides the well-established apoptotic pathways.

All these observations led to an understanding of
DAPK's role as being a “molecular switch” or
“integration point” guiding a cell's fate into ore the
other direction depending on the prevailing
environment [12]. The presence of a “death-assediat
multi-protein complex” is thought to be required fo
the determination of the downstream endpoint of the
signaling cascade. Consequently, a lot of effors wa
put in deciphering various members of such putative
protein complexes. Recent results from systematic
studies, such as investigations on the proteonviel le
[13] or screening assays of peptide libraries
[14,15,16], led to the identification of physical
interacting partners of DAPK in addition to the ko
affiliated proteins [17].

The documented formation of functional
heterodimers between the catalytic cores of DAP& an
its close family member ZIPK [18], which share
sequence identity of about 80% [17], let us
hypothesize that DAPK could self-associate to form
homodimers. Noncovalent nanoelectrospray ionization
mass spectrometry (nanoESI-MS) revealed the
possible formation of such homodimers as well &s th
previously delineated importance of the DAPK-
family’s specific basic loop in such a protein-iat
interaction [18]. We furthermore evidenced a direct
correlation  between DAPK  homodimerization
propensity and the phosphorylation amount of two
newly identified autophosphorylation sites withimet
catalytic domain.

We subsequently screened a fluorophor-labeled
peptide-like library in order to identify traceable
binding partners of DAPK'’s catalytic domain, which
then served as a reporter of the protein’s dimgdaa
state. In the screening for such molecular tools we
used a high throughput approach based on
fluorescence anisotropy measurements. The same
technique was also used in competitor assays that
evidenced the spatial independency of the probe’s
binding site from the one of the peptide substeste
well as the one of ATP/ADP.

We finally propose a comprehensive model of the
molecular mechanisms that might play an important
role in DAPK’s switch between various cellular
pathways and its related fates.

Experimental Procedure

Protein expression and purification

The protein expression plasmids pASK-IBA3 (IBA
Gottingen, Germany) carrying the cDNA of DAPK'’s
catalytic core (residues 1-285), as well as thesone
resulting in the described mutated protein DAPKdel
(AS52-S57), were kindly provided by D. Martin
Watterson (Northwestern University, Chicago, IL).
The proteins were produced and purified in
Escherichia Coli (DH5a) as previously described
[19], except for some modifications that resultsairf
various optimization steps. These contained

expression assays at 37 and 22°C for expre:
durations of 1 to 7 h after the induction with 0r20.4
pg/mL anhydratetracyclin (IBA Géttingen, Germar
Thereafter, the expression yield of each conditias
analyzed by a colorimetric dot blot assay (matdria
Biorad, Hercules, CA; nitrocellulose membrane
mm by BDH, Poole, England) with the HRP-tag(
anti-Streptag antibody (IBA Géttingen, Germany) .
4-chloro-1-naphtol (Sigma Aldrich, St. Louis, M(
The intensities of the colored dots were quantifig
the program ImageJ (http://rsbweb.nih.gov) and
conditions, which resulted in the maximal intens
were chosen. This led to the expression of theeprs
at 22°C for 4 h in tryptone soy broth (Bior:
Hercules, CA). After lysis, sonication using Biobkc
scientific vibracell (3 pulses of 15 s at 40% manir
power) and centrifugation, as described in [20],
applied the clarified lysate directly to a high aeity
streptactin superflow resin (IBA Gottingen, Germpi
In addition to the manufacturer’'s recommendatiot
salt wash of 3 Column Volumes (CV) of the high :
washing buffer (100 mM TrisHCI pH 8, 500 m
NaCl) and the subsequent regeneration by 2 C'
washing buffer (100 mM TrisHCI pH 8, 150 m
NaCl) resulted in an increased purity of the prote
Using a 10 kDa cut off concentrator (Satori
Gottingen, Germany) the elution buffer (100 r
TrisHCI pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2.5 m
desthiobiotin) was exchanged by the storing buér
mM TrisHCI pH 7.5, 250 mM NaCl, 1 mM EDTA,
mM DTT) and the volume was finally adjusted
order to achieve protein concentrations between
and 700 uM. The concentrations were determined
NanoDrop spectrometer (Thermo Scientific, Walth
MA). Protein integrity was assayed by nanoESI-
mass measurement under denaturing condition
described below and its purity was analyzed
capillary  electrophoresis  (Bioanalyzer, Agil¢
Technologies Santa Clara, CA). The homogeneit
the protein solutions was investigated by dyns
light scattering measurements (Dynapro Model
Wyatt Technology Europe GmbH, Dernba
Germany).

NanoESI-MS for the study of noncovalent complex

Prior to any mass spectrometry experiment, prc
buffer was exchanged against a 10 mM ammor
acetate (NHAc) solution at pH 8.8 usin
microcentrifuge gel filtration columns (Zeba 0.5,
Thermo Scientific, Rockford, IL). Prote
concentration was determined spectrophotometri
(31400 M!cmt at 280 nm in water for DAPKwt ar
DAPKdel). ADP solution was desalted using a 1
anionic exchange column (HiTrap Q-Sepharose,
Healthcare, Little Chalfont, UK) in order to exclga:
sodium counter-ions against volatile ammonium i
The ADP concentration was then determi
spectrophotometrically and magnesium acetate
subsequently added to this solution to reach a
ADP:Mg** molar ratio.

NanoESI-MS measurements were carried out o
electrospray time-of-flight mass spectrometer (L



Waters, Manchester, UK) equipped with an automated
chip-based nanoESI source (Triversa Nanomate,
Advion Biosciences, Ithaca, NY) operating in the
positive ion mode. External calibration was perfedn
with the multiple charged ions produced by a 2 uM
horse heart myoglobin solution diluted in a 1:1v(v/
water: acetonitrile mixture acidified with 1% (v/v)
formic acid.

Purity and homogeneity of DAPKwt and DAPKdel
were first assayed in denaturing conditions bytotigu
the proteins to 2 pM in a 1:1 (v/v) water/acetaltr
mixture acidified with 1% (v/v) formic acid. Analgs
in non-denaturing conditions were then performed by
diluting proteins to 5 puM in NEAc buffer at pH 8.8
(adjusted with ammonia). Different NAc
concentrations were used to test their influence on
proteins’ oligomerization state. DAPKwt
autophosphorylation experiments were carried out by
mixing the protein at 30 uM with 10 mM ATP and 10
mM MgCl,in 50 mM NH,Ac pH 8.8. Following a 10
h incubation period at 37°C, the protein was buffer
exchanged against 50 mM WM&t (pH 8.8) using
microcentrifuge gel filtration columns (Zeba micro,
Thermo Scientific, Rockford, IL). In order to
investigate the influence of ADP-Mg on DAPK'’s
oligomerization state, titration experiments were
performed using a fixed concentration of DAPKwt (5
uM) and increasing amounts of ADP-Mg.
Experiments were realized after a careful optinnrat
of instrumental parameters. Particularly, the press
in the first pumping stage was raised up to 6 mbar
using a throttling valve and the acceleration \gsta
applied on the sample cone was set to 100 V. Data
analysis were performed with MassLynx 4.1 (Waters,
Manchester, UK).

Identification of phosphorylation sites by mass
spectrometry

Enzymatic digestion and subsequent MS analysis for
the identification of phosphopeptides were perfaime
in the same manner for DAPKwt and DAPKdel.

Briefly, proteins (60 pmol) were first denaturedwi

ul ACN during 1 h. Enzymatic digestion was
performed at 25°C for 16 h after addition of either
porcine trypsin (5 pl at 12.5 ng/ul, Promega, Manjs
WI) or bovine a-chymotrypsin (5 pl at 25 ng/ul,
Roche, Indianapolis, IN).

All nanoLC-MS/MS (nanoliquid chromatography
coupled tandem mass spectrometry) analyses were
performed using an Agilent 1100 series HPLC-
Chip/MS system (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA) coupled to an HCT plus ion trap mass
spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
The microfluidic chip consisted of a Zorbax 300SB-
C18 enrichment column (40 nL,15n) followed by a
Zorbax 300SB-C18 analytical column (150 mm x 75
um, with a 5um particle size). Details concerning the
nanoLC gradient and MS settings are given in
supplementary data SlII.

The MS and the MS/MS data were searched using a
local Mascot server (version MASCOT 2.2.0,

MatrixScience, UK) against the Swiss-Prot datal
(v56.8, 410518 sequences). Searches were perfc
with a mass tolerance of 0.5 Da in MS mode anc
Da in MS/MS mode and with the followir
parameters: trypsin specificity, one missed clea
and chymotrypsin specificity, two missed cleava
methionine  oxidation, protein  amino-termit
acetylation and phosphorylation (STY) as varie
modifications, and without any taxonomic restriatio

Production and HTS of the fluorescent library

Designing and combinatorial synthesis of
fluorescent compound library followed the previgL
described procedures [[21] and supplementary
Sl]. Fluorescence polarization assays were perfdi
using a Victor 3 apparatus (Perkin-Elmer Walth
MA). Lissamine-tagged compounds of the CH
Compounds Library (UMR 7200 CNRS, Strasbot
France) were diluted in the assay buffer (50
HEPES, 150 mM KCI, 1 mM MgG| pH 7.5) to ¢
working concentration of 0.2 uM. 15 pl of the
dilutions were transferred to each well of the g«
plate (Corning Costar 96-well black polystyre
plates, Model 3686, Corning, Acton, MA). /
pipetting of the HTS was performed on a Biofh
2000 (Beckman Coulter, Fullerton, CA). T
fluorescent polarization degrees (mFP) were med:s
at an excitation and emission wavelength of 530
610nm respectively. 15 pl of the assay buffer \
DAPK, at a concentration of 4 uM, were addec
each of the wells. For each plate, backgro
correction was performed with blank control we
containing no compounds.

ATP, ADP and substrate peptide titrations

All titration measurements were performed ol
FlexStation 3 (Molecular Devices Union City, C/
The other experimental conditions were describe
section HTS of the fluorescent libraty A twofold
dilution cascade of the protein between 200 uM
0.8 pM was prepared and 10 pl of these solutions
dispatched on 96-well assay plates. 10 pl of tiobeg
solution (0.2 uM of CHPO 187-3-H11-paira assay
buffer) were added to the wells and the fluores
polarization was recorded as specified bef
Subsequently, 1 pl of concentrated ATP, ADP
substrate peptide [6] (Tocris Bristol, UK) in as:
buffer with 0.1 uM of the fluorescent probe w:
pipetted to the wells in order to subsequently iok
the following final concentrations of ATP, ADP
substrate peptide: 0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.3, 155,59,
and 1000 pM. The highest concentration was
performed for the peptide.

Titrations under monomeric and dimeric conditions

The performed titrations followed the same protc
as described undeATP, ADP and substrate pepti
titrations”, but under buffer conditions analogous
the ones listed undemano-ESI-MS for the study
noncovalent complexés For investigations of th



monomer and the dimer the N&C concentrations
were kept constant at 250 mM and 5 mM respectively.
To induce gradual monomerization of DAPK’s
catalytic core, the NJAc concentrations was stepwise
augmented (5, 10, 25, 50, 100 and 250 mM) by the
addition of a concentrated stock solution (1 M).

To determine the Kd-values gf[6-Aminohexyl]-
ATP-Atto495 (Jena Bioscience, Jena, Germany) its
concentration was set to 0.1 pM, while the reshef
conditions were chosen analogously to the ones
described above. Fluorescent polarization was
recorded at an excitation and emission wavelenfjth o
493 nm and 520 nm respectively.

Results

Homodimerization of DAPK’s catalytic core (named
DAPK in the paper)

The question of catalytic core DAPK’s
oligomerization state was addressed using automated
chip-based nanoESI-MS. DAPKwt was first analyzed
under denaturing conditions, highlighting the prese
of a first species (supplementary data figure SlIA)
whose molecular weight (33751.1 + 0.1 Da) is in
agreement with the one calculated from the amimd ac
sequence without the N-terminal methionine (33750.4
Da). A second, less intense ion distribution isoals
observed with a molecular weight of 33830.7 + 0.3
Da, displaying thus a mass increase of 79.6 Dévela
to the first species. This can be attributed tai@tve
phosphorylation of DAPKwt. In a second step,
DAPKwt was analyzed under non-denaturing
conditions, revealing the detection of two ion
distributions detected in the mass ranges m/z 3000-
4000 and m/z 4000-5500 respectively (figure 1A)eTh
former corresponds to the 10+ to 12+ charge staftes
monomeric DAPKwt (measured MW = 33750 + 1
Da), while the latter is assigned to the 14+ to 16+
charge states of dimeric DAPKwt (measured MW =
67501 + 1 Da). Hence, these results evidence a
monomer to dimer equilibrium of DAPKwt.

Interestingly, this equilibrium was shown to be
sensitive to the buffer ionic strength. In fact, BPis
oligomerization state is progressively shifted todga
the monomeric form of the protein, when the buffer
concentration is increased from 10 to 250 mM (fegur
1A to 1D). In a physiological-like buffer (assayfteu
of fluorescent measurements, 50 mM HEPES, 150
mM KCI, 1 mM MgCh, pH 7.5), the protein is in a
homogeneous dimeric form as shown by dynamic light
scattering (DLS, data not shown). The observed shif
from dimeric to monomeric DAPKwt with increasing
NH,Ac concentrations suggests that this protein-
protein association involves electrostatic intecand,
which are sensitive to the ionic strength of the
medium.

Involvement of DAPK’'s basic

homodimerization process

loop in t

The ionic strength dependent monomer to di
equilibrium of DAPKwt prompted us to investigate
role in the dimerization process of a basic |
corresponding to the DAPK-family fingerprint regic
This loop is located in close proximity to the A
binding pocket and the putative binding site of
substrate peptide [19] and has been previc
associated with the ability to form DAPK-ZIF
heterodimers [18].

In the present study a truncated catalytic coréepm
(DAPKdel) was produced by deleting residues S5
S57 (-SRRGVS-), involved in this basic loop. Thee:
of this deletion was based on DAPK’'s seque
alignment to the human myosin light chain kin
(huMLCK), whose catalytic domain shows a h
degree of sequence identity [19]. Even thoug
dimerization process was earlier described
huMLCK [22], it was associated with the Ca
binding domain and not directly with the cataly
domain. Therefore, we assumed that the capaci
form homodimers lays in sequence differences of
two proteins. Hence, the deletion S52-S57, wl
corresponds to the part of the basic loop thateésgni
in DAPK, but completely missing in huMLCK, wi
engineered in the sequence of DAPK'’s core don
Even though, DAPK’s basic loop is located in cl
proximity to the ATP pocket and the putative sudist
peptide binding site, its absence does not lead
significant change of the catalytic rate [19].

DAPKdel was first analyzed under denatur
conditions, evidencing the presence of two form:
the protein (supplementary data figure SIIB). Tingt
species, which is the less intense one, has a oiak
weight of 33108.8 + 0.7 Da in agreement with
expected mass of the mutated protein after remafv
its N-terminal methionine (33107.7 Da). The sec
species displays a molecular weight of 33188.74t
Da corresponding to a 79.9 Da mass increase the
putatively be attributed to the phosphorylated giro!
In order to determine the oligomerization state
DAPKdel, noncovalent nanoESI-MS analyses w
performed in strictly identical experimental &
instrumental conditions as those applied to ane
DAPKwt. Interestingly, even in low ionic strenc
conditions that have shown to promote DAPF
dimerization, DAPKdel is only detected as a mono
(MW = 33108 * 1 Da; figures 1e to 1h). These res
thus enlighten that this basic loop, which is agque
feature of the kinases belonging to the DAPK fary
plays a crucial role in the formation of homodime
These findings are well supported by the very
crystallographic work that was performed on DAP
catalytic core by Tereshko et al [5]. In fact, t
different crystal organizations were described and
of them is suggestive for a homodimer |
Furthermore, the resolved structure of the pute
dimer also localizes the basic loop within the rifatee
of the two catalytic cores.
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Fig. 1: Noncovalent mass spectrometry analysis of (A-D) BiAPand (E-H) DAPKdel. Proteins were diluted to Bin NH.AC
buffer at (A, E) 5 mM, (B, F) 50 mM, (C, G) 120 mand (D, H) 250 mM.q) and B) are related to monomeric and dimeric DAF

respectively.

Spatial and quantitative dependence of DAPK’s
autophosphorylation on its homodimerization process

Mass spectrometry analyses of DAPKwt and
DAPKdel under denaturing conditions revealed that
both proteins are present in two distinct formsjolvh
differ by roughly 80 Da (supplementary data figure
Sll). This mass difference, together with the fewt
DAPK displays a kinase activity, led us to consither
possibility for these proteins to be autophosplaied.
Interestingly, nanoESI mass spectra evidence arlowe
extent of phosphorylated protein for DAPKwt
compared to DAPKdel (18% and 78% relative
intensity respectively).

In order to confirm the presence of a
phosphorylation and to unambiguously localize the
phosphorylation site, both trypsin- and chymotrgpsi
digested DAPKwt and DAPKdel were analyzed by
nanoLC-MS/MS experiments. Combination of both
enzymatic digestions led to 78% and 91% sequence
coverage for DAPKwt and DAPKdel respectively.
Among the identified tryptic peptides, S34-K42 from
DAPKwt and R257-K272 from DAPKdel were found
to be phosphorylated as evidenced from detailed
interpretation of tandem mass spectrometry
experimental results. The dominant loss ofPg,
observed for each peptide (figure Slll) combined to
the detection of specific signature of correspogdin

phosphorylated amino acids (immonium ions
dehydroaminobutyric acid residues
phosphothreonine observed in MS/MS spectra |
allowed to precisely localize the phosphorylatides
to T35 for DAPKwt and T259 for DAPKdel (T265
the DAPKwt) (figures SIIIA and SIIIB respectively
As there are no endogenous Ser/Thr-protein kir
known in E. coli and as the sequences around
mentioned sites show high identity to the ones
DAPK’s known substrates, we sugg
autophosphorylation as the underlying mechanist
the observed phosphorylations of the protein.

The hypothetical autophosphorylation ability of
catalytic core of DAPKwt was investigated
incubating the protein overnight at 37°C in preseof
ATP and Md". Subsequent mass measurement u
denaturing conditions revealed a significant inse
of the phosphorylated form, whose relative intgn
rose from 18% to 41% (figures 2A and 2B). Moreo
DAPKwt analyses in non-denaturing conditic
clearly show that a higher phosphorylation amosi
accompanied with a decrease of the dimer’s rel:
abundance (figures 2C and 2D). These observa
corroborate the autophosphorylation hypothesis
DAPK'’s catalytic core and suggest an inve
relationship between dimerization a
autophosphorylation of those sites that are, to
knowledge, described for the first time.
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In general, homodimerization processes are difficul

to follow as a function of time under experimental
conditions. Fluorescence techniques may be apjflied
an internal or external reporter group is present.
Sometimes, even a single tryptophan residue, tat ¢
be native or introduced, may be sufficient to sense

such conformational changes [24].

As it is not a

common feature of proteins, we have devised a
general strategy to find a fluorescent probe tlivads
to the protein with binding properties relying dmet
conformation of the protein.

This strategy involves three steps:

1)

2)

3)

Synthesis of a library of fluorescent compounds
using known chemical scaffolds that exhibit low
specificity (see supplemental data Sl),

Screening such a library by fluorescence
anisotropy measurements in order to successfully
fish one probe at least. This technique allowsto s
up a “mix and read” assay that readily pinpoints
the probe that interacts with the protein,
Characterizing the binding properties of the probe
in order to fulfill our requirements, i.e., at leas
change in binding properties upon polymerization.

High Throughput Screening (HTS) of a fluorescent
compound library

In order to identify molecular probes for further

investigations of DAPK’s regulatory system, we have
screened a chemical library of 1388 compounds

tagged with either the ortho or the para isomethel
fluorophor lissamine [21] The library was screef@d
molecules that bind to DAPK'’s catalytic domain
measurements of the fluorescence polarization.r/
bulk analysis, the 14 compounds (1% hit rate) shg
the highest binding affinity were selected for
validation phase. Thereby, DAPK'’s purified catady
core was titrated with the identified hit molecubesd
the resulting fluorescence polarization was reabrat
each concentration. These results subsequ
allowed to fit binding curves and to calculate t
values for each of the molecules assayed. Baséke
determined affinity for DAPK and on the compoun
convenience to be re-synthesized, the molecule C
187-3-H11-para (further on called probe) was seté
for all subsequent investigations (figure 3A).

Interaction of monomeric and dimeric DAPK with
selected probe

In order to assess the fluorescent probe’s bin
affinity to DAPK, the secondary screening as
described above was repeated under buffer condi
favoring either dimeric or monomeric DAPKv
Titration experiments were performed for b
DAPKwt and DAPKdel at 5, 100 and 250 rr
NH;Ac.  Monitoring  fluorescence  polarizatic
evidences that the binding affinity of the probe
DAPKwt increases with higher NfAc concentration:
(figure 3B). In fact, Kd-values calculated from sle
binding curves are 16.5 + 1.2 uyM and 1.5 + 0.2



under buffer conditions favoring the dimer (5 mM affinity of the probe for the monomer (16.5 !

NH,Ac) and the monomer (250 mM NHAc) when the decreasing of the binding affinity dughte
respectively. In contrast, DAPKdel, which was shown changed ionic strength is taken into account (3vb6
to be exclusively monomeric regardless of the,A¢d instead of 3.4 uM at low ionic strength as seerh
concentration, does not display such an ionic gtren DAPKdel; 16.5*5.5/3.4 = 26.7 UM comparable to
dependent binding affinity (figure 3C). Indeed, the value of 30.9 uM). These results confirm the dim
Kd-value varies only from 3.4 puM at 5 mM NAC up form of DAPKwt in a physiological-like medium.

to 55 at 250 mM NRAc, suggesting ionic

interactions between the probe and the proteinatet Localization of the probe’s binding site a

weakened by increasing ionic strength.  Altogether modulation of probe binding affinity by ATP and AL
these results clearly show a modified interaction
between the probe and the protein depending on its
oligomerization state. Therefore, the fluorescenbp
appears to be a convenient tool to explore the
dimerization state of DAPK’s catalytic core.

In order to address the question about where
probe binds to the protein, competitive titratiansre
carried out to verify whether the probe sharesstirae
binding pocket as known substrates or productfi®
kinase, i.e. ATP, ADP or the substrate peptide [6].

A sequential multilayered assay in the physioldgi
like buffer (see materials and methods), corresppayr
to a total of 960 different conditions per 96-wgakte,
was thus developed. For the assay’s first layéru®4
of the probe were incubated with a geometr
concentration range (0 to 100 uM) of DAPK and
fluorescence polarization of lissamine was recor
This titration experiment was then repeated in
presence of increasing amounts of ATP, ADP
B substrate peptide (0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.3, 1255,5D

o and 1000 pM). Figures 4A and 4B show the grapt
representation of the procedure’s output for
titrations of ATP and substrate peptide, respelti
The results clearly show that neither ATP nor
substrate peptide is able to chase the probe away
its binding site, as this would lead to a rightftsbf the
titration curves with increasing concentrationsAgiP
or the substrate peptide. Identical results v
obtained with ADP replacing ATP. Figure 4A shc

DAPK [M] that DAPKwt displays an improved binding affin

for the probe in the presence of ATP or A

40 . (respectively with peptide substrate), suggestimg

existence of an ATP/ADP-induced alloste

g mechanism that modulates the probe’s affinity
DAPK.

i In the attempt to represent the described data
s clear overview and to quantify the allosteric imp.
¥ we modeled the experimental data using the ge

framework described by Roehrl et al [25]. From

1902 o - o o data points, we established binding cur
DAPK 1] corresponding to fluorescence polarization charsgx

a function of ATP/DAPK or ADP/DAPF

A

mFP

mFP
g
.".

Fig. 3: Ability of the fluorescent molecular probe to mamit

dimerization of DAPK's catalytic core. A) Chemical concentration ratios. Kd values obtained from rfgi
structure of CHPO 187-3 H11l-para, which was setbet® of these curves were then plotted as a functioth®
best hit in the primary and secondary screeningyassB) stoichiometric ratio of either ATP or ADP to DAF
Binding of CHPO 187-3 H1l-para (0.1 uM) to DAPKwvit a (fig 4C). The graphic clearly shows the similarif
different concentration of NiAc (¢ 5 mM, s 100 MM and the effects of ATP and ADP, as corresponding

A 250 mM). Fluorescence polarization (mFP) is ptbtte

; . LN value of both titrations are comparable. T
versus protein concentration. Error bars indicagestandard representation also allows visualizing the maar
deviation of four independent titrations. C) Sarantin B) p g g

but with DAPKdel. of the induced effect. In the absence of either AF
ADP, the probe’s Kd-value was determined to be
+ 2.8 uM. ATP or ADP increase the probe’s affir
for DAPK. A maximal effect was achieved at ATP
ADP to DAPK ratios higher than two, which led t
Kd-value of the probe of 6.40 £ 0.54 uM. Both A
and ADP have the ability to increase the prol
affinity roughly five times.

In a more physiological buffer corresponding to the
ionic strength of roughly 200 mM Njc (50 mM
HEPES, 150 mM KCI, 1 mM MgGJ pH 7.5, see next
section), the Kd value of the fluorescent probe for
DAPKwt is 30.9 + 2.8 uM. This corresponds to the



mFP

mFP

DAPK [uM]

Kd [uM]

ratio ATP/DAPK

Fig. 4: Titration curves showing mFP in function of the
concentration of DAPKwt in HEPES Buffer pH 7.5 (60
HEPES, 150 mM KCI, 1 mM Mgg| pH 7.5). Error bars
indicating the standard deviation were calculateanf four
independent titrations. Error bars are only showrtlie most
out-layer curves in order to keep the representatiear. A)
ATP-titration at the following total concentratiooEATP « O
uM ; froma to A 0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.3, 1281 anda 25uM.
The graphs for an ATP concentration of 50 pM an@010M
are not shown, as they are congruent with the 6128 aM.
B) Peptide substrate-titration. Analogous to thePAifration
for peptide concentrations of: 0 uM; 0 0.8 uM A 6.3 pM;
= 50 uM. Only a representative number of titratianves are
shown to keep the graphs well distinguishable freach
other. C) Fitted Kd-values of the fluorescent proine
function of the stochiometrical ratio of ATP/DAPKl e O)
and ADP/DAPK ¢ - m - -), respectively.

ATP/ADP induced monomerization of DAPK'’s

catalytic core

Considering on the one hand the ATP or ADP
triggered increase in affinity of the probe for the
DAPK'’s catalytic core, and on the other hand the
probe affinity increase when the catalytic corarisler
the monomeric form, one would expect that the
monomeric form of the catalytic core has a higher
affinity for ATP and that ATP or ADP act on the
monomer/dimer  equilibrium by favoring the
monomeric form. In order to test our hypothesis; Kd
values were determined for a fluorophor labeled ATP
(y-[6-Aminohexyl]-ATP-Atto495) under the buffer
conditions promoting the dimeric (5 mM NAC) or
the monomeric form (250 mM NjAc) of DAPKwt.
The results confirm our assumption, as the binding
curve is clearly shifted to the left under condigo

favoring monomers (figure 5A). The Kd-value of t
labeled ATP for the dimer was determined to be &
+ 0.22 pM, while the one for the monomer decree
t0 0.290 + 0.011 PM.

To consolidate our model of ATP/ADP induc
monomerization, three further experiments w
performed:

i) Noncovalent ESI-MS experiments were carr
out with DAPKwt in the presence of increasil
amounts of ADP-Mg. Figure 5B shows that incubat
of the protein with five to twenty molar equivalerdf
ADP-Mg leads to the detection of 1:1, 2:1 and
DAPK: ADP-Mg complexes (34199 + 1 Da, 67964
4 Da, 68411 + 6 Da respectively). Remarkably, A
binding is accompanied by a shift of DAPK
oligomerization equilibrium towards the monome
form, which corroborates our model of ATP/AL
induced monomerization (figure 5B).

ii) We investigated whether the deletion of theibe
loop, which impedes dimerization of the catalytice;
would modify the probe’s binding upon the additian
ATP or ADP. Therefore, multilayered titratic
matrices were performed with DAPKdel in tl
physiological-like buffer (50 mM HEPES, 150 m
KCI, 1 mM MgCh, pH 7.5). Strikingly, we observe
that the absence of the basic loop leads to a ase
of the probe affinity upon increasing ATP or AL
concentrations. At ATP or ADP to DAPKdel ratit
higher than two, the Kd-values of the probe
maximal for both effectors and were calculated
approximately 30 uM (figure 5C) starting from a }
value of 26 uM in absence of ATP or ADP (noticett
this value was 5.5 pM in the 200 mM acetate buf
suggesting an impact of the pH-changes on
binding of the probe to the protein). Consequen
these results demonstrate that the presence ofokl
ADP decreases the probe’s affinity for the monom:
form of DAPK. On the contrary, the transition fro
dimer to monomer improves the probe affinity. Tl
transition is induced by ATP or ADP. Therefore, A’
or ADP binding to DAPK triggers two opposite effec
involved in the probe’s affinity: first, an increaslue
to the dimer-monomer transition and second,
decrease due to an allosteric coupling in
monomeric form between the ATP/ADP site and
probe site.

ii) In order to distinguish those two effects, Al
titrations were repeated under experimental coorkt
favoring either the presence of the monomer or
dimer of DAPKwt (250 mM or 5 mMNH.Ac
respectively). Figure 5D shows the probe’s deteechi
Kd-values to either the monomer or the dimer
DAPKwt as a function of the ratio of ATP to tt
protein. In the monomeric form (250 mMH.Ac),
increasing ATP concentrations induce a decreas
the probe affinity, confirming the allosteric effe
between the ATP site and the probe site. W
starting from the dimeric state (5 mNH,Ac), rising
ATP concentration induces an increase of the pi
affinity, suggesting that also in this buffer, Al
binding triggers a dimer-monomer transition.
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Fig. 5. ATP and ADP induced monomerization of DAPK’s cytialdomain. A) Binding of the fluorescently taggad@P (Atto-495-
ATP) to the catalytic domain of DAPKwt. The bindiogrve of ATP shifts toward the left when the momoim form is induced b
higher NHAc concentrations. One binding curve correspondsdonstant concentration of bi&t: « 5 mM; from. to A 25, 50 anc
100 mM,= 250 mM. B) Noncovalent mass spectrometry analysBAPKwt at 5 uM in 50 mM NiAc buffer at pH 8.8 either alor
(top) or in presence of 25 pyM ADP-Mg (middle) ar@dJuM ADP-Mg (bottom). Inserts correspond to erdgangnts of 11+ and 1t
charge state of monomeric and dimeric DAPKwt retipely. (©), (@), @), ) and 8) are related to 1:0, 1:1, 2:0, 2:1 and
DAPKwt : ADP-Mg complexes respectively. * represaon-specific ADP-Mg adducts. Ejtted Kd-values of the fluorescent prc
in function of the stochiometrical ratio of ATP/DKRBel (O« 0) and ADP/DAPKdel (- = - -). D) DAPKwt is assayed und
conditions favoring monomer&l(e 0 250 mM NHAC) or dimers (-=- - 5 mM NHAC).

The obtained results (figure 5D) clearly consokdat
our model of equilibrium between monomers and
dimers of DAPK’s catalytic domain, which can be
shifted towards the monomer by the presence oéeith
ATP or ADP. Removal of the basic loop prevents this
equilibrium but maintains an allosteric coupling
between the ATP/ADP binding site and the probe’s
binding site.

Significance of DAPK's regulatory switch between
monomers and dimers

The previously reported crystallographic structiare
the cubic form suggests that both the basic loops a
peptide binding regions of the two subunits buidin
the homodimer face each other [5]. Our results that
highlight the importance of the basic loop in the
process of dimer formation and the structural
observation that the loop is neighboring the active
strengthen these previous findings. Therefore, the
simple fact that the access to the catalytic ctéft
homodimers is sterically limited for substrate pins,
let us propose the monomer as the catalyticallyemor

active form. This hypothesis is also supported Hgy
fact that ATP, which is a reactant of
phosphotransfer reaction, shifts the equilibri
towards the monomer. With this in mind, we also
analyzed the results of DAPK’s multilayered sulist
peptide titration matrix in order to quantify thepact
of the substrate peptide on the dimerizat
Analogous to the described procedure of

ATP/ADP-titrations, we obtained Kd-values for e:
of the concentrations of the peptide substratetativn
a titration with DAPKwt was performed. In tl
absence of the peptide, the probes affinity

modeled to 26 + 1.2 uM in the HEPES buffer, wt
corroborates the initial affinity measurement oé
ATP/ADP titrations. The Kd-values decrease v
increasing peptide to DAPK ratios down to 16.2 ¢
UM for a ratio of 10. From these data, it beco
obvious that the impact of ATP/ADP on t
equilibrium of monomers and dimers is significar
stronger than the one of the substrate pef
Nevertheless, these results point out a strondjertgf
for the substrate peptide for the monomer tharttfe
dimer as increasing the peptide concentration iesl
a shift into the monomeric form. This might be



further hint for a higher enzymatic activity of the
monomer than of the dimer. Moreover, this interplay
between the dimer to monomer equilibrium and the
modulation by ATP and the peptide substrates allows
to explain ambiguous results from previous reports.
These have shown a modification of the Km-value of
ATP as a function of the peptide substrate usetien
enzymatic assay. Indeed, if the monomer to dimer
equilibrium is differently modulated by various
peptide substrates or allosteric modulators, the- Km
values of ATP will be affected as well [14,19].

Discussion

DAPK is seen as an important player in the
integration of various signal transduction pathways
which ultimately decides about either cellular $uai/
or induced cell death.

Our here presented results, together with strulctura
considerations show for the first time that the
homodimerization of DAPK's core domain is an
important regulatory mechanism for this enzyme'’s
catalytic activity. We propose a model of induced
monomerization, which assigns the sterically hieder
active cleft of dimers and the accessible ones of
monomers to cellular survival and induced cell deat
respectively.

This dimer to monomer equilibrium is modulated by
an allosteric site and the phosphorylated status of
DAPK'’s catalytic core at a specific site (T35),
localized in this study. In return, such equililoniu
modulates the Km-values of the two substrates ATP
and phosphorylatable peptides. Obviously, it is now
needed to prove that this phosphorylation océaors
vivo and is modulated by the physiological status of
the cell.

In our study, we demonstrated the utility of a
chemical biology approach combined to nanoESI-MS
experiments. MS experiments allow us to
unambiguously show a monomer/dimer equilibrium of
the catalytic core domain of DAPK but in a non
physiological medium. The chemical biology
approach permits the identification of fluorescentl
marked protein ligands that bind to nat priori
defined binding sites. As a consequence of the non-
competition of these compounds with the known
endogenous partners and their fluorescent tradgyabil
they are perfectly suited as small probes to sémse
state of molecular systems in a variety of expenitale
conditions.

By combining those two biophysical approaches, we
have identified such a molecular tool that is d@resi
to the oligomerization state of the catalytic coféhe
human Death-Associated Protein Kinase. This probe
allowed us to clearly evidence the modulation @& th
monomer-dimer equilibrium of the catalytic core
domain of this protein. Moreover, the use of a rreda
core loosing the dimerization capability, allowesita
distinguish a modification of the probe bindingiritfy
due to experimental conditions (seen both with the
wild type and the mutated core domain of the kihase

or due to dimerization (only seen with the wild é)
core domain).

Our described work allows to include in the moc
describing the molecular role of DAPK, a molect
switch provided by the monomer-dimer equilibrium
We believe that future investigations should ain
bringing into context the here described regula
mechanism with the ones that were earlier desci
for this kinase, namely autophosphorylati
pseudosubstrate interference and the activi
through CaM.
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Supplementary Data

Sl: Production of chemical library

General considerations and characterization of fluorescent peptides: All chemicals were obtained from commerc
suppliers and used without further purificationsgamine Rhodamine B sulfonyl chloride was purch&sed Acros,
Rink Amide resin (100-200 mesh) and Fmoc-aminosafriom Novabiochem.

The RP-HPLC analyses were performed on a ChromdBffeedROD RP18 (4.6*50 mm) column us
water/acetonitrile linear gradient (0-100% B in fan¥ mL/min, 220 and 254 nm). The following buerere usec
(eluent A) water containing 0.1% TFA by volume;u@ht B) acetonitrile containing 0.1% TFA by voluniSI-TOF
(electrospray time of flight) spectra were recoraeda Perseptive Biosystem Mariner 5155 spectramé&tee m/z
range 200-2100 was scanned using an ionspray ealtag500 V. The nozzle was ranged between 30 @nd 6

Synthesis of Lissamine Rhodamine B peptides ortho/para-CHPO 187-3-H11: Both peptides were synthesized or
an acid-labile Rink resinl (0.7 mmol/g) using stamadFmoc/tert-Butyl protocols.2 The following L-amiacids were
used for the synthesis: Fmoc-Orn(Boc)-OH, Fmoc{2htdalanine-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH and Fmoc-b-Ala-OH
Coupling reactions (3 h) were performed with 3a¢he appropriate amino acid using an HOBt/DIG(&4.)
activation in DMF. Fmoc group was removed usin@&8 (v/v) DMF/piperidine solution (2 x 10 min). lkawing
each coupling, the resin was washed with DMF (@%)2CI2 (3x), MeOH (1x) and CH2CI2 (3x). After pegtichain
elongation and a-NH2-b-ala deprotection, the LissarRhodamine B sulfonyl chloride (2 eq.) was redatith the
resin in presence of DIEA (2 eq.) in dichloromethdor 5 h. Final cleavage and deprotection weréopaed by
treating the resin with a freshly made TFA/TIS/H@B/2.5/2.5, viviv) solution for 3h. Crude peptities obtained
was isolated by precipitation with Et20, dissolwed 1:1 acetonitrile/water (1/3) mixture and freefried to red
foams. Both ortho- and para-lissamine rhodamine®iges were isolated by RP-HPLC on a C18 Symn$tigld
column from Waters (19 x 300 mm, 7 um) at a flote regf 10 mL/min.

Ortho-CHPO 187-3-H11 (4 mg), k = 1.85 min, RP-HPLC purity>97% (224 nm), LC-MS (Ealcd for
Cs4HgaN110:0S, 1096.3; found 1096.Fara-CHPO 187-3-H11 (14 mg), & = 1.98 min, RP-HPLC purity>97% (2:
nm), LC-MS (ESI) calcd for £HsgN11010S, 1096.3; found 1096.5.

1. Rink, H.Tetrahedron Lett1987, 28, 3787.
2. Chang, C.D.; Meienhofer, [ht. J. Pept. Protein Re4978, 11, 246.



Sll: Mass spectrometry under denaturing conditions
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Fig. SII: nanoESI-MS analysis of DAPK under denaturing ctiods. (a) DAPKwt and (b) DAPKdel were diluted t
UM in a 1:1 water:acetonitrile mixture acidified wil% formic acid. Inserts correspond to deconvalutgss specti
obtained using the MaxEnt 1 algorithm from MassLyink (Waters, Manchester, UK).



SllI: Localization of the phosphorylation siteslipynanoLC-MS/MS
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Fig. SI11: Localization of the phosphorylation sites of (a\Kwt and (b) DAPKdel. MS/MS spectra corresponc
the tryptic doubly charged phosphopeptides a) 3BEBMYAAK-42 (509.9 m/z) from DAPKwt and b) 25
RMpTIQODSLOQHPWIKPK-272 (688.2 m/z) from DAPKdel. The most inserpeak of each mass spectrum corresp
to the neutral loss of phosphoric acid from thecprsor ion (-49 m/z). Phosphorylation sites ardgassl by the
detection of (a) phosphothreonine immonium ion (IpW) and (b) dehydrybutyric acid (Dhb) and phosphextnine
(pT). * are related to diagnostic fragment iongiafbss of phosphoric acid.



CONCLUSIONS

Dans cette partie du manuscrit nous avons décrit et évalué les principales caractéristiques du robot
d’'analyse nanoESI sur puce microfluidique (Triversa Nanomate), mettant ainsi en évidence de
nombreux avantages par rapport aux sources ESI et nanoESI conventionnelles. Un accent particulier
a ainsi été mis sur la réduction de la consommation d’échantillon (facteur 10 a 100 par rapport a
'ESI), les possibilités d’automatisation  (environ 10-15 fois plus d’'analyses possibles en 24 h par
rapport a 'ESI et au nanoESI), ainsi que la reproductibilité des mélanges et de la qualité du spray

gue permet le systéme. Certaines limitations ont également été relevées et ont été accompagnées de

propositions de solutions.

Les développements méthodologiques liés a la mise en place du couplage Triversa Nanomate-LCT
durant ce travail de these ont ensuite été mis en application au travers de deux cas d’'étude qui ont
permis de mettre en avant la versatilité que procure ce systeme pour l'approche MS
supramoléculaire. En effet, avec les possibilités d’automatisation, la MS supramoléculaire peut
désormais intervenir dans des criblages primaires pour la sélection de molécules se liant a des
protéines cibles, puis en adaptant la stratégie analytique, il devient possible avec la méme approche
de caractériser ces complexes non-covalents en accédant pour cela a des informations aussi
diverses et importantes que la stcechiométrie de complexes, I'état d’oligomérisation de protéines, la
nature des interactions non-covalentes mises en jeu dans les complexes ainsi que leur spécificité et
leur affinité relative et absolue. La versatilité de I'approche se traduit également par la possibilité
d’étudier des systémes biologiques différents  impliquant des interactions protéine / ligand, protéine

/ protéine ainsi que protéine / oligonucléotide (cf. Parties Il et V).

Pour conclure, alors que le robot Triversa Nanomate permet désormais d’atteindre en MS
supramoléculaire des débits d’analyse compatibles avec le criblage de banques contenant plusieurs
centaines voire milliers de ligands en quelques jours, I'interprétation des spectres de masse se fait
encore manuellement au sein du laboratoire. L'une des perspectives qui apparait alors dans ce
contexte de criblage consiste au développement d'une interface logicielle assurant le dépouillement

automatique des spectres de masse a un débit supérieur ou égal a celui de production des données

brutes.
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CHAPITRE |

Introduction a I’Analyse de Complexes
Protéine / ARN en MS Supramoléculaire

Aprés un bref rappel concernant les ARN et les techniques biophysiques utilisées pour étudier leurs
interactions avec les protéines, ce chapitre se consacre a la description des conditions expérimentales

et instrumentales spécifiques a la caractérisation des complexes protéine / ARN par MS
supramoléculaire.



1) INTRODUCTION AUX INTERACTIONS PROTEINE / ARN

1.1) Geénéralités sur les interactions protéine / ARN

L'’ARN, ou acide ribonucléique, est un biopolymére dont les motifs de répétition (nucléotides) sont

composés d’'une base, d’'un ribose et d’'un groupement phosphate et sont reliés entre eux par des

liaisons phosphodiester (figure 1).!

a) Structure primaire de I'’ARN
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Figure 1 : Structure de 'ARN. (b) Les masses affichées correspondent a la masse du nucléotide (base + ribose

+ phosphate) intégrant la base en question.

Il existe deux catégories d’ARN :

L’ARN codant : il s’agit de 'ARN messager (ARNm) dont le rble est d’exporter I'information
génétique du noyau vers le cytoplasme ou il est traduit par les ribosomes pour exprimer la

protéine correspondante.” L'’ARN codant représente moins de 2% du génome humain.??

Les ARN non-codants : cette famille d’ARN n’a pendant longtemps regroupé que les ARN
ribosomiques (ARNr) et les ARN de transfert (ARNt) qui interviennent tous deux dans le
mécanisme de la traduction. Depuis une vingtaine d’années cependant, cette famille tend a
s'élargir avec la découverte de nouveaux types d’ARN non-codants, comme les petits ARN
nucléolaires (snoRNA - small nucleolar RNA) qui interviennent dans la méthylation et la
pseudouridylation des ARN ou encore les petits ARN interférents (SiRNA — small interfering
RNA) et les micro ARN (miRNA — micro RNA) qui permettent de réguler I'expression

génétique au niveau post-transcriptionnel.> ®

Les ARN peuvent adopter différentes structures secondaires et tertiaires qui jouent un réle majeur

dans l'affinité et la spécificité d'interaction avec divers partenaires. Dans le cas des complexes

protéine / ARN, la stabilité de I'édifice supramoléculaire peut étre assurée par i) des interactions

électrostatiques entre les groupements phosphates et la chaine latérale d’acides aminés positivement



chargés (ex : groupement ammonium de la lysine), ii) des liaisons hydrogene entre certains résidus de
la protéine et les bases de I'ARN, iii) des interactions aromatiques entre les bases et les acides
aminés portant une chaine latérale aromatique (ex : tyrosine) ainsi que iv) la contribution de I'effet
hydrophobe." L'association entre protéine et ARN est a la base de mécanismes clés tels que ceux
impliqgués dans I'expression génétique (ex : épissage, traduction) ou encore la modification des ARN
(ex : méthylation, pseudouridylation), et justifie de ce fait I'intérét qui est porté a I'’étude des complexes
protéine / ARN.

1.2) Techniques de caractérisation

L'étude des interactions protéine / ARN peut étre réalisée a l'aide de différentes techniques
biophysiques couramment utilisées pour caractériser des complexes protéine / protéine ou protéine /
ligand, telles que la cristallographie ou la résonance plasmonique de surface. Il existe d’autre part des

techniques plus spécifiques de ce type de complexes, parmi lesquelles on trouve :

» Le retard sur gel (EMSA - electrophoretic mobility shift assay) : cette technique consiste a
suivre la migration d’'un ARN radiomarqué (32P) sur gel d'électrophorése monodimensionnel
réalisé en conditions non-dénaturantes en présence / absence de partenaires protéiques
potentiels. La formation d’'un complexe protéine / ARN est ainsi mise en évidence par une
migration retardée de I'ARN. De plus, en effectuant un titrage de I'ARN par la protéine, il est
possible de déterminer la constante d’affinité des complexes formés (figure 2a). Cette
technique posséede I'avantage de ne consommer que des quantités picomolaires d’échantillon

en raison de la grande sensibilité des systémes de détection de la radioactivité.

» La technique du triple hybride : cette technique consiste a modifier génétiquement une
souche de levure de sorte a ce qu’elle produise (i) une protéine hybride P1 possédant un site
de fixation a une séquence ADN spécifique ainsi qu'un site de fixation a une séquence ARN
spécifique, (i) un ARN hybride comprenant la séquence nucléotidiqgue reconnue par la
protéine P1 ainsi que celle de 'ARN d'intérét et (iii) une protéine hybride P2 contenant la
séquence en acides aminés de la protéine d’intérét ainsi que d’'une protéine capable d’activer
la transcription d’'un gene rapporteur (figure 2b).4 La formation d’'un complexe entre 'ARN et
la protéine d’intérét permet de former un complexe quaternaire activant la transcription du
géne rapporteur qui est alors détectée soit de maniére phénotypique, soit par un test
biochimique.”® Il s’agit la d’une technique permettant non seulement de confirmer I'existence
d’'une interaction protéine / ARN, mais également de cribler des ARN partenaires d'une

protéine cible ou inversement, de cribler des protéines partenaires d'un ARN cible.*

» La technique d’empreinte (footprinting) : cette technique consiste a dégrader un ARN
radiomarqué a l'une de ses extrémités, soit par des enzymes spécifiques (RNases) ou par
des agents chimiques non-spécifiques (ex: Pb(ll)). Les fragments de I'’ARN sont ensuite

séparés sur gel d’électrophorése. La comparaison des zones de clivage de 'ARN seul et du



complexe protéine / ARN permet de définir les régions protégées du clivage par la protéine et

donc de localiser le site d'interaction de la protéine sur 'ARN (figure 20).5' 6

» La techniqgue SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment - figure 2d) :
cette technique consiste & cribler une banque contenant typiquement jusqu’a 10*° séquences
nucléotidiques potentiellement capables de se lier & une protéine cible.” Aprés incubation de
la protéine cible en présence de la banque entiére, les ARN fixés par la protéine sont tout
d'abord extraits avant de subir une transcription inverse (synthése de I'’ADN complémentaire
a partir de I'ARN). Les ADN ainsi obtenus sont amplifiés par PCR (polymerase chain
reaction), puis retranscrits en ARN. Ces derniers sont alors a nouveau incubés avec la
protéine cible pour subir un nouveau cycle de sélection. En multipliant ainsi les cycles de
sélection il est alors possible d'identifier des ARN aptameéres, c'est-a-dire des molécules

d’ARN disposant de trés hautes affinités et spécificités de reconnaissance pour des protéines

cibles.’
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Figure 2 : Principes de certaines techniques mises en ceuvre pour I'étude des interactions protéine / ARN. (a)
Technique du retard sur gel ou electrophoretic mobility shift assay. (b) Technique du triple hybride, adapté
d'aprés 4 (c) Technique d’empreinte ou footprinting. (d) SELEX pour systematic evolution of ligands by

exponential enrichment, adapté d'aprés ’.



La MS intervient également comme technique d’analyse des interactions protéine / ARN. L'une des
stratégies mises en ceuvre au laboratoire fait appel a des approches protéomiques afin d’identifier
les protéines capables de se fixer & un ARN cible.? Pour cela, TARN qui est greffé sur une phase
stationnaire joue le réle « d’appat » pour retenir les protéines partenaires contenues dans un mélange
complexe. Aprés élimination des protéines non retenues, les protéines formant un complexe avec
'ARN sont éluées et identifiées soit (i) par digestion enzymatique suivie d'une analyse par
chromatographie liquide couplée a la MS en tandem (LC-MS/MS ou 2D-LC-MS/MS), soit (ii) en
séparant tout d’abord les protéines par électrophorése sur gel mono ou bidimensionnel, suivi d'une

digestion enzymatique et d'une analyse LC-MS/MS.®

Aprés cette étape d’identification, il convient d’étudier les interactions qui existent entre les
différents partenaires du complexe. Parmi les approches faisant appel a la MS, on distingue
l'utilisation d'un pontage chimique ou photochimique entre protéines et acides nucléiques afin de
former un complexe covalent.’ La mesure de masse de ce complexe covalent intact permet alors
d’accéder a l'information de stoechiométrie, tandis que I'analyse MS aprés protéolyse et digestion
enzymatique / hydrolyse de l'acide nucléique permet de déterminer les sites d'interaction entre la

protéine et I'acide nucléique.® *°

Bien que trés informative, cette approche se heurte aux difficultés de
mise au point des conditions de pontage. Ainsi, avec la possibilité de détecter directement des
complexes protéine / ARN non-covalents, la MS supramoléculaire constitue une alternative

intéressante qui est présentée dans cette troisieme partie du manuscrit.
2) SPECIFICITES DE L’ANALYSE DE COMPLEXES PROTEINE / ARN PAR MS SUPRAMOLECULAIRE

2.1) Dessalage

Une premiére particularité de I'analyse de complexes protéine / ARN concerne la préparation des
échantillons, et plus particulierement le dessalage des ARN. En effet, la présence de nombreux
groupements phosphates fait que ces biomolécules présentent une certaine affinité pour des
cations tels que les ions Na' et K*, dont la présence en grande quantité est incompatible avec
I'ionisation ESI. La figure 3 illustre en effet I'analyse d’'un ARN de 19 kDa en conditions dénaturantes.
Dans le cas de la figure 3a, le spectre de masse nanoESI affiche un important bruit de fond, et
I'agrandissement d'un état de charge révéle la présence de nombreux adduits de sodium, indiquant
un dessalage insuffisant. Aprés une nouvelle étape d’échange de tampon, la figure 3b montre un
spectre de masse de meilleure qualité avec des pics fins et sans adduit de sodium. Cette figure illustre
ainsi la nécessité d’optimiser dans un premier temps I'échange de tampon afin de garantir I'obtention
de spectres de masse de qualité. Cette étape est particulierement importante car il a été remarqué a
plusieurs reprises durant ce travail de thése que la présence résiduelle de sels non-volatils dans la
solution d’ARN peut étre responsable d'une suppression progressive du signal lors des

expériences de titrage d’'une protéine par son ARN partenaire.
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Figure 3 : Influence de la présence résiduelle de sels non-volatils sur I'analyse d’ARN. ARN (Mi¢orique = 19255
Da) dilué a 1 puM dans un mélange eau / acétonitrile / triéthylamine 50/50/1 et analysé en mode d’ionisation
négatif sur le MicrOTOF-Q soit a) aprés 3 cycles de concentration / dilution réalisés par ultracentrifugation
(Vivaspin, MWCO = 3 kDa), soit b) aprés un cycle d’échange de tampon supplémentaire réalisé a I'aide d'une
colonne de filtration sur gel (Zeba). Dans les deux cas, I'échange a été réalisé a I'aide d’'un tampon NH4HCO3 200

mM pH 8,0.

Par ailleurs, il faut noter que l'efficacité du dessalage diminue rapidement lorsqu e la taille de
I'’ARN augmente . Cette tendance, déja remarquée lors de la thése de Noélle Potier au laboratoire,™*
est illustrée par la figure 4. En effet, lorsque la taille de 'ARN augmente, les adduits de sodium sur
'ARN sont de plus en plus nombreux, engendrant ainsi une erreur croissante entre la masse
mesurée et la masse théorique. A noter également que dans les cas présents aucune amélioration n'a
été constatée en multipliant les cycles de dessalage des ARN KS1 et 7SK, illustrant ainsi la difficulté
liée a I'analyse d’ARN de grande taille. Dans le cadre de ce travail cependant, I'ensemble des sujets
abordés concerne I'étude des interactions entre des protéines et des ARN de masses moléculaires

inférieures a 30 kDa, limitant de ce fait les problémes liés au dessalage de ces biomolécules.
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Figure 4 : Influence de la taille de 'ARN sur la qualité de I'échange de tampon. Les ARN a) HP1 (M¢orique =
20859 Da), b) KS1 (Minéorique = 51294 Da) et ) 7SK (Mineorique = 101384 Da) ont été dessalés contre un tampon
NHsAc 250 mM pH 7,5 a I'aide de colonnes de filtration sur gel (biospin). Les ARN ont ensuite été dilués a 1 uM
dans un mélange eau / acétonitrile / triéthylamine 50/50/1 et analysés en mode d'ionisation négatif sur le
MicrOTOF-Q.



2.2) Lionisation des ARN

En raison de la présence de nombreux groupements phosphates, les travaux rapportés dans la
littérature qui portent sur I'analyse d’ARN par ESI-MS sont la plupart du temps réalisés en mode
d’ionisation négatif . Durant ce travail de thése également, la masse des ARN seuls a
systématiquement été vérifiée par analyse en conditions dénaturantes en mode d’ionisation négatif.
En revanche, pour les analyses menées en conditions non-dénatura  ntes, c'est le mode

d’ionisation positif qui a été sélectionné pour 'ensemble des résultats décrits dans cette partie, et

cela pour les raisons suivantes :

» Au laboratoire, tout comme dans la littérature, les protéines sont quasi-exclusivement
analysées en mode d'ionisation positif. Par conséquent, les complexes protéine / ARN

étudiés durant ce travail de thése ont logiquement été analysés en mode d’ionisation positif.

» Les ARN peuvent également étre analysés en mode d'ionisation positif, donnant ainsi lieu a
des signaux tout aussi intenses qu’en mode négatif, au moins en ce qui concerne les

analyses en conditions non-dénaturantes (figure 5).

» Le MicrOTOF-Q faisant exception, les autres instruments utilisés au laboratoire (LCT et
Synapt HDMS) présentent une sensibilité nettement meilleure en mode d'ionisation positif

gu’en mode négatif.

a) Mode négatif b) Mode positif
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Figure 5 : Analyse de 'ARN HP1 en conditions non-dénaturantes (10 uM dans un tampon NHsAc 250 mM pH
7,5) soit (a) en mode d'ionisation négatif, soit (b) en mode d’ionisation positif. Les analyses ont été réalisées a
I'aide du MicrOTOF-Q.

NB : Alors que le processus d'ionisation des ARN en mode positif n'a pas fait I'objet d'études
approfondies comme dans le cas des protéines, il est possible d’émettre I'hypothése que l'ionisation
des ARN en conditions non-dénaturantes résulte probablement de la protonation des groupements
phosphates (neutralisation des charges négatives) et de celle des bases protonables et accessibles

(apport d’'un excés de charges positives).



2.3) Production des ARN

Au méme titre que la production de protéines recombinantes, les ARN peuvent étre produits par
différentes méthodes afin d'en disposer de quantités suffisantes pour les études in vitro. Sans entrer

dans les détails de ces méthodes, on retiendra gu'il existe deux méthodes principales :

» La synthése chimique qui consiste a procéder a des cycles successifs permettant d’associer
les différents nucléotides un par un a partir du nucléotide 3’ fixé sur une phase stationnaire.
L’oligonucléotide final est ensuite décroché de la phase stationnaire avant de subir une ultime
étape de purification. Cette synthese est réalisée de maniére automatique et s’apparente

ainsi en quelque sorte a la synthése chimique de peptides.

» La transcription in vitro, quant a elle, fait appel a I'utilisation de polymérases qui assurent la
transcription de I'ADN de départ en ARN. En fonction de la méthode utilisée, des
hétérogénéités peuvent étre introduites au sein de 'ARN, parmi lesquelles on distingue une
hétérogénéité du nombre de phosphates en 5’ (-80 Da par groupement phosphate perdu),
ainsi que I'ajout de nucléotides supplémentaires en 3’ (figure 6a). Afin de s’affranchir de ces
hétérogénéités, il est possible de produire un ARN intégrant la séquence d’'un ribozyme en 3’
et/ou 5’ de la séquence d'intérét. En effet, le ribozyme dispose de la capacité d'auto-cliver

I’ARN, permettant ainsi d’obtenir I'ARN d'intérét avec des extrémités homogenes (figure 6b).

a) 32- b) 26-
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phosphates en5' 57511 pa supplémentaire 20860 Da
en3
PN 346 Da
P 329 Da : Pas d’hétérogénéité
H 306 Da ! du nombre de
N it nucléotides en 3’
' el
: [ —_—
A R fL M}W\MI\ A -
27500 28000  m/z 21200 miz
}
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Figure 6 : Comparaison de deux ARN produits par transcription in vitro a I'aide d’'un plasmide linéarisé soit (a)

sans ribozyme, soit (b) avec un ribozyme intégré du cété 3. (a) L’ARNt™ et (b) 'ARN HP1 ont été dessalés par
filtration sur gel (Zeba) contre un tampon NHsAc puis dilués a 1 pM dans un mélange eau / acétonitrile /
triethylamine 50/50/1 avant d’étre analysés en mode d'ionisation négatif sur le MicrOTOF-Q. Les spectres de
masse en insert ont été obtenus a l'aide de l'algorithme de déconvolution Maxent (DataAnalysis 3.4, Bruker
Daltonics). (a) les différences de masse de 306 Da, 329 Da et 346 Da correspondent respectivement a I'addition
des nucléotides U/C, A et G.

2.4) Stabilité en phase gazeuse

Les interactions non-covalentes entre protéines et ARN sont en grande partie guidées par des
interactions de type électrostatique intervenant d'une part entre les phosphates de '’ARN chargés

négativement et les acides aminés de la protéine chargés positivement (lysine, arginine, etc.), et



d’autre part entre les bases de I'ARN et les résidus négativement chargés ou capable de former des
liaisons hydrogéne." Les complexes protéine / ARN forment ainsi des édif  ices particuliérement
stables en phase gazeuse , permettant alors d’appliquer des conditions expérimentales suffisamment
énergétiques pour améliorer la désolvatation des ions sans pour autant risquer de dissocier ces
édifices supramoléculaires dans le spectromeétre de masse. Les complexes protéine / ARN sont de

ce fait particulierement bien adaptés a I'analyse p  ar MS supramoléculaire
2.5) Stabilité en solution — effet de la force ioni  que du tampon

En raison de l'importante contribution des interactions électrostatiques dans la formation de
complexes protéine / ARN, la stabilité de ces édifices supramoléculaires en solution est trés fortement
dépendante de la force ionique du tampon utilisé.* En effet, en présence de fortes concentrations de
sels, les charges se trouvent davantage écrantées, réduisant ainsi la force des interactions
électrostatiques. La figure 7 illustre en effet I'influence de la force ionique du tampon sur la stabilité
d’'un complexe protéine / ARN. Il apparait clairement que des concentrations croissantes d’acétate
d’'ammonium conduisent a la déstabilisation du complexe en solution comme en témoigne la
proportion croissante de protéine libre détectée sur les spectres de masse. Pour chaque systeme
biologique étudié, il convient alors d’ajuster la force ionique du tampon  pour trouver le meilleur

compromis entre stabilité de la protéine en solutio n et stabilité du complexe protéine / ARN
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Figure 7 : Effet de la force ionique du tampon sur la stabilité du complexe formé entre la protéine Tgt (tRNA-

guanine transglycosylase) et 'ARNt"™"

. La protéine (10 uM - concentration en monomere) et '’ARNt (5 uM) ont été
incubés en présence de concentrations d’acétate d’ammonium de (a) 200 mM, (b) 500 mM et (c) 1000 mM. Le

pH des solutions a été fixé a 8,0. (Tgt) : 85613 + 4 Da et (Tgt)2(ARNt™"); : 113147 + 9 Da.



NB : Cette caractéristiques des complexes protéine / ARN peut étre mise a profit pour réaliser des
expériences de contréle. En effet, la mise en évidence d'une modification de la proportion de
complexe observée sur les spectres de masse en fonction de la force ionique du tampon est un
moyen permettant de s’assurer que les complexes détectés en phase gazeuse résultent bien d’'une

reconnaissance spécifique en solution et non d'un artefact de la technique.12

3) VALORISATION

Les développements méthodologiques réalisés durant ce travail de these autour du théme de I'étude

de complexes protéine / ARN par MS supramoléculaire ont fait I'objet de la communication suivante :

» Communication orale: Atmanene C, Sanglier S, Van Dorsselaer A. Apports de la
spectrométrie de masse supramoléculaire pour I'étude de complexes non-covalents protéine /
ARN. Journée du Club ARN, 11 décembre 2008, Bordeaux.



CHAPITRE I

Etude par Spectrométrie de Masse Supramoléculaire
de Complexes Protéine / ARN impliqués dans la
Modification des ARN de Transfert

Dans ce chapitre sont présentés deux cas d'études portant sur des protéines intervenant dans la
modification des ARNt. Menés respectivement en collaboration avec les équipes du Dr Carine Tisné
(Université Paris-Descartes, Paris) et du Pr Dr Gerhard Klebe (Phillips-Universitat, Marburg,
Allemagne), les études consacrées aux interactions Trml / ARNt et Tgt / ARNt y sont détaillées en
mettant un accent particulier sur la complémentarité de la MS supramoléculaire avec les techniques
biophysiques utilisées de maniére conventionnelle pour la caractérisation des complexes protéine /
ARN.



1) ETUDE DES INTERACTIONS Trml / ARNt

1.1) Contexte de I'étude

Dans ce premier cas d'étude, nous nous sommes intéressés aux propriétés de reconnaissance de
'ARNt par la protéine m1Asg méthyltransférase (Trml) de la bactérie Thermus thermophilus. Comme
son nom l'indique, cette enzyme est capable de modifier les ARNt par ajout d’un groupement méthyle
sur I'adénosine 58 (figure 1). Cette modification est présente dans prés de 25% des ARNt séquencés
suggérant ainsi un réle important dans la structure / fonction de ces biomolécules.™ En effet, alors que
la croissance de T. thermophilus est optimale entre 48 et 85T, *% il a été montré qu'un mutant de la
bactérie pour lequel le géne trml a été inactivé présente un défaut de croissance a 80C.* Cette

observation suggeére I'importance de la méthylation de 'ARNt, qui comme d’autres modifications de

I'’ARNt, permet de stabiliser la structure de ces biomolécules a haute température.™ *°
NH NH
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N X > N XX + 3
N N
T N N N
Ribose OH SAM on SAH Ribose
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Figure 1 : Réaction de transfert d’un groupement méthyle sur le cycle purine de I'adénosine. SAM : S-adénosyl

méthionine et SAH : S-adénosyl homocystéine.

Dans cette étude menée en collaboration avec I'équipe du Dr Carine Tisné (Université Paris-
Descartes, Paris), la MS supramoléculaire a été sollicitée afin de confirmer I'état d’oligomérisation de
la protéine et de déterminer la stoechiométrie d’'interaction de 'ARNt. Les résultats ainsi obtenus ont
fait I'objet d'un article publié dans Journal of Molecular Biology (cf. page 233) dont un résumé des

principaux résultats figure ci-dessous.
1.2) Résumé de la stratégie mise en ceuvre et des ré  sultats obtenus
1.2.1) Détermination de I'état d’oligomérisation de Trml

La MS supramoléculaire a tout d'abord permis de lever une ambigiité concernant [I'état
d’oligomérisation de Trml (26 kDa). En effet, il a été conclu dans une étude antérieure que la protéine
se présente sous la forme d’'un tétramére bien que la chromatographie d’exclusion stérique ait révélé
une masse apparente de 150 kDa proche de celle d'un pentamére.14 Ainsi, la comparaison de la
masse de Trml mesurée en conditions dénaturantes et non-dénaturantes par MS supramoléculaire a
permis de confirmer de maniere univoque I'existence de la protéine sous forme tétramérique (Mmesurée
= 115450 £ 5 Da et Myesoique = 115453 Da), venant ainsi corroborer les données de cristallographie

obtenues de maniére concomitante.



1.2.2) Stcechiométrie d'interaction de I'ARNt

Dans la mesure ou il n'a pas été possible d'obtenir de cristaux du complexe Trml / ARNt, des
expériences de titrage de Trml par 'ARNt ont été entreprises par MS supramoléculaire. Il a ainsi été
montré que la protéine reste tétramérique en se fixant a TARN t et qu'elle est capable de fixer
jusqu'a deux molécules d’ARNt par tétramere . La spécificité des complexes détectés en phase
gazeuse a par ailleurs été confirmée par deux expériences de contrdle. Premierement, I'utilisation d’un
ARN controle négatif a permis de montrer I'absence de complexes avec Trml, constituant ainsi un
premier élément de réponse concernant la spécificité de reconnaissance de I'ARNt par la

protéine . Deuxiemement, en augmentant la force ionique du tampon, les spectres de masse ont
révélé une dissociation progressive des complexes Trml / ARNt, démontrant que les mesures
réalisées en phase gazeuse refletent bel et bien le comportement du complexe en solution

Finalement, il faut encore noter que la fixation de deux molécules d’ARNt par tétrameére est en accord
avec la structure cristallographique de Trml montrant I'existence de deux sillons positivement chargés

et compatibles d’un point de vue stérique avec la fixation d’'un ARNt par sillon.
1.3) Conclusion de I'étude

Grace a la précision obtenue sur la mesure de la masse moléculaire des complexes protéiques, la MS
supramoléculaire a tout d’abord permis de confirmer I'état d'oligomérisation tétramérique de Trml,
avant de renseigner sur la stoechiométrie d’interaction de I'ARNt a la protéine. La combinaison des
données de MS supramoléculaire et de cristallographie a ainsi permis de fournir des éléments clés
dans la compréhension du mécanisme de méthylation de I'ARNt par Trml, illustrant ainsi la

complémentarité de ces deux techniques pour I'étude de complexes protéine / ARNt.
1.4) Valorisation
Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet ont fait I'objet des communications suivantes :

» Publication : Barraud P, Golinelli-Pimpaneau B, Atmanene C, Sanglier S, Van Dorsselaer A,
Droogmans L, Dardel F, Tisné C. Crystal structure of Thermus thermophilus tRNA m1A58
methyltransferase and biophysical characterization of its interaction with tRNA. Journal of
Molecular Biology, 2008, 377, 535-550.

» Communication par affiche : Atmanene C, Barraud P, Dardel F, Tisné C, Van Dorsselaer A,
Sanglier S. Protein-oligonucleotide complexes characterization using noncovalent MS: study
of the tRNA binding properties of tRNA m1A58 methyltransferase. 56" conference of the

American society of mass spectrometry, 1-5 juin 2008, Denver, CO, USA.

» Communication par affiche : Atmanene C, Barraud P, Dardel F, Tisné C, Van Dorsselaer A,
Sanglier-Cianférani S. Protein-oligonucleotide complexes characterization using noncovalent
mass spectrometry: study of the tRNA binding properties of tRNA m1A58 methyltransferase.

25émes journées francaises de spectrométrie de masse, 8-11 septembre 2008, Grenoble.



2) ETUDE D’INHIBITEURS DE L'INTERACTION ENTRE Tgt ET L’ARNt
2.1) Contexte de I'étude

Les shigelles sont des bactéries responsables de la shigellose ou dysenterie bacillaire, qui est une
infection intestinale provoquant prés d’'un million de morts par an, en particulier dans les pays en voie
de développement ol le manque d’hygiéne favorise la transmission de la maladie.'” Ces bactéries
disposent de facteurs de virulence protéiques accroissant leur pathogénicité. L'expression de ces
facteurs de virulence est controlée par des facteurs de transcription dont le niveau d'expression est
lui-méme dépendant de la disponibilité d’ARNt modifiés.'” En effet, I'inactivation de I'expression de Tgt
(tRNA-guanine transglycosylase), une protéine de 43 kDa impliquée dans la modification de I'’ARNt,
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permet de réduire la virulence des shigelles. Tgt constitue de ce fait une cible thérapeutique

intéressante dans le contexte du traitement contre la shigellose.
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Figure 2 : Réaction d’échange de la guanine 34 de I'ARNt par la 7-aminomethyl-7-deazaguanine (Pre-Q1)

catalysée par Tgt.

Tgt catalyse le remplacement de la guanine 34 de certains ARNt en 7-aminomethyl-7-deazaguanine
(figure 2). Cette enzyme a fait I'objet de nombreuses études visant a développer des molécules
capables d'inhiber son activité et donc de réduire la virulence des shigelles. Dans ce contexte, nous
avons entrepris une étude en collaboration avec I'équipe du Pr Dr Gerhard Klebe (Philipps-Universitat,
Marburg, Allemagne) visant premiérement a confirmer I'état d’oligomérisation de Tgt ainsi que sa
stoeechiométrie d'interaction avec I'’ARNt. Puis, dans un second temps, nous avons souhaité étudier
l'influence sur la structure quaternaire de Tgt de mutations ponctuelles introduites au niveau de
l'interface protéine / protéine de l'oligomére. Finalement, la MS supramoléculaire a également été
mise en ceuvre pour étudier l'influence de différentes molécules inhibitrices sur les interactions entre
Tgt et 'ARNL.

Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet ont fait I'objet d’'un article publié dans Journal of

Molecular Biology (cf. page 167) dont un résumé des principaux résultats figure ci-dessous.



2.2) Résumé de la stratégie mise en ceuvre et des ré  sultats obtenus
2.2.1) Détermination de I'état d’oligomérisation de Tgt

L'état d'oligomérisation de Tgt a été étudié par différentes techniques biophysiques aboutissant a des
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résultats contradictoires allant du monomeére jusqu’a I'lhexamére. Dans cette étude, les résultats de

MS supramoléculaire ont ainsi pu lever I'ambigiité concernant la structure quaternaire de la protéine

2

en montrant la formation quantitative d’un dimére de Tgt fixant un ion Zn " par sous-unité (Mmesurse

= 85613 * 4 Da et Meorique = 85604 Da), corroborant ainsi les résultats de cristallographie.24
2.2.2) Staechiométrie d’interaction de ’ARNt

Des expériences de titrage de Tgt par I'ARNt ont été menées par MS supramoléculaire et ont
démontré la fixation d’'une unique molécule d’ARNt par dimére , et cela méme en présence d'un
exceés d’ARNt. De plus, les spectres de masses ont montré qu’une augmentation de la force ionique
du tampon conduit a la dissociation progressive du complexe (Chapitre |, figure 7), confirmant ainsi
que la détection du complexe en phase gazeuse résulte bien d'une association spécifique en

solution . Ces résultats obtenus avec un ARNt entier viennent ainsi confirmer la structure
cristallographique du dimeére de Tgt en interaction avec une partie de '’ARNt, montrant la fixation d'un

seul fragment d’ARN par dimere.®
2.2.3) Etude d’inhibiteurs de Tgt

La structure quaternaire de la protéine jouant fort probablement un réle dans son activité catalytique,
une stratégie d’inhibition potentielle de Tgt consiste a déstabiliser 'interface de dimérisation de la

protéine, voire a inhiber totalement la formation d u dimere . Pour évaluer l'intérét de cibler
l'interface de dimérisation, des mutants de Tgt ont été produits en modifiant des acides aminés
impligués dans l'interaction protéine / protéine. Des tests d'activité ont alors révélé une baisse
significative de l'activité catalytique de Tgt. De plus, les expériences de MS supramoléculaire ont mis
en évidence une dissociation partielle du dimére en monomére , suggérant ainsi une déstabilisation
de I'édifice protéique. Ces résultats ont ensuite été corroborés par la structure cristallographique de

'un des mutants révélant d'importantes modifications au niveau de l'interface du dimeére.

Compte tenu de ces résultats, nous avons également souhaité étudier certains inhibiteurs ciblant
l'interface du dimére de Tgt. Dans un premier temps, les expériences de MS supramoléculaire ont
montré qu’ils sont tous capables de se fixer a la protéine avec une stcechiométrie de un ligand par
sous-unité protéique, et cela sans pour autant prov  oquer la dissociation du dimére en

monomere . Ensuite, une premiére série d’expériences de compétition a été réalisée en incubant la
protéine avec les inhibiteurs avant de rajouter 'ARNt: les résultats ont ainsi montré que les
inhibiteurs sont capables d’empécher la fixation de la 'ARNt a la protéine . Puis, dans une
seconde série d’expériences de compétition les inhibiteurs ont cette fois-ci été incubés avec le
complexe Tgt / ARNt préalablement formé en solution : les spectres de masse ont ainsi révélé que les

inhibiteurs testés sont également capables de disso cier le complexe Tgt/ ARNt préformé



2.3) Conclusion de I'étude

Les expériences de MS supramoléculaire menées au cours de ce projet ont permis de confirmer I'état
d’oligomérisation dimérique de Tgt ainsi que la for mation d’'un complexe protéine / ARNt de
stoechiométrie 2:1 . D’autre part, en croisant les données de MS supramoléculaire avec celles de
cristallographie et des tests d'activité, il a pu étre montré que la déstabilisation de linterface de
dimérisation de Tgt constitue une stratégie tout a fait prometteuse pour l'inhibition de l'activité
catalytique de I'enzyme . Finalement, les développements méthodologiques réalisés autour du theme
de I'automatisation des expériences sur puce microfluidique ont été mis en application dans ce projet
pour étudier l'influence de différents inhibiteurs de Tgt. Les résultats ont ainsi révélé que ces
inhibiteurs se fixent au dimére de Tgt a raison d'u  ne molécule de ligand par sous-unit¢ . De
plus, les expériences de compétition ont démontré que ces inhibiteurs sont non seulement capables
d’empécher la formation du complexe Tgt / ARNt , mais sont également capables de provoquer
la dissociation de ce complexe préalablement formé en solution . En conclusion, la
complémentarité de la MS supramoléculaire, de la cr istallographie et des tests d’activité a
permis d’apporter des informations particulierement importantes dans le contexte du développement

de nouveaux inhibiteurs de Tgt.

La MS supramoléculaire offre par ailleurs des perspectives intéressantes pour |'étude de la
dynamique d’'échange des sous-unités du dimere de Tg  t. En effet, dans une étude préalablement
réalisée au laboratoire, la cinétique d’échange de la glucosamine-6-phosphate synthase a été suivie
par MS supramoléculaire en utilisant pour cela un dimére « léger » contenant de I'azote 14 et un
dimére «lourd » dopé a l'azote 15.°° La différence de masse ainsi générée a permis de suivre
I'échange des sous-unités dans le temps révélé par la formation d’'un hétérodimeére « lourd / Iéger ».
De maniére intéressante dans cette étude, il a été montré que I'introduction d’'une mutation ponctuelle
ou la fixation de ligands entraine une modification de la cinétique d’échange des sous-unités, reflétant
ainsi les modifications conformationnelles de linterface de dimérisation préalablement mises en
évidence sur la structure cristallographique de la protéine. En mettant a profit les possibilités
d’automatisation des expériences désormais disponibles au laboratoire, une étude cinétique tout a fait
similaire pourrait étre envisagée dans le cas de Tgt afin de comprendre plus en détail encore

l'influence des inhibiteurs sur la dynamique du dimére de Tgt

3) VALORISATION

Les travaux réalisés dans le cadre de ce projet ont fait I'objet d'un article actuellement sous presse

dans Journal of Molecular Biology :

» Publication : Ritschel T, Atmanene C, Reuter K, Van Dorsselaer A, Sanglier-Cianferani S,
Klebe G. An Integrative Approach Combining Noncovalent Mass Spectrometry, Enzyme
Kinetics and X-ray Crystallography to Decipher Tgt Protein-Protein and Protein-RNA
Interaction. Journal of Molecular Biology, 2009, 393, 833-847.
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Methyltransferases from the m'Ass tRNA methyltransferase (Trml) family
catalyze the S-adenosyl-L-methionine-dependent N;-methylation of tRNA
adenosine 58. The crystal structure of Thermus thermophilus Trml, in
complex with S-adenosyl-L-homocysteine, was determined at 1.7 A resolu-
tion. This structure is closely related to that of Mycobacterium tuberculosis
Trml, and their comparison enabled us to enlighten two grooves in the TrmI
structure that are large enough and electrostatically compatible to accom-
modate one tRNA per face of Trml tetramer. We have then conducted a
biophysical study based on electrospray ionization mass spectrometry, site-
directed mutagenesis, and molecular docking. First, we confirmed the
tetrameric oligomerization state of Trml, and we showed that this protein
remains tetrameric upon tRNA binding, with formation of complexes
involving one to two molecules of tRNA per Trml tetramer. Second, three
key residues for the methylation reaction were identified: the universally
conserved D170 and two conserved aromatic residues Y78 and Y194. We
then used molecular docking to position a Ng-methyladenine in the active
site of Trml. The No-methyladenine snugly fits into the catalytic cleft, where
the side chain of D170 acts as a bidentate ligand binding the amino moiety
of S-adenosyl-L-methionine and the exocyclic amino group of the adeno-
sine. Y194 interacts with the No-methyladenine ring, whereas Y78 can
stabilize the sugar ring. From our results, we propose that the conserved
residues that form the catalytic cavity (D170, Y78, and Y194) are essential for
fashioning an optimized shape of the catalytic pocket.

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Functional tRNAs carry a number of chemically

Abbreviations used: Trml, m' Asg tRNA methyltransferase;
m'A, N;-methyladenosine; AdoMet,
S-adenosyl-L-methionine; MTase, methyltransferase;
mycoTrml, Mycobacterium tuberculosis Trml; thTrml, Thermus
thermophilus Trml; AdoHcy, S-adenosyl-L-homocysteine; ESI-
MS, electrospray ionization mass spectrometry; PDB, Protein
Data Bank; AIR, ambiguous interaction restraint.

modified nucleosides that are formed enzymatically
after transcription, during the tRNA maturation
process. To date, >90 different modifications have
been identified in tRNAs from various organisms.1
Among these posttranscriptional nucleoside mod-
ifications, N;-methyladenosine (m'A) is found at a
highly conserved Asg position in the TWC loop of
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many tRNAs in the three domains of life (Bacteria,
Archaea, and Eukarya). This modification occurs
infrequently in bacteria and, for instance, is absent in
Escherichia coli tRNAs. On the contrary, it is common
in the tRNAs of most eukaryotes and archaea, and
this modification seems to be essential for some
organisms. Actually, in the yeast Saccharomyces cere-
visige, mutants that are defective in Ny-methylation
of Asg are nonviable.” Likewise, in Thermus therno-
philus, gene disruption studies have shown that
m' Asg modification is required for the growth of this
bacterium at high temperatures.’

S-Adenosyl-L-methionine (AdoMet)-dependent
methyltransferases (MTases) are involved in a wide
variety of biological processes involving methylation
of nucleic acids, proteins, phospholipids, and small
molecules using the ubiquitous methyl donor Ado-
Met. Recently, two essential genes of S. cerevisiae,
GCD10 and GCD14 (renamed TRM6 and TRM61),
were identified to encode the two types of subunits
of the yeast m'Asg MTase.* The recombinant en-
zyme behaves as an o,p, heterotetramer, with
Trm61p being responsible for AdoMet binding and
presumably for catalysis of the methyl transfer reac-
tion,” whereas both types of subunits are essential
for tRNA binding.” Indeed, the purified recombi-
nant Trm61p subunit, which binds AdoMet, cannot
bind tRNA in vitro in the absence of Trmép.” Inte-
restingly, Trm61p was found to be closely related to
a group of prokaryotic proteins that share not only
the same AdoMet-binding site but also other highly
conserved motifs. Therefore, the corresponding pro-
karyotic proteins were presumed to act as m!Asg
MTases.® This hypothesis was demonstrated experi-
mentally for the bacterial orthologs in T. thermophilus
and Mycobacterium tuberculosis, and for the archaeal
ortholog in Pyrococcus abyssi.>”~° These proteins are
oy homotetramers of Trm61p-like proteins, herein-
after called TrmI (m'Asg tRNA methyltransferase).
Interestingly, orthologs of the Trmé6p protein could
only be found in eukaryotes. It was shown that
Trm6p, despite the absence of the characteristic
MTase motifs, is structurally and evolutionary related
to Trm61p, suggesting that the eukaryotic m'Asg
MTases evolved by gene duplication and speciation
to form a heteromultimeric protein, whereas their
prokaryotic orthologs remained homomultimers.®

Despite the low level of sequence similarity bet-
ween the various families of AdoMet MTases,
most of them contain a structurally highly con-
served catalytic AdoMet-binding domain organized
in a Rossman-like fold (for a review, see Schubert
et al.'%). Only one crystal structure of an Trml has
been reported to date—that of the M. tuberculosis
Rv2118c protein (mycoTrml), in complex with
AdoMet.” Tt shows that the catalytic C-terminal
domain is very similar to that of other AdoMet-
dependent MTases, whereas the N-terminal domain,
which is mainly composed of p-sheets, is not found
in other MTases of known structure.

In the present work, we have first solved the crystal
structure of T. thermophilus Trml (thTrml) at 1.7 A
resolution, in complex with S-adenosyl-L-homocys-

teine (AdoHcy), the product of methyl transfer. We
then focused our attention on the tRNA-binding
properties of thTrml using several biophysical tech-
niques, including electrospray ionization mass spec-
trometry (ESI-MS), site-directed mutagenesis, steady-
state kinetic assays, fluorescence spectroscopy, and
molecular docking. ESI-MS has demonstrated its
particular suitability for the investigation of non-
covalent Complexes.u’13 More particularly, the so-
called noncovalent ESI-MS has been extensively used
to characterize supramolecular assemblies involving
oligonucleotides in interaction with drugs and pro-
teins (for reviews, see Veenstra,'* Beck et al.,'> Hof-
stadler and Griffey,'® and Rusconi et al.'’). As
protein-RNA systems are partly driven by electro-
statics-based interactions that are strongly enhanced
in the gas phase, ESI-MS is well suited for their
characterization.'®!® Indeed, numerous studies of
protein-RNA complexes have revealed a strong
agreement between mass spectrometric gas-phase
measurements and results obtained by solution-
phase techniques.”’** In our work, we used non-
covalent ESI-MS: (i) to unambiguously assess the
oligomerization state of thTrml; (ii) to monitor the
thTrml oligomerization state upon tRNA binding;
and (iii) to determine the stoichiometry of the
thTrmI-tRNA complexes. In addition, a mutagen-
esis study was performed to identify residues that
are potentially crucial for the methylation reaction.
We thus showed that the universally conserved
D170 residue, together with two conserved aromatic
residues Y78 and Y194 that line the catalytic pocket,
is a key residue for the enzymatic catalysis. Actually,
D170A and Y78A variants are severely altered in
their catalytic efficiency. Finally, we have used
molecular docking to position a Ng-methyladenine
in the active site of Trml to further investigate the
possible role of these residues.

Results and Discussion

Structure determination of thTrml

Production and purification of thTrml have been
described by Droogmans et al.” However, the
recombinant Hisg-tagged protein exhibited low
solubility (<0.5 mg/mL), unless high salt concentra-
tions were added (0.2 M imidazole-HCIl and 0.5 M
KCI). This was a serious issue for crystallization
assays, in which precipitating solutions must be
added to concentrated protein. In order to improve
solubility, the N-terminal Hise-tag of thTrml was
cleaved with thrombin. Indeed, after Hiss-tag
removal, thTrml became highly soluble (>10 mg/
mL), even at moderate ionic strengths (150 mM).
This type of behavior has already been reported for
some His-tagged proteins.””> We then carried out
crystallization assays on the complex between
thTrml, AdoHcy, and E. coli tRNAMet. The latter
tRNA was selected because it is devoid of modifica-
tion on Asg and is a substrate of the T. thermophilus
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enzyme (see Steady-State Kinetic Assay). Although
the tRNA was present in all crystallization condi-
tions, crystals only contained the free thTrml protein
in complex with AdoHcy. Table 1 summarizes the
data collection and refinement statistics. The struc-
ture of the thTrml protein was then solved by mole-
cular replacement with the structure of Trml from
M. tuberculoszs Trml [Protem Data Bank (PDB) entry
code 119G’ using PHASER? (Z score=23.7). Actu-
ally, thTrml shares 39% identical and 13% similar
residues with nycoTrml. The model was then refined
to 1.7 A, to a final Reee factor of 20.9% (Table 1). The
last four residues at the N-terminus were too poorly
ordered to be included; therefore, the final model
consisted of 251 residues per monomer. The
asymmetric unit contained a dimer of thTrml. How-
ever, the symmetry-related subunits interact exten-
sively, leading to a tetrameric organization of
thTrml (Fig. 1b).

Overall structure of thTrml

The thTrml monomer is composed of two distinct
domains connected by an extended linker containing
a short a-helix (helix 2; Fig. 1a). The large C-terminal
domain (residues 63-255) adopts a typical class I
MTase fold, which consists of a central seven-
stranded {3-sheet (B1—P¢ and Pg; Fig. 1a) ﬂanked by

a-helices on both sides (axs—ap; Fig. 1a).’° The first
five strands of the PR-sheet (B1—Ps; Fig. la) are
parallel, whereas the last two (B¢—Ps) are antipa-
rallel. The C-terminal domain contains the AdoMet-
binding site and the catalytic pocket. The smaller
N-terminal domain (residues 5-62) is largely a p

Table 1. Data collection and refinement statistics for the
determination of TrmlI structure

Data collection statistics

Wavelength (A) 0.9340
Space group C222,
Unit cell parameters A)
a 90.4406
b 96.7946
c 140.5837

499,190 (71,441)
67,981 (9830)

7.3 (7.3)
48.39-1.70 (1.79-1.70)
100.0 (100.0)
13.6 (2.9)

10.6 (67.6)

Number of measured reflections
Number of unique reflections
Multiplicity

Resolution limits (A)

Data completeness (%)

Mean I/ o(I)

Rmerge

Refinement statistics
Resolution limits (A)
Number of reflections

33.67-1.70 (1.74-1.70)
64,480 (4709)

R-factor (%) 18.0 (24.7)
Reree (%) 20.9 (27.9)
Number of atoms 4311
Protein 3823
Ligands 67
Water molecules 421
Mean B-factors (A?) 15.92
RMSD (bounds) (A) 0.009
RMSD (angles) (°) 1.265

Values in parenthesis are for the outer resolution shell.

structure composed of six B strands (Pa—Pr Fig.
la) and one small a-helix (o).

The thTrml tetramer is organized as a dimer of
tight dimers. Two monomers interact via their ex-
tended B¢ strands, which form a cross-subunit anti-
parallel p-sheet (Fig. 1b, pale and dark blue). This
dimer is further stabilized by ionic interactions be-
tween helices a; and a3 from each subunit (Fig. 1b).
A pair of B¢ strands from each dimer packs on the
related PBg strands of the other dimer to form a
central antiparallel p-sheet structure. The tetramer
interaction is limited to this p-sheet region and
stabilized by both ionic and hydrophobic interac-
tions, mainly a salt bridge between E220 and R224,
and hydrophobic interactions between W226 and
F245, and between H234 and F237 from one dimer to
H242 from the other dimer. The salt bridge and the
hydrophobic interactions between W226 and F245
have been also observed in the mycoTrml structure’
and involve conserved residues.

In the tight dimer found in the asymmetric unit, the
two cofactor-binding sites are occupied by AdoHcy
molecules in identical conformations, similar to that
of AdoMet in the M. tuberculosis Trml structure. The
binding cleft is formed by residues belonging to
conserved motifs, named I, II, III, and IV (Figs. 1c
and d, and 7a).?® The adenine ring of the AdoHcy
moiety is bound by motifs II, III, and IV via water-
mediated hydrogen bonds between the exocyclic
amino group and residues E155 and E173, and
between the N position of the adenine and the
backbone amide of E173 (Fig. 1c). Adenine binding
is also reinforced by hydrophobic contacts between
its aromatic ring and residues L171, V177, K153,
L154, Y124, A126, and A100. The ribose moiety of
AdoHcy is bound by motif II, essentially by
hydrogen bonds involving the 2" and 3’ hydroxyl
groups and residues E125 and H130. The amino-
acid part of the cofactor is mainly bound by motif L.
Interestingly, an aspartate side chain that could be
involved in the methylation reaction, the carbox-
ylate chain of D170 from motif IV, participates in a
direct polar interaction with the ammonium group
of AdoHcy. The GXGXGG pattern of motif I binds to
the amine and the carboxylate through a tight
network of water-mediated hydrogen bonds invol-
ving the backbone (Fig. 1c).

Comparison with mycoTrml structure and tRNA
recognition

Globally, the overall structure of thTrml closely
resembles that of mycoTrml. Superimposition of
T. thermophilus and M. tuberculosis Trml structures
gives a root mean square deviation (RMSD) of
4.47 A for C*, with the largest variation occurring in
the B strands (B¢, B7, and Bg) that protrude out of the
structure. When comparing the active sites more
accurately, that of mycoTrml is narrower by about
1 A than that of thTrml. Moreover, the protruding
R249 in mycoTrml, which makes a supplementary
step at the exit of the pocket that does not exist in
thTrmI as R249, is replaced by a shorter side-chain

- 153 -



Troisieme Partie : Interactions Protéine / ARN

538 Biophysical Characteristics of the Interaction of thTrml with tRNA

(c)

motif IV

Fig. 1. Crystal structure of thTrml. (a) Overall structure of thTrmI monomer. The secondary structure elements are
labeled following the nomenclature defined in Schluckebier et al*?” The cofactor AdoHcy is shown in blue sticks. (b)
Organization of thTrml as a tetramer. Each monomer is drawn with a different color. The two tight dimers are,
respectively, in red and yellow, and in pale and dark blue. The tetramerization interface involved strands B¢ and R7. (c)
The AdoHcy-binding site. The ligand (blue) and the enzyme residues (gray) are shown as sticks. Water molecules are
drawn as blue spheres. Polar contacts are represented with dashed lines. Strictly conserved residues among Trmls are
labeled with bold letters. Characteristic motifs from MTases are highlighted. (d) Density map (2F,—F. at 10) around the
cofactor. The AdoHcy ligand (blue) and the enzyme residues (green) are shown as sticks. Water molecules are represented
as red spheres.

residue (V240). As a consequence, the accessible  the methyl donor less easily accessible in mycoTrml.
surface of Y78 is twice larger in thTrml than that of Overall, in both structures, the adenine should enter
Y84 in mycoTrml. All these features seem to make  deeply in the binding cleft to have access to the
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methyl donor, therefore implicating a major defor-
mation of the phosphodiester backbone around Asg.
It is also highly interesting to compare the electro-
static potentials of their molecular surfaces (Fig. 2).
These calculations uncover that both proteins have
two linked grooves of positive electrostatic poten-
tials indicated by large blue surfaces in Fig. 2 that are
large enough to accommodate double-helical RNA.
The first groove that covers the p-sheet region
forming the tetrameric architecture is less positively
charged in thTrml than in mycoTrml, whereas the
second groove that encompasses the N-terminal
domain of one Trml subunit and that looks like an
open hand is more positively charged in t/Trml than
in mycoTrml. Several residues with basic side chains
are conserved among the Trml protein family,
namely, K13 (R in some sequences), R15 (K), R72,
R127, R217, and R229 (K), together with the his-

A58 binding cleft
(a) groove 1

tidines involved in the formation of the tetramers
H234 and H242. R15 and R217 are only conserved in
bacterial Trml proteins. These grooves have the di-
mensions to accommodate the acceptor arm (groove
1: 25 A large and 45 A long) and the anticodon arm
(groove 2: 25 A large and roughly 30 A long) with-
out steric clashes, enabling us to position the ade-
nosine 58 near the catalytic pocket (manual docking;
data not shown). The gray line in Fig. 2a indicates a
possible position of the helix axis of tRNA. Nu-
merous clashes occur within the T-arm, which un-
doubtedly undergoes huge conformational changes
that probably involve the entire T-arm and not only
a simple flip of the adenosine 58. These changes are
difficult to predict and, for this reason, we could not
pursue this docking. In conclusion, the conservation
of two grooves of positively charged surfaces sup-
ports the idea that TrmI binds tRNA as a tetramer

groove 1

Fig. 2. Electrostatic surface potential of (a) thTrmI and (b) M. tuberculosis Trml. Blue indicates positive charge, and red
indicates negative charge, with the maximum color saturation corresponding to —3 kT (red) and +3 kT (blue). The figure

was prepared using the APBS?” PyMOL plug-in.
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and that two molecules of tRNA can interact simul-
taneously with the Trml tetramer. The fact that, in
eukaryotes, the enzyme has evolved from an oy
homotetramer to an a,3, heterotetramer is compa-
tible with a stoichiometry of two tRNAs per Trml
tetramer, with one tRNA being expected to interact
with an o subsystem.

(a) T
et
27+
26+

4276.97
4441.39

thTrml binds up to two tRNA molecules as a
tetramer

Close inspection of the crystal structures of thTrml
and mycoTrml’ revealed that the tetramers are
formed by two pairs of extensively interacting sub-
units stabilized by relatively small numbers of con-

; . - mass
100 140 180  (kDa)
(b) =
z
T+1tRNA T o
F 5 g
- T
27+ 26+ + =
- o
5202.00 5402.22 i
}L -
2 A mass
140 180  (kDa)
(c) p x 10 \
T+ 1tRNA < <
—r zZ 2
T FT &
™~ (3]
+ +
[
T+ 2tRNA
b = mass
140 180  (kDa)
(d) P x 10 \
< <
E £
T+ 2tRNA = =
L o N
57 + +
. o7+ ' [ [
6128.60 29+
V' 6619.69 o _ mass
¥ 100 140 180  (kDa)

4000 5000 6000

>

7000 m/z

T:115450 £5 Da
* 1 tRNA

T+ 11tRNA : 140347 + 6 Da

T+ 2tRNA : 165455 + 10 Da

Fig. 3. Noncovalent ESI-MS analyses of thTrml and thTrmI-tRNA assemblies. ESI mass spectra obtained under
nondenaturing conditions (200 mM ammonium bicarbonate buffer, pH 8.0; V.=120 V; P;=6.1 mbar) for (a) thTrmI
tetramer (20 pM) alone and in the presence of (b) 30 uM, (c) 100 pM, and (d) 200 uM E. coli tRNAM®t, Insets correspond to
deconvoluted spectra showing molecular weights on the x-scale. T (M, =115,450+5) corresponds to (thTrml)y; T+ 1tRNA
(M,=140,347+6) corresponds to the (thTrml),:(tRNA); complex; and T+2tRNA (M,=165,455+10) corresponds to the

(thTrmI),:(tRNA), complex. *tRNA signals.

- 156 -



Chapitre 11 :

Etude des Interactions Trml / ARNt et Tgt / ARNt

Biophysical Characteristics of the Interaction of thTrml with tRNA 541

tacts between the two dimers. Given the architecture
of Trml, it was of interest to investigate the oligo-
merization state of thTrml alone and upon tRNA
binding, and to determine the binding stoichiometry
of the thTrmI-tRNA complexes. Previously reported
gel filtration experiments have indicated that both
mycoTrmI and thTrml should form a tetramer in
solution.>” However, in the case of thTrml, due to an
inherent limited precision of this technique, it is
difficult to unambiguously state whether the protein
is tetrameric or pentamerlc In this study, we used
ESI-MS, which has been proven to be a valuable
technique for the determination of ohgomerlzatlon
states of noncovalent assemblies,**° to first con-
firm the oligomerization state of thTrml. Figure 3a
presents the ESI mass spectrum obtained for thTrml
under nondenaturing conditions and carefully con-
trolled operating conditions (see Materials and
Methods): a single ion distribution is observed in
the m/z range of 4000-5000. With a measured
molecular weight (M,) of 115,450+5, this distribu-
tion can be assigned to the +23 to +30 charge states
of a thTrml tetramer (theoretical M,=115,453). Thus,
ESI-MS allowed us to unambiguously assess the
tetrameric nature of the protein in agreement with
our crystallographic results.

The tRNA binding stoichiometry was first inves-
tigated by gel retardation assay. As shown in Fig. 4,
the free tRNA band progressively disappears upon
addition of increasing amounts of thTrml, thus evi-
dencing the existence of thTrmI-tRNA interactions.
Moreover, the free tRNA band completely disappears
at 1:2 thTrmI:tRNA ratio, substantiating the forma-
tion of complexes involving two molar equivalents of
thTrmI monomer per tRNA. To further confirm gel
retardation experiments, we also used the potential-
ities of noncovalent ESI-MS to investigate the oligo-
merization state of t/TrmI upon tRNA binding and to
determine the tRNA binding stoichiometry. Titration
experiments, monitored by noncovalent ESI-MS,
mvolvmg a fixed concentratlon of thTrml and in-
creasing amounts of tRNAM® revealed the presence

Met
tRNA ;

Fig. 4. Nondenaturing agarose gel electrophoresis.
Constant amount of E. coli tRNAMet (4 pg) with in-
creasing amounts of thTrml protein (from 0 to 1 molar
equivalent of thTrml tetramer). Bands were visualized by
UV shadowing.

of three ion distributions (Fig. 3b—d). The first one in
the m/z region of 4000-5000, with a molecular mass
of 115,450+5 Da, is related to the thTrml tetramer.
For the second ion distribution in the m/z region
of 5000-5900, the molecular mass of 140,347+6 Da
corresponds to the (thTrml),:(tRNA); complex.
Finally, a third ion distribution within the m/z
range of 5900-6800, with a molecular mass of
165,455+10 Da, refers to the (thTrml),:(tRNA), com-
plex. Even a 10-fold molar excess of tRNA per thTrml
tetramer does not lead to the detection of complexes
with higher tRNA binding stoichiometries. Interest-
ingly, upon an increase in the tRNA concentration
from 1.5 to 10 molar equivalents per thTrml tetramer,
the relative abundances of (thTrml)y:(tRNA); and
(thTrmI)4:(tRNA), complexes statistically increase,
favoring noncooperative tRNA-binding system and
further suggesting the presence of two independent
tRNA-binding sites.’”* The same experiments were
also carried out in the presence of AdoHcy (data not
shown), and no effect either on the binding stoichio-
metry of the complex or on the binding affinity of the
tRNA for thTrml was observed.

As ESI-MS detects species in the gas phase of the
mass spectrometer, control experiments are always
needed to ensure that mass spectra faithfully reflect
the behavior in solution.®® Thus, since electrostatic
interactions are sensitive to the ionic strength of the
medium,**?” experiments were carried out at dif-
ferent ammonium bicarbonate concentrations (Fig.
5). Decreasing the ammonium bicarbonate concen-
tration from 200 mM to 100 mM displaces the equi-
librium towards the formation of (thTrml),:(tRNA),
and (Trml)4:(tRNA), complexes (Fig. 5a and b).
However, the signal intensities were dramatically
lower when 100 mM ammonium bicarbonate was
used rather than 200 mM buffer, mainly because of
protein precipitation. Therefore, no ESI-MS analysis
could be performed at buffer concentrations lower
than 100 mM. While both (thTrml),:(tRNA); and
(thTrml)4:(tRNA), complexes are favored at low
ionic strengths, the use of higher salt concentrations
destabilizes these assemblies (Fig. 5c and d), leading
even to a complete dissociation of thTrmI:tRNA
complexes into thTrml tetramer at 1250 mM ammo-
nium bicarbonate (Fig. 5d). The fact that mass
spectra do reflect expected changes induced by mo-
dification of the solution conditions is further
evidence that allows us to definitely rule out the
possibility that the TrmI-tRNA complexes result
from an artifact of the technique. Moreover, as des-
cribed in other publications,?238 an additional ESI-
MS control experiment was performed in strictly
identical experimental and operating conditions,
with a nonsubstrate RNA as negative control. The
absence of any thTrmI-control RNA complex in ESI
mass spectra even in the presence of a 5-fold molar
excess of control RNA (Fig. 6) indicates that the gas-
phase detection of the TrmI-tRNA complexes arises
from a specific recognition in solution and not from
any gas-phase artifact.

In conclusion, noncovalent ESI-MS results clearly
support that thTrml remains tetrameric upon tRNA
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Fig. 5. Influence of the buffer ionic strength on tiTrmI-tRNA complex stabilities. ESI mass spectra obtained under
nondenaturing conditions (ammonium bicarbonate, pH 8.0; V.=120 V; P;=6.1 mbar) for thTrml tetramer (20 pM) in the
presence of 100 pM E. coli tRNAM®t. Ammonium bicarbonate concentration was set to (a) 100 mM, (b) 200 mM, (c)
400 mM, and (d) 1250 mM. Insets correspond to deconvoluted spectra showing molecular weights on the x-scale. T
corresponds to (thTrml),; T+1tRNA corresponds to the (thTrml),:(tRNA); complex; and T+2tRNA corresponds to the

(thTrmI),:(tRNA), complex. *tRNA signals.

binding and that thTrmlI binds up to two molecules
of tRNA.

The D170A and Y78A variants of thTrml are
severely altered in their catalytic efficiency

Based on multiple sequence alignments of the
Trml family members (Fig. 7a) and on the compar-
ison of the crystallographic structures of Trml from
M. tuberculosis’” and T. thermophilus, we chose to
mutate three conserved residues, D170, Y194, and

Y78, in order to study their involvement in adenosine
binding and/or in catalysis. Figure 7b presents the
thTrml residues that are conserved or semiconserved
in the catalytic pocket, except the conserved residues
that bind to AdoMet, since their role in the catalysis
mechanism is known. Yet, the universally conserved
AdoMet-binding D170 was selected as it forms the
back of the catalytic pocket and may also bind the
adenine 58 ring of the tRNA substrate (Fig. 7b). Y194
and Y78 were mutated because they respectively
form the left side and the floor of the adenosine-
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Fig. 6. Specificity of thTrmI-tRNA complexes formation. ESI mass spectra obtained under nondenaturing conditions
(200 mM ammonium bicarbonate buffer, pH 8.0; V.=120 V; P;=6.1 mbar) for thTrml tetramer (20 uM) in the presence of
(a) 100 uM E. coli tRNAM®* and (b) 100 pM nonsubstrate control RNA. Insets correspond to deconvoluted spectra showing
molecular weights on the x-scale. T corresponds to (thTrml); T+ 1tRNA corresponds to the (thTrml)4:(tRNA); complex;
and T+2tRNA corresponds to the (thTrmI),:(tRNA), complex. *RNA signal.

binding pocket in the 3D structure (Fig. 7b) and are
conserved as aromatic residues among Trmls, be-
longing, respectively, to motifs V and X (Fig. 7a).
Therefore, these aromatic residues could be involved
in the stabilization of the target adenine that needs to
be flipped out of the tRNA structure to be methy-
lated. P196, which is involved in making the shape of
the catalytic cavity, was not selected for mutation
because, in M. tuberculosis, it is naturally replaced by
an alanine. Therefore, we individually mutated Y78,
D170, and Y194 to alanines. We expressed and puri-
fied the variant proteins as described in Materials and
Methods. We then determined the kinetic and RNA-
binding parameters for wild-type and variant pro-
teins (Table 2).

First, we investigated whether the mutations
altered tRNA binding by the enzyme. Interaction
with tRNA induces a quenching of the intrinsic
tryptophan fluorescence of the protein by about 40%.
We therefore used fluorimetric titrations to deter-
mine the apparent dissociation constant between
thTrml variants and tRNAM® (Table 2). All mutants
showed quite unchanged dissociation constants (K4
of about 15+3 nM), thereby indicating that they
retained a native folding and similar RNA-binding
abilities compared to the wild-type enzyme. We then
analyzed their catalytic properties by determining
their kinetic parameters k.,; and Ky, for both AdoMet
and tRNA substrates. The overall results are sum-
marized in Table 2. Interestingly, all mutants retain

some catalytic activity, but are altered to various
extents, essentially in their catalytic turnover k... The
D170A mutant retains some activity, but its k., value
is severely reduced by a factor of about 300. D170A
also shows an increased Ky, for AdoMet substrate, in
agreement with the crystal structure. It seems,
therefore, to be the most important residue for the
catalysis of the reaction. The Y78A mutant leads to a
roughly 20-fold decrease in the catalytic turnover
constant. Its binding constant for the methyl donor is
unchanged compared to the wild-type protein. The
Y194A mutant shows a smaller decrease in k., by a
factor of 3 (Table 2). The Ky; value for AdoMet is
increased, suggesting that this residue is involved in
cofactor binding. Yet, in the crystal structure, it is not
involved in a direct interaction with AdoHcy, in
contrast to D170. The mutation of Y194 to an alanine
probably slightly destabilizes the catalytic pocket or
indirectly weakens AdoMet binding. In conclusion,
D170A is the variant that is most largely altered in its
catalytic efficiency, followed by Y78A and then
Y194A. Therefore, D170, Y78, and Y194 are key
residues in the catalytic mechanism.

The substrate adenine snugly fits into the active
site pocket of thTrml

To investigate the positioning of the target A58
into the catalytic pocket of T. thermophilus and
M. tuberculosis Trml, we decided to locate a No-
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Fig. 7. Sequence alignments of Trml proteins and conserved residues in thTrml catalytic pocket. (a) Part of the

sequence alignment of T. thermophilus, M. tuberculosis, P.

abyssi, Mus musculus, Homo sapiens, and S. cerevisiae Trmls.

Residue numbers are those of the T. thermophilus sequence. Highly conserved residues are shown against a dark blue
background, and residues with a similar physicochemical character are shown against a pale blue background. The
secondary structure of the thTrmlI is shown below the sequences as arrows for  strands and as cylinder for a-helices. The
names of the secondary structure elements refer to Fig. 1a. The sequence motifs typical of the AdoMet-dependent MTase
family are also indicated. Residues marked with a star (%) (i.e., Y78, D170, and Y194) are involved in the catalytic pocket
formation and are studied by mutagenesis in the present work. Residues marked with a circle (O) (i.e., W175 and F245) are
conserved aromatic residues in motifs IV and VIII, belonging to the catalytic pocket in m®A DNA MTases. (b) Conserved
and semiconserved residues around the catalytic pocket of thTrml. The strictly conserved residues among the TrmlI family
are shown as sticks on the T. thermophilus structure, except the conserved residues that bind AdoMet. AdoMet was
modeled from AdoHcy by adding a methyl group on the sulfur atom; the methyl is positioned by sulfonium chirality.

Y78, Y194, and D170 are indicated as red sticks.

methyladenine in the catalytic pocket of these
proteins by molecular docking. We docked a Noy-
methyladenine and not an adenosine or an AMP
molecule, since it is impossible to predict the con-
formation of the sugar of this flipped-out nucleotide.
Moreover, Y78, which makes the exit of the catalytic
pocket and which may interact with the ribose of the

adenosine 58, can also flip to prevent steric clashes
with the A58 ribose. As the molecules of AdoHcy
present in the active sites of thTrml have identical
conformations to the AdoMet cofactor present in
mycoTrml, we modeled an AdoMet molecule in the
catalytic pocket of thTrml by superimposing the
AdoMet from mycoTrmlI with the AdoHcy in thTrml.
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Table 2. Kinetic and thermodynamic parameters of wild-type and mutant TrmlI enzymes

AdoMet tRNAMet )
Relative
Mutants keat (571 %1077 Ky (1M) kear (571 %107%) Ky (nM) K4 (nM) Keat
Wild type 37 (30-44) 2.1 (1.4-3.0) 36 (28-45) 2.7 (1.7-4.8) 13 (5-24) 100.0
Y194A 6 (5-11) 5.7 (3.9-8.7) 10 (9-13) 2.2 (1.9-3.3) 18 (10-37) 27.4
Y78A 14 (1.1-1.7) 1.9 (1.2-2.7) 1.6 (1.5-1.8) 0.16 (0.11-0.23) 16 (7-33) 41
D170A 0.13 (0.11-0.14) 5.4 (3.7-8.0) 0.11 (0.10-0.12) 0.17 (0.07-0.39) 14 (6-25) 0.3

The parameters are indicated with a confidence interval of 90%.

We used the program HADDOCK,** which can take
into account mutagenesis results by introducing
data as ambiguous interaction restraints (AIRs) to
drive the docking process. An AIR is defined as an
ambiguous distance between all residues shown to
be involved in the interaction. Ambiguous inter-
molecular distance restraints were applied between
D170, Y194, Y78, and the AdoMet cofactor, on one
hand, and the Ng-methyladenine, on the other hand.
A distance restraint between the N; atom of No-
methyladenine and the methyl of AdoMet was also
added. The model resulting from the docking with
thTrml is presented in Fig. 8a and shows that the No-
methyladenine fits snugly into the cavity where
methylation takes place. The same result was
obtained for mycoTrml (data not shown). Moreover,
the methyl group introduced to substitute the ribose
points above Y78 (Fig. 8b), enabling us to add a

ribose without steric hindrance. Therefore, Y78 is
likely to strongly interact with the ribose of the
adenosine 58, probably participating in the stabili-
zation of the flipped-out conformation. The distance
between the Ng-methyladenine N; and the AdoMet
methyl group is 2.3 A. This corresponds to a 4.1-A
distance between the No-methyladenine N; and the
AdoMet sulfur atom. This is in keeping with
distances observed in cocrystal structures of other
endocyclic purine N-MTases (distances between
3.6 A'and 4.5 A).* The docked model of the No-
methyladenine ring suggests a binding mode invol-
ving essentially van der Waals interactions with
Y194, and a polar contact between the exocyclic
amino group of the purine and the carboxylate of
D170 (Fig. 8b). Therefore, the side chain of D170
could act as a bidentate ligand binding the amino
terminal moiety of AdoMet and the Ng exocyclic

(b)

Fig. 8. Modeling a Ng-methyladenine in the catalytic pocket of thTrml. (a) Average docked structure of the
No-methyladenine ring inside the catalytic pocket of thTrml. The enzyme surface is colored according to the electrostatic
surface potential. Positive potential is shown in blue, and negative potential is shown in red. The AdoMet ligand and the
docked Ng-methyladenine ring are shown as sticks (carbon atoms in light blue, nitrogen atoms in dark blue, oxygen atoms
in red, sulfur atoms in yellow, and hydrogen atoms in white). The van der Waals surface of the No-methyladenine ring is
shown as white dots. (b) Distances between the average structure of the docked Ng-methyladenine ring and the key
moiety of the enzyme. The enzyme is shown in gray with the cartoon representation. The AdoMet ligand, the docked
Ng-rpethyladerﬁne ring, and residues D170, Y78, and Y194 are shown as sticks. Distances are indicated with dashed lines

(in A).
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amino group of the adenine ring substrate. Thus, the
sulfur-methyl bond of AdoMet is almost coplanar
with the Ng-methyladenine ring and points to the
same direction as the N; lone-pair orbital, which can
be of significant importance for the chemical mechan-
ism. We thus propose that D170 could minimize the
transition state energy by positioning both the
AdoMet and the target base in an optimal orientation
for the methylation reaction. D170 could also
deprotonate the Ng group to activate the Ny lone-
pair orbital in order to attack the methyl group of
AdoMet and to generate the exocyclic imino tauto-
mer of m'A as the initial product. The nucleophilic
attack leads to the m'A basic form, which has to be
subsequently protonated to give the m'A cationic
form that is stable at physiological pH (pK,=9.3).*!
As the deprotonation of Ng of m'A is easier than the
deprotonation of Ng of the nonmethylated adenine
ring (pK,= 16.7),** it seems more reasonable that the
deprotonation and the nucleophilic attack occur in
the same elementary step. The model perfectly
situates D170 to serve that role, which is most
definitely consistent with the kinetic results.

The chemical mechanism of the adenine Nj-
methylation of RNA has not yet been investigated,
in contrast to the N;-methylation of guanine.* In the
case of m'G RNA MTase (TrmD),* an aspartate
residue was shown to be involved in the deprotona-
tion step of Ny of guanine. The two processes are
likely to be different, as, under physiological con-
ditions, the N; of guanine is protonated but that of
adenine is not. DNA MTases have been extensively
studied, but the m'A modification is not encoun-
tered in DNA. The methylation of the N position of
adenine has been investigated in DNA (for structural
studies, see Labahn et al.,** Tran et al.,*> and Goe-
decke et al.*®) and, more recently, in rRNA. 4748
Interestingly, the main catalytic residue in m°®A RNA
or DNA MTases has been clearly identified by muta-
genesis studies to be the D/N/S residue of the con-
served pattern (D/N/S)PP(Y/F/W), which belongs
to MTase motif IV (for reviews on DNA MTases, see
Bheemanaik et al.4° and Jeltsch®®). In known struc-
tures of m®A DNA MTases (e.g., MeTuagl; PDB code
2ADM) or m°A RNA MTases (ErmC’; PDB code
1QAN) in complex with cofactor (AdoMet or
AdoHcy), the position of the D/N/S residue of
motif IV relative to the cofactor is closely similar to
that of D170 residue in the thTrml crystal structure.
Additionally, two other residues have been identi-
fied to be important in the catalysis in m°A DNA
MTases. These residues are aromatic and stabilize
the flipped-out target base and/or act as cation—m
catalysts. The first one is the aromatic Y/F/W resi-
due of motif IV, which is proposed to stabilize the
cationic transition state by cation—-m interaction.”">>
The second one is the aromatic residue Y/F/W of
motif VIII, which stabilizes the flipped base outside
the DNA helix.’’** These aromatic residues are
conserved in motifs IV and VII in m'A tRNA
MTases (Fig. 7a, symbol O), but they are not part of
the catalytic pocket in the Trml structure. Strikingly,
two other aromatic residues (i.e., Y78 and Y194) are

located in the active site cavity of thTrml (Fig. 7b) at
relative positions with respect to the AdoMet co-
factor, similar to those of the aromatic residues listed
above for DNA MTases. These residues are also
conserved as aromatic residues among Trmls and
belong, respectively, to motifs X and V (Fig. 7a). The
noticeable structural similarity between the catalytic
pocket of m' A tRNA MTases and the catalytic pocket
of m°A DNA MTases suggests a similar role in
catalysis for these residues. Y78 is thus the most
probable candidate for the stabilization of the
flipped-out adenosine given its position in the
catalytic pocket and the dramatic decrease in k., of
the Y78 A mutant. Then, Y194 could act as a cation—m
catalyst to stabilize a cationic transition state. These
roles are also in agreement with our docking results.

Materials and Methods

Expression and purification of thTrml for structural
studies

Recombinant thTrml protein (255 residues) was
overexpressed and purified as previously described.’?
The N-terminal Hise-tag was removed by thrombin cleavage
(25 U thrombin/mg protein) performed overnight at
ambient temperature. The thTrml protein was then further
purified by gel filtration on a HiLoad 26/60 Superdex 200
prepgrade chromatography column (Amersham Bios-
ciences) equilibrated in 50 mM Tris—-HCI buffer (pH 8.0)
and 100 mM KCI. Fractions containing pure recombinant
protein were pooled, concentrated to 8-10 mg/mL using
Amicon® Ultra (Millipore), and stored at 4 °C.

Crystallization and crystal structure determination

Crystallization was performed at 19 °C using the sitting-
drop vapor-diffusion method. Protein samples were
prepared at 3 mg/mL in 50 mM Tris—-HCl buffer
(pH 8.0) containing 100 mM KCl, 2 mM AdoHcy, and
1 Eq of tRNAM®". Drops of 1 uL were prepared by using a
Cybi-Disk robot system that mixes equal volumes of
protein and reservoir solutions. Reservoir volumes of
100 pL were used. Crystals of thTrml were obtained in
2 M ammonium sulfate and 5% isopropanol (vol/vol)
(condition no. 5 of the Hampton Research Crystal Screen II
kit). The crystals were harvested, soaked in a cryoprotec-
tant solution [2.2 M ammonium sulfate, isopropanol
5% (vol/vol), and glycerol 20% (vol/vol)], and flash-
frozen in liquid nitrogen before data collection. Diffraction
data were collected at beamline ID14-1 of the European
Synchrotron Radiation Facility (Grenoble, France).

All crystallographic calculations were performed using
the CCP4 suite version 6> as implemented in the
graphical user interface.”* X-ray diffraction data were
processed using MOSFLM™ and scaled with SCALA.*®
The structure of thTrml was solved by molecular replace-
ment using the program PHASER® and the structure of
Trml from M. tuberculosis (PDB entry code 1I9G) as a
model. In the model, nonconserved residues were
truncated to alanine. Model building of thTrml was first
performed with ARP/wARP” using the warpNtrace
automated procedure. Restrained refinements of the
structure were performed with the program REFMAC5.%®
Model and map visualizations for manual reconstruction
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were performed with the program Coot.” Solvent mole-
cules were automatically added using the ARP waters
module implemented in REFMACS. In the last stages of
refinement, TLS parameters were refined®® using one
group for each domain of the protein (i.e., the large
C-terminal domain and the small N-terminal domain).

We computed the electrostatic surface potential using
APBS Tools—an interface for performing APBS electro-
statics calculation® from within PyMOL.

Expression and purification of tRNAMe!

The E. coli tRNAM® was overexpressed from plasmid
PBSTRNAM in E. coli JM101TR using a protocol derived
from that of Meinnel and Blanquet.61 Briefly, after phenol
extraction of RNAs from bacteria, total tRNA was
separated by gel filtration on a HiLoad 26/60 Superdex
75 prepgrade chromatography column (Amersham Bio-
sciences) equilibrated in 25 mM Tris-HCl (pH 7.0). The
overexpressed tRNAM was then separated from other
tRNAs by an anion exchange step (Resource Q column)
equilibrated in 25 mM Tris-HCI (pH 7.0). tRNAs were
eluted using a 350-mM to 550-mM NaCl gradient in
the same buffer. The fractions containing the purified
tRNAMet were pooled together, dialyzed against 50 mM
Tris—-HCI and 100 mM KClI (pH 8.0), concentrated using
Amicon® Ultra (Millipore), and stored at —20 °C.

ESI-MS

Noncovalent mass spectrometry experiments were
performed on an electrospray time-of-flight mass spectro-
meter (LCT; Waters). Samples were continuously infused
into the mass spectrometer with a syringe pump (Harvard
Apparatus) at a flow rate of 6 ul/min. Mass spectra were
acquired in the positive ion mode in the #/z mass range of
2000-8000 after calibration with the multiply charged ions
produced by horse heart myoglobin diluted to 2 pM in a
1:1 water/acetonitrile mixture (vol/vol) acidified with 1%
(vol/vol) formic acid. Deconvoluted mass spectra were
obtained using the Transform algorithm of MassLynx 4.0
software. Instrumental parameters were optimized to get
the best compromise between ion desolvation, ion
transmission, and preservation of noncovalent complexes
during the ionization and desorption processes. This opti-
mization concerned especially the pressure in the interface
(P;) and the accelerating voltage (V.), which were set to
6.1 mbar and 120 V, respectively.

The purity and homogeneity of thiTrml were checked in
denaturing conditions by diluting the protein to 5 pM in a
1:1 water/acetonitrile mixture acidified with 1% (vol/vol)
formic acid. A good agreement was found between the
measured molecular mass (28,863.0+0.3 Da) and the mass
calculated from the amino acid sequence (28,863.3 Da).
For experiments performed in nondenaturing conditions,
different ammonium bicarbonate concentrations ranging
from 100 mM to 1250 mM were tested. A concentration of
200 mM ammonium bicarbonate was chosen as the best
compromise to provide good-quality ESI mass spectra
without extensive dissociation of thTrmI:tRNA complexes
(which takes place at high ionic strengths) or protein
aggregation (occurring at low ionic strengths). Thus, this
buffer concentration was used to study both thTrml
oligomerization state and its tRNA-binding properties.
All experiments were carried out at 20 pM thTrml (tetramer

http: //www.pymol.org

concentration), whereas E. coli tRNAM®® concentration
(molecular weight M, =24,888) was increased up to 200 uM
for titration experiments. To study the influence of
AdoHcy on the thTrmI-tRNA complexation equilibrium,
thTrmI and AdoHcy, both at 20 uM (tetramer concentra-
tion), were incubated in the ammonium bicarbonate buffer
in the presence or in the absence of tRNA (30 uM). Finally, a
nonsubstrate control RNA of 59 nucleotides (M,=19,255)
was also used in a 5-fold molar excess relative to the thTrml
tetramer concentration in order to investigate the specifi-
city of the thTrmI-tRNA interactions. All solutions were
incubated for 15 min at room temperature before analysis
under nondenaturing conditions.

Nondenaturing agarose gel electrophoresis

Samples were prepared by mixing a constant amount of
E. coli tRNAMet (4 ng) with increasing amounts of thTrml
protein (from 0 to 1 molar equivalent of thTrml tetramer)
in loading buffer [Tris-HCI (pH 8.0), 50 mM, KCI 100 mM,
and glycerol 18% (vol/vol)]. Samples were kept at 4 °C for
12 h and loaded on a 2% (wt/vol) agarose gel. Migration
was performed for 1 h in Tris-acetate buffer (pH 8.0) at
4 °C under an electric field of 100 V. Bands were visualized
by UV shadowing.

Site-directed mutagenesis

Alanine site-directed mutagenesis was carried out using
the Quickchange® kit and protocol (Stratagene). All oligo-
nucleotides for mutagenesis were designed to have
appropriate pairing stability (fusion temperature near
80 °C) and were between 27 nt and 32 nt long. All mutant
genes were fully sequenced and contained only the
desired substitutions.

Expression and purification of wild-type and mutant
thTrml proteins for kinetic studies

The wild-type and mutant proteins were overexpressed
and purified as for structural studies, except that the
thrombin cleavage was omitted. Protein concentrations
were evaluated with the Bradford method. The proteins
were then diluted in 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) to a final
concentration of 0.25 mg/mL and stored at 4 °C.

Fluorescence titrations of thTrml by tRNAMe!

Fluorescence measurements were performed at 20 °C
with a JASCO spectrofluorimeter. Excitation and emission
wavelengths were 280 nm and 343 nm, respectively. The
excitation and emission bandwidths were 5 nm and
10 nm, respectively.

Fluorescence titration experiments were performed by
adding increasing concentrations of nucleic acid to a fixed
amount of thTrml protein (15 nM) in 50 mM Tris-HCI,
200 mM KCl, and 0.5% (wt/vol) polyethylene glycol 8000
(pH 8.0). Fluorescence intensities were corrected for
dilution and were fitted using Eq. (1), assuming two
equivalent tRNA-binding sites per thTrml tetramer (see
Fig. 3):

Iy — I,
2nN;

I=1I— (Kd + L¢ + nN; — \/ (Kq + L¢ + nNy)? — 4LtnNt>

M
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where Ij is the fluorescence intensity without tRNA; I is
the fluorescence intensity at a given concentration of
tRNA; Ig is the fluorescence intensity at the plateau; n is
the number of tRNA-binding sites on the protein; N, is the
total concentration of protein; and L is the total con-
centration of tRNA. Confidence limits on the parameters
were estimated by Monte Carlo sampling.®®

Steady-state kinetic assay

[Methyl->’H]AdoMet (555 GBq/mmol, 20.5 MBq/mL;
MP Biomedicals) was mixed with nonradioactive AdoMet
(Sigma) to achieve a specific radioactivity of about
500 cpm/pmol (16.7 Bq/pmol). The methylation kinetic
assays were performed in 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) at
60 °C. The tRNA and [methyl->’H]AdoMet were thermally
equilibrated in 1.25x concentrated reaction buffer (96 uL)
at 60 °C for 5 min, and the reaction was started by adding
the enzyme (24 pL). Aliquots (25 uL) were removed after
different incubation times and transferred into 800 pL of
5% (wt/vol) trichloroacetic acid at 0 °C for 30 min in order
to quench the reaction and to precipitate the tRNA. The
precipitates were collected by filtration through GF/C
filters (Whatman). The filters were washed with cold 5%
trichloroacetic acid and dried, and the radioactivity was
measured by liquid scintillation counting for 2 min,
resulting in a counting error below 4%. Data were
corrected by subtracting the background radioactivity
determined from a control without enzyme.

For the determination of AdoMet Ky; and k.. the
reaction mixtures contained MTase (wild type, 25 nM;
Y194A, 50 nM; Y78A, 100 nM; D170A, 500 nM), tRNAM<
(20 uM), and [PH]AdoMet (wild type, 0.5-8 uM; Y194A,
0.5-8 uM; Y78A, 0.5-8 uM; D170A, 5-50 uM). For tRNAM®!
Ky and k., the reaction mixtures contained MTase (wild
type, 25 nM; Y194A, 50 nM; Y78A, 100 nM; D170A,
500 nM), tRNAM®! (wild type, 0.5-8 pM; Y194A, 0.5-8 uM;
Y78A, 0.25-4 uM; D170A, 0.5-8 uM), and [?PH]AdoMet
(wild type, 20 pM; Y194A, 50 uM; Y78A, 20 uM; D170A,
50 pM). Initial rates (v;) for each substrate concentration
(tRNAMet) were determined from the slope of linear fits of
time-course data points (wild type, 9 min; Y194A, 20 min;
Y78A, 40 min; D170A, 40 min). Enzyme parameters were
obtained by nonlinear least squares fitting using Eq. (2) of
Michaelis-Menten kinetics (wild-type and mutant Y194A)
or Eq. (3) in cases where enzyme concentration was not
negligible compared to substrate concentration (mutants
Y78A and D170A). k... values were calculated for two
catalytic sites per Trml tetramer. Confidence limits on the
parameters were estimated by Monte Carlo sampling
using the MC-Fit program:**

VmaxSO
= 2
v Km + So @)
Vmax
o= (KM + Sy + Ep — \/(KM + S0+ Eo)* — 450150)

3)

Molecular docking

Docking of the No-methyladenine ring into the active
site of Trml was performed using HADDOCK 1.33,%

{http: / www.nmr.chem.uu.nl/haddock/

which makes use of CNS®® as structure calculation soft-
ware. HADDOCK allows dealing with ambiguous con-
straints (i.e., restraints can be applied between residues
and not only between atoms). The protein structure used
for the docking was the tetrameric thTrml crystal structure
in which the AdoHcy ligand was replaced with the
AdoMet methyl donor. A 2-A distance was used to define
AlRs that were applied between the adenine and a set of
neighbors composed of AdoMet cofactor and thTrml
residues identified by mutagenesis (i.e., Y78, D170, and
Y194). One unambiguous restraint set to 2 A was applied
between the atoms that react in the methyl transfer
reaction (i.e., the N; position of the No-methyladenine
ring and the C* atom of the AdoMet ligand). During the
rigid-body energy minimization, 2000 structures were
calculated, and the 1000 best solutions based on the inter-
molecular energy were used for the semiflexible refine-
ment. The docking converged to a single solution. The
same protocol was also applied to the M. tuberculosis Trml.

Accession humbers

Coordinates and structure factors for thTrml protein, in
complex with AdoHcy, have been deposited at the PDB
with accession code 2PWY.
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The tRNA-modifying enzyme tRNA-guanine transglycosylase (Tgt) is a
putative target for new selective antibiotics against Shigella bacteria. The
formation of a Tgt homodimer was suggested on the basis of several crystal
structures of Tgt in complex with RNA. In the present study, noncovalent
mass spectrometry was used (i) to confirm the dimeric oligomerization state
of Tgt in solution and (ii) to evidence the binding stoichiometry of the
complex formed between Tgt and its full-length substrate tRNA. To further
investigate the importance of Tgt protein-protein interaction, point muta-
tions were introduced into the dimer interface in order to study their
influence on the formation of the catalytically active complex. Enzyme
kinetics revealed a reduced catalytic activity of these mutated variants,
which could be related to a destabilization of the dimer formation as
evidenced by both noncovalent mass spectrometry and X-ray crystallo-
graphy. Finally, the effect of inhibitor binding was investigated by non-
covalent mass spectrometry, thus providing the binding stoichiometries of
Tgt:inhibitor complexes and showing competitive interactions in the pre-
sence of tRNA. Inhibitors that display an influence on the formation of the
dimer interface in the crystal structure are promising candidates to alter the
protein-protein interaction, which could provide a new way to inhibit Tgt.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: protein-RNA interaction; protein-protein interaction; noncovalent

Edited by R. Huber mass spectrometry; X-ray crystallography; tRNA modification

genicity of Shigella ssp.” Bacterial Tgt is involved in
the biosynthesis of the hypermodified tRNA nucleo-
side queuosine (Q) by catalyzing the replacement of

Introduction

Shigella ssp. is the causative agent of bacillary

dysentery, an acute inflammatory disease of the colon
characterized by bloody, mucopurulent stools.'
Although Shigellosis occurs worldwide, the vast
majority of cases are in developing countries, where
this disease causes the death of more than one million
humans (mainly infants) each year.” A null-mutation
in the tgt gene encoding the tRNA-modifying
enzyme tRNA-guanine transglycosylase (Tgt, EC
2.42.29) was found to drastically decrease patho-

*Corresponding author. E-mail address:
klebe@mailer.uni-marburg.de.

+ Contributed equally to this work.

Abbreviation used: ESI-MS, electrospray ionization-
mass spectrometry.

the genetically encoded guanine at position 34 (the
wobble position) of tRNAsAsP Asn, His, Tyr hy preQQ,
(Fig. 1). This premodified base is produced from
guanosine triphosphate by means of the queC, queD,
queE and queF gene products.*"* The base exchange
follows a ping pong reaction mechanism (Fig. 2). 1516
It was shown that a functional Tgt is prerequi-
site for efficient translation of virF-mRNA encoding
the furthest upstream positive transcriptional re-
gulator of Shigella pathogenicity genes. Pro-
bably, the presence of Q at the wobble position of
tRNAg"sPr Asn His T g critical for smooth decoding
of this particular mRNA. Recently, however, Hurt et
al. suggested that the loss of Shigella pathogenicity
due to inactivation of the fgt gene may have a
different explanation.'” I vitro, Tgt is able to recog-

0022-2836/% - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Fig. 1. Queuine modification pathway in bacteria. After insertion of preQ; into tRNA, it is further converted to the
base Q by S-adenosylmethionine:tRNA ribosyltransferase-isomerase (QueA) and a putative coenzyme Bj,-dependent
enzyme, still to be identified. In many bacteria, Q experiences a further modification catalyzed by the yadB gene
product, which attaches a glutamyl residue to one of the hydroxyl groups of the cyclopentenediol moiety of Q. The
figures were prepared using Isis Draw and Pymol (http://pymol.sourceforge.net/).

nize virF-mRNA as a substrate and to replace the
guanine at position 421 of this mRNA by preQ;.
Similar to guanine 34 in tRNAs constituting Tgt
substrates, guanine 421 of virF-mRNA is present in
the loop region of a stem-loop structure and is
flanked by a U nucleotide on either side. Never-
theless, whether the modification of virF-mRNA
with preQ; takes place in vivo and has a regulatory
role reminiscent of mRNA riboswitches, remains to
be elucidated. In any case, the fact that full pathoge-
nicity of Shigella ssp. depends on Tgt activity renders
this enzyme a promising target for the development
of drugs against Shigellosis.

Several small molecule inhibitors of Tgt have been
designed and 1dent1f1ed with affinities in the low
nanomolar range.'®?* Their design was based on the
crystal structure of Tgt from Zymomonas mobilis,
whose active center is virtually identical with that of
the Shigella enzyme, differing only by a conservative
Phe to Tyr exchange proven to be irrelevant for
ligand binding.*

Various attempts to find the quarternary structure
of bacterial Tgt yielded contradictory results, and the
subunit composition of this enzyme has long been a
matter of debate. Okada and Nishimura, who were
the first to isolate Tgt from Escherichia coli to
homogeneity, deduced from size-exclusion chroma-
tography an apparent molecular mass of 58 kDa.”**
In view of the calculated molecular mass of 42.5 kDa,
this is most consistent with a monomeric state in
solution. In contrast, the migration behavior of
recombinant E. coli Tgt in native PAGE suggests a

pentameric or even hexameric state, although the
results of SDS-PAGE of this enzyme crosslinked with
bisimidoesters render the formation of a trimer
likely.”® In a subsequent work, it was shown that
size-exclusion chromatography done with recombi-
nant E. coli Tgt does not yield unambiguous results.>
Instead, the apparent molecular mass deduced from
each run depends on the concentration of the en-
zyme loaded on the column and at chromatography
with high concentrations asymptotically reaches a
value of ~140 kDa (corresponding to a trimer). In
contrast, the apparent molecular mass of the recom-
binant orthologous enzyme from Z. mobilis deduced
from size-exclusion chromatography constantly
amounts to ~55 kDa independent of the concentra-
tion applied.

Ultimately, the crystal structures of Z. mobilis Tgt
in its apo-form and with bound preQ;, displayed a
homodimer with an interface producing a buried
surface area of 1667 A%.***> The identical dimer
interface was observed in the crystal structure of
Z. mobilis Tgt bound to a substrate tRNA anticodon
stem-loop, even though the corresponding crystal
belonged to a completely different space group than
crystals of apo- or preQ;-containing- Tgt.” As the
active sites of both subunits are in close vicinity and
are present on the same face of the dimer (Fig. 3a),
binding of two anticodon stem-loops would be
sterically hindered. Accordingly, only one RNA
molecule is bound per Tgt dimer (Fig. 3b) occupy-
ing the binding site of one Tgt subunit (referred to
here as A), while leaving empty the active site of the
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Fig. 2. The assumed mechanism of the base exchange reaction in bacterial Tgt. (a and b) After tRNA substrate binding,
the glycosidic bond of guanine 34 is cleaved via nucleophilic attack by the Asp280 carboxylate producing a covalent Tgt:
tRNA complex. (c and d) PreQ; replaces guanine and is incorporated into tRNA in a reverse reaction step. The base
replacement induces a Leu231/Ala232 peptide bond flip. While N7 of bound guanine contacts the main chain amide of
Ala232 via a water molecule (W1), the main chain carbonyl of Leu231 is required to H bond the exocyclic amino methyl
group of preQ;. Both peptide conformations are stabilized by the side chain carboxyl of the strictly conserved Glu235.
Depending on its protonation state, it either accepts or donates an H bond to the backward-oriented carbonyl oxygen of

Leu231 or main chain amide of Ala232.

second subunit (referred to here as B). Nevertheless,
subunit B interacts with the anticodon stem—loop of
the bound substrate RNA via Arg77 which forms a
hydrogen bond with the phosphate group of Cyt27
(Fig. 3d). Superimposing full-length tRNA onto the
Tgt-bound anticodon stem-loop (Fig. 3c) shows that
the positively charged residues Lys125 and Argl32
of subunit B are well positioned to form a salt bridge
to the phosphate groups of nucleotides 11 and 12
within the dihydrouridine stem (Fig. 3c). These
observations suggest that the functional unity of
Tgt is indeed a homodimer, which is, however, able
to bind and convert only one substrate RNA
molecule at a time. This assumption was corrobo-
rated by an alignment of 18 bacterial Tgt sequences
showing that re31dues forming the dimer interface
are highly conserved.” In addition, the crystal struc-
ture of Tgt from Thermotoga maritima (PDB code
2ASH) also exhibits a homodimer assembled vir-
tually identical with that one found for Z. mobilis Tgt.

Recently, a lin-benzoguanine based Tgt inhibitor
(1 in Table 1) designed to competitively inhibit
binding of substrate tRNAs was unexpectedly
found to influence the properties of the dimer inter-
face.” This became obvious by a reduction of space
group symmetry upon soaking apo-Tgt crystals
with 1. Usually, in the absence of RNA, Z. mobilis
Tgt crystallizes in space group C2 with two
identical Tgt dimers present in one unit cell. In
crystals containing Tgt complexed with 1, this space
group is reduced to P2 with the unit cell containing
two non-identical dimers. This is due to the fact that
1is bound in a slightly different way by each dimer
of the unit cell. One of the dimers binds 1 in a
fashion that leaves the dimer interface unchanged
compared to virtually all other known Tgt crystal
structures, whereas the way the second dimer binds
1 clearly influences the dimer interface. Here, helix
al as well as the preceding loop, which are both
normally involved in dimer interface formation and
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(@

(b)

(d)

Fig. 3. Ribbon representation of homodimeric Z. mobilis Tgt (monomer A, green; monomer B, orange). (a) The active
sites of the monomers, both occupied by an inhibitor (red spheres), are located on the same face of the complex (PDB code
277K). (b) Complex of Tgt with a tRNA anticodon stem-loop (blue) (PDB code 1Q2R). The portions of TGT most likely
involved in tRNA recognition and binding are highlighted in yellow. Due to steric hindrance, only one tRNA molecule
can bind to the Tgt dimer. (c) Superposition of the anticodon stem-loop bound to Z. mobilis Tgt with the complete tRN A"
molecule of yeast (gray) (PDB code 1EHZ). (d) A detailed view of tRNA binding. Protonatable residues, potentially able to
interact with the phosphate groups of the tRNA backbone, are shown in stick representation.

perfectly defined in all Tgt crystal structures
determined greviously, become disordered upon
binding of 1.” Meanwhile, the crystal structure of
Tgt with 3 (Table 1) revealed that also this inhibitor
impairs the proper formation of the Tgt dimer
interface. The serendipitous discovery that small
molecule inhibitors originally intended to address
the guanine/preQ, binding site and small surround-
ing subpockets, interfered with Tgt dimer formation,
prompted us to launch a project aimed at system-
atically perturb Tgt dimerization to provide some
novel strategies to possibly interfere and inhibit
enzyme function. In the present study, a combina-
tion of automated chip-based nanoelectrospray
mass spectrometry (nanoESI-MS), enzyme kinetics
and X-ray crystallography techniques was used to
gain deeper insights into the biological relevance of
Tgt quarternary structure for catalysis. Particularly,
noncovalent mass spectrometry was first used to
confirm the Tgt oligomerization state unambigu-
ously as well as the binding stoichiometry of its

complex with full-length tRNA. Mutations intended
toimpede dimer formation were then introduced and
their influence on the catalytic efficiency as well as on
dimer stability were examined. One of the mutated
Tgt variants was characterized crystallographically,
revealing important structural changes in the inter-
face region coinciding with that perturbed by 1and 3.
Finally, these inhibitors were investigated to deter-
mine their protein binding stoichiometries as well as
their effect on the Tgt:tRNA complex.

Results and Discussion

Dimeric Tgt binds a single tRNA molecule

Earlier work on bacterial Tgt found contradictory
oligomerisation states ranging from monomer to
hexamer.”**® As a first step in this study, nonco-
valent mass spectrometry experiments were carried
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Table 1. Structures and binding affinities of the inhibitors used in the MS experiments
Name Structure MW K
o
H
X
\
N NZ NH
1 335.4 Da 3.7 uM2
_o
N
H NH
2 _<\N P 341.4 Da 15 nM#
O -
N
H NH
i -
N
N~ NH,
3 369.5 Da 4nM¥!
NH
N
H_< NH
N
F % ik,
4 355.4 Da 2 nM3!
;NH
H
H_<\N NH
! N N NH,
5 363.4 Da 25 nM?1
NH

out with Z. mobilis Tgt to confirm its oligomerisa-
tion state. This technique enables accurate mass
measurements of intact noncovalent assemblies in
the gas phase, thus providing reliable information
on the protein oligomerisation state as well as
on the protein:RNA binding stoichiometries.®’"**
Tgt was first analyzed alone under nondenaturing
conditions (Fig. 4a) revealing the presence of a
single species, which can be assigned to dimeric Tgt
according to the good agreement between the

measured molecular mass (85,613 + 4 Da) and that
expected for a Tgt dimer containing one structural
Zn**per subunit (85,604 Da).

NanoESI-MS experiments were performed with
Tgt in the presence of increasing concentrations of
tRNA. When the protein (10 pM monomer) was
incubated with 5 uM tRNA, two main ion distribu-
tions were detected (Fig. 4b); namely, in the m/z
(mass/charge) ranges 4200-5000 and 5200-6500.
While the former corresponds to a Tgt dimer, the
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(d) L Fig. 4. Noncovalent mass spec-
100 @& o trometry analysis of Tgt and Tgt:
. tRNA assemblies. NanoESI mass
No higher spectra were obtained with Tgt
order com Iex diluted to 10 mM monomer: (a)
% 18+ P alone; or in the presence of (b) 5 uM
o0 —t— tRNA; (c) 10 pM tRNA; (d) 15 pM
o0 tRNA. (00) and (QQ) are related to
dimeric Tgt and the 2:1 Tgt:tRNA
0 l x = complex, respectively. V.=150 V,

5000 6000 7000 m/z P;=6.0 mbar.

second has a molecular mass of 113147 + 9 Da and
corresponds to the 2:1 Tgt:tRNA complex. Upon
increasing the concentration of tRNA to 10 pM,
nanoESI-MS analysis revealed that the equilibrium
shifts completely towards the protein:tRNA com-
plex (Fig. 4c). Notably, no higher-order complex was
detected even in presence of a 3-fold molar excess of
tRNA over the Tgt dimer (Fig. 4d), which provides
evidence that the Tgt dimer binds specifically to a
single tRNA molecule. These results obtained with a
full-length tRNA corroborate the results from a
recent crystallographic study showing the bacterial
Tgt homodimer interacting with a single substrate
tRNA anticodon stem-loop.*

Together with recent crystallographic data, the
present results confirm the dimeric oligomerisation
state of Tgt as well as the 2:1 binding stoichiometry
of the Tgt:tRNA complex.

Point mutations aimed at destabilizing the
homodimer interface alter Tgt catalytic
efficiency

To gain deeper insight into the importance of
homodimer formation for catalytic activity, we
created two mutated variants of Z. mobilis Tgt,
each containing an amino acid exchange, aimed at
disturbing a protein-protein interaction thought to
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Fig. 5. Interactions within the homodimer interface of
Tgt selected for mutagenesis. The hydrogen bond formed
between Ala49 (cyan) and the Tyr330’ (gray) as well as the
salt bridge formed between Lys52 (cyan) and Glu339’
(gray) are shown as broken lines (distances are given in A).

be important for dimer interface stability. It should
be noted that, on the basis of a 2-fold symmetry of
the dimer interface, each amino acid exchange will
disrupt two (identical) protein—protein interactions
per dimer. In the first variant, Tyr330 was changed
to Phe in order to disrupt the hydrogen bond formed
between the main chain carbonyl of Ala49 and the
Tyr330’ side chain hydroxyl. In the second variant, a
salt bridge formed between the side chain ammo-
nium of Lys52 and the side chain carboxylate of
Glu339" was eliminated by changing Lys52 to a
sterically similar but uncharged Met (Fig. 5).

To analyse the influence of the introduced muta-
tions on tRNA binding and catalytic efficiency, we
determined Ky (tRNA) and k., of both mutated
variants using radiolabeled guanine as the second
substrate. The kinetic parameters measured for Tgt
(Tyr330Phe) and Tgt(Lys52Met) as well as those
determined for wild type enzyme are summarized
in Table 2. While K\(tRNA) was, with respect to the
error range of the assay, virtually unchanged for
both mutated Tgt variants, k.,; was reduced by a
factor of ~10 for Tgt(Tyr330Phe) and by a factor of
~50 for Tgt(Lys52Met). These results can be inter-
preted most plausibly as showing that dimer forma-
tion is a precondition for catalytic activity of Tgt.
The more efficient the mutation-induced dimer
destabilization, the smaller the fraction of catalyti-
cally active dimeric Tgt, resulting in the observed
reductions of ke, Alternatively, or in addition, the
mutations may result in modified dimer interfaces,
which may, in turn, affect the exact orientation and
geometry of nearby active site residues, thus nega-
tively influencing catalysis. In any case, from un-
changed Ky (tRNA) values of both mutated variants
compared to wild type Tgt, it may be deduced that,
once a dimer has formed, it will bind the tRNA
substrate with virtually the same affinity as wild

type Tgt.

NanoESI-MS experiments reveal
mutation-induced destabilization of the
Tgt dimer

In order to check whether the reduced turnover
values measured for Tgt(Lys52Met) and Tgt
(Tyr330Phe) are due to a destabilized protein/protein
interface, nanoESI-MS experiments were done under
nondenaturing conditions with these mutated var-
iants. Using a concentration of 10 uM monomer, Tgt
(Lys52Met) appears, like wild type Tgt, almost
exclusively as a homodimer, while the mass
spectrum obtained for 10 pM Tgt(Tyr330Phe) also
reveals a significant amount of monomer (Fig. 6a—c).
When the concentration of protein is lowered to a
minimal value of 1 uM, a substantial proportion of
monomer becomes evident for both variants (Fig.
6d—f). In contrast, wild type Tgt remains totally
dimeric at this concentration. The finding that the
monomer/dimer ratios of Tgt(Lys52Met) and Tgt
(Tyr330Phe) obviously depend on the protein con-
centrations confirmed that the introduced mutations
did not completely disrupt but solely destabilized
the dimer interface. Since an enzyme concentration
as low as 150 nM was used in the assay to determine
keat and Kyp(tRNA), the strongly reduced turnover
numbers observed for Tgt(Lys52Met) and Tgt
(Tyr330Phe) are consistent with the results obtained
from the nanoESI-MS experiments.

Crystal structure of Tgt(Lys52Met)

In order to interpret at a structural level the
reduced turnover values as well as the data obtained
from nanoESI-MS experiments for Tgt(Lys52Met)
and Tgt(Tyr330Phe), we tried to crystallize these
mutated variants. Yet, solely Tgt(Lys52Met) formed
crystals under the same conditions as wild type Tgt,
while all attempts to obtain diffracting crystals from
Tgt(Tyr330Phe) were unsuccessful. Moreover, com-
pared to crystals of wild type Tgt, crystals of Tgt
(Lys52Met) were very fragile and showed only a
limited diffraction quality. Nevertheless, using a
dataset collected at the BESSY Synchrotron (Berlin),
we finally determined the crystal structure of Tgt
(Lys52Met) at a resolution of 2.0 A. The structure
indeed reveals a significant modification of the
dimer interface, which is clearly caused by the intro-
duced mutation (Fig. 7). The loss of the salt bridge
normally formed between the Lys52 ammonium
and the Glu339’ carboxylate group results in a com-
plete collapse of helix 1. While this helix is perfectly

Table 2. k,; and Ky(tRNA) for Tgt and mutated variants
of Tgt

Tgt Tgt Tgt
(wild type) (Tyr330Phe) (Lys52Met)
keat (10725712 1.1 0.095 0.023
Ky(ERNA) (uM) 2,17 1.58 0.98

# Taking into account the presence of Tgt as a homodimer able
to bind and convert only one substrate tRNA molecule at a time.
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defined in the crystal structure of wild type Tgt, no
density could be assigned to this structural element
in the electron density map of Tgt(Lys52Met). In
addition, the C-terminal half of the loop preceding
helix a1 (and containing Met52) is disordered as
well, while the N-terminal half of this loop takes a
significantly different course compared to the corre-
sponding section in wild type Tgt. The loss of a
defined conformation of helix a1 and of a part of the
preceding loop, in turn, results in a slight dislocation
of helices «E” and «F’. It should be noted here that
the crystal structure of RNA bound to Tgt shows that
the loop connecting B-strand 1 and helix a1 interacts

(a) [wt Tat];
1
8+
100 4757.73

%
No significant

with the uridine 35 nucleotide of the tRNA anti-
codon. A destabilization of its conformation might
ultimately lead to a slightly distorted orientation of
active site residues and substrate, and thus suppo-
sedly contribute to the reduced turnover values
observed for Tgt(Lys52Met).

NanoESI-MS monitoring of inhibitor-binding
effect on Tgt homodimer and the Tgt:tRNA
complex

According to the results described above, altering
the dimer interface appears as a promising strategy

monomer
—— 11}
0 . A ™ . A T i
(b) [Tgt (Lys52Met)],
18+
4757.76
100
* No significant
monomer
L
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(c) [Tgt (Tyr330Phe)],
18+
100 4758.04
[Tgt (Tyr330Phe)],
% —r
12+
3568.57 L
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Fig. 6. Effect of mutation points
on Tgt dimer stability. (a and d)
Wild type Tgt; (b and e) Tgt
(Lys52Met); (¢ and f) Tgt
(Tyr330Phe) were diluted either to
(a—c) 10 uM or (d—f) 1 uM monomer
in 500 mM ammonium acetate at

m/z pH 8.0. V=100 V, P;=6.0 mbar.
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Fig. 6 (legend on previous page)

to inhibit Tgt activity. In this context, nanoESI-MS
experiments were done with wild type Tgt in the
presence of a number of small molecule inhibitors
(1 - 5 in Table 1) in order to determine inhibitor
binding stoichiometries and to reveal potential in-
fluence of inhibitor binding on Tgt homodimer
stability. For inhibitors 1 and 3, it was shown by X-
ray crystallography that these compounds are able to
modify the structure of the dimer interface.® Further-

more, inhibitors 4 and 5 address a hydrophobic
subpocket close to the dimer interface that might
affect quarternary structure formation. Compound
2 addresses a different subpocket and no impact on
dimer formation can be expected.”> As shown in
Fig. 8, ESI mass spectra obtained after incubation of
10 uM Tgt in the presence of 50 uM inhibitor reveals
an exclusively homodimeric population with one
inhibitor molecule bound to each subunit. Accor-
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alphaF’

Fig. 7. Superposition of Tgt (PDB code 2Z7K; mono-
mer A, gray; monomer B, cyan) and Tgt(Lys52Met)
(monomer A, dark gray; monomer B, blue). In Tgt
(Lys52Met), helix «l as well as the loop connecting {
strand 1 and helix a1 are disordered, thus reducing the
contact area in the interface and leading to the dislocation
of helices «E" and oF".

dingly, at this concentration, inhibitors fully saturate
Tgt binding sites, which is in agreement with pre-
viously reported K; values (Table 1). However, none
of these ligands is able to disrupt the Tgt homodimer.

In order to investigate the influence on Tgt:tRNA
complex stability, nanoESI-MS indirect competi-
tion experiments were done with tRNA and the
different inhibitors. Importantly, desolvation and
transmission of Tgt:tRNA assembly require harsh
instrumental conditions that induce the disruption
of Tgt:inhibitor complex in the gas phase. As a con-
sequence, these competition experiments aimed
only at monitoring the inhibitor effect on stability
of the Tgt:tRNA complex in solution; no inhibitor
binding stoichiometry was obtained using these
instrumental conditions.

In a first series of experiments, Tgt (in total 10 pM)
was first incubated with 50 pM inhibitor followed
by the addition of tRNA (in total 10 pM). Note that
the results described above showed that, at these
concentrations, Tgt is detected almost exclusively as
a 2:1 tRNA complex and a 2:2 Tgt:inhibitor
complex, respectively. In the present competition
experiments, deconvoluted ESI mass spectra show,
without exception, a main peak corresponding to
the Tgt homodimer beside a considerably smaller
peak corresponding to the Tgt dimer in complex
with one tRNA molecule (Fig. 9). In contrast, in the
deconvoluted ESI mass spectrum of the control
experiment, where Tgt was incubated with an
equimolar concentration of tRNA but in the absence
of any small molecule inhibitor, the most intense
peak corresponds to the 2:1 Tgt:tRNA complex
(Fig. 9a). These results illustrate the ability of the

inhibitor to prevent the formation of the Tgt:tRNA
complex.

Interestingly, in a second series of experiments,
Tgt (in total 10 pM) was incubated with tRNA (in
total 10 uM) to allow the formation of the Tgt:
tRNA complex. The subsequent addition of inhi-
bitor to 50 pM led to nanoESI mass spectra
identical with those exposed in Fig. 9 (see the
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Fig. 8. Investigation of inhibitor binding effect on the
Tgt oligomerisation state. Tgt (10 pM monomer) was
incubated: (a) alone; or in the presence of 50 pM inhibitor
()1, (c) 2,(d) 3, (e) 4 and (f) 5. Mass spectra in the right-
hand column correspond to an enlargement of the +19
charge state of free and bound Tgt. (Q0), (@Q) and (G@)
correspond to free Tgt dimer, 2:1 Tgt:inhibitor complex,
and 2:2 Tgt:inhibitor complex. V=60 V, P;=6 mbar.
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Fig. 9. Investigation of inhibitor binding effect on the
formation of the Tgt:tRNA complex. (a) Tgt (10 uM
monomer) was incubated in presence of 10 uM tRNA.
(b—f) Tgt (10 uM monomer) was first incubated with 50 pM
inhibitor (b) 1, (c) 2, (d) 3, (e) 4 and (f) 5, followed by the
addition of tRNA to10 pM. ESI mass spectra in the right-
hand column were deconvoluted with the Transform
algorithm from MassLynx 4.0. (Q0) and (QQ) are related to
dimeric Tgt and the 2:1 Tgt:tRNA complex, respectively.
V.=150 V, P;=6 mbar.

Supplementary Data). As a conclusion for these
competition experiments, inhibitors 1 to 5 are able to
prevent the formation of the catalytically active Tgt:
tRNA complex, and are able to disrupt the pre-
formed complex. This kind of information is of
crucial importance for understanding the inhibitor
mechanism of action.

Conclusion and Outlook

Here, we report the use of an integrative approach
combining the benefits of noncovalent nanoESI-MS,
site-directed mutagenesis, enzyme kinetics, and pro-
tein X-ray crystallography to investigate the qua-
ternary structure of Tgt and the binding stoichio-
metry of the Tgt:substrate tRNA complex. The
results of nanoESI-MS analysis presented here
provide clear evidence that bacterial Tgt is present
in solution as a homodimer able to bind specifically
only one substrate tRNA molecule at a time. This
corroborates the conclusions drawn from the crystal
structure of Z. mobilis Tgt in complex with a subs-
trate tRNA anticodon stem-loop suggesting a 2:1
stoichiometry for the catalytically active Tgt:tRNA
complex. The fact that the active sites of both
subunits are located on the same face of the dimer
renders, for steric reasons, simultaneous binding of
two tRNA molecules virtually impossible. Yet, the
Tgt:tRNA complex structure suggests that the
subunit with its active site unoccupied supports
binding and correct orientation of the substrate
tRNA through a number of salt bridges.

In order to ascertain the significance of homodimer
formation for the catalytic activity of bacterial Tgt,
we created a Tgt(Tyr330Phe) as well as a Tgt
(Lys52Met) variant using site-directed mutagenesis.
While the Tyr330Phe mutation abolishes two inter-
subunit hydrogen bonds, the Lys52Met mutation
disables the formation of two intersubunit salt
bridges. Indeed, nanoESI-MS experiments with
these variants showed that the introduced mutations
lead to the destabilization of the dimer interface
which, in both cases, is accompanied by a significant
loss of catalytic activity. It should be noted that
no catalytic activity was detectable for the Tgt
(Tyr330Phe, Lys52Met) doubly mutated variant that
was created in the course of this study. Unfortunately,
we were not able to purify this variant to homo-
geneity, possibly because it showed, compared to
wild type Tgt, a completely different behavior during
all purification steps. This rendered a detailed ana-
lysis of Tgt(Tyr330Phe, Lys52Met) impossible, yet it
provided further evidence for the importance of
homodimer formation for integrity and functionality
of the bacterial Tgt enzyme.

Altogether, these results highlight a crucial struc-
ture-activity relationship controlling Tgt catalytic
efficiency, which justifies the initiation of a new
project with the objective to create Tgt inhibitors
aimed at impeding homodimer formation. The seren-
dipitous discovery of competitive Tgt inhibitors able
to alter Tgt dimer interface organization is a promis-
ing starting point for this intention. In the present
study, we investigated, by means of nanoESI-MS, the
influence of several inhibitors on both Tgt dimer and
Tgt:tRNA complex formation. While all of them were
able to bind Tgt dimer with a 2:2 protein:ligand
binding stoichiometry, no dimer dissociation could
be observed, even for the inhibitors that are known to
influence the architecture of the Tgt dimer interface (1
and 3 in Table 1). However, competition experiments
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revealed that each tested inhibitor is able to, at least
partially, prevent the formation of the Tgt:tRNA
complex, but can also disrupt the preformed protein:
RNA complex. Inhibitors 1 and 3 constitute deriva-
tives of a lin-benzoguanine skeletal structure subs-
tituted with an extended side chain at position 4. It is
known from crystallographic analysis that the lin-
benzoguanine moieties of both inhibitors occupy the
guanine/preQ; binding pocket of Tgt, while their
extended side chains reach the dimer interface region
and influence its architecture. In future work, we plan
to further enlarge the side chains of inhibitors 1 and 3
with the intention to disrupt the protein-protein
interactions between the Tgt subunits more effectively.
As soon as we have identified moieties that bind
tightly to the dimer interface area and thus inhibit
dimerization, we will try to omit the lin-benzoguanine
skeleton. Following this strategy, we hope to reduce
the problem of designing small molecule inhibitors
aimed at disturbing a protein-protein interface lacking
the defined cavity that is normally defined by the
substrate-binding pockets of enzymes.

Materials and Methods

Cloning and Tgt preparation

The Lys52Met and Tyr330Phe mutations were intro-
duced into the wild type tgt expression plasmid pET9d-
ZM4 by means of the QuikChange™ site-directed muta-
genesis kit (Stratagene) according to the vendor’s protocol
using Phusion-polymerase and Dpnl by Fermentas
(Lithuania). The primers used for the Lys52Met mutagene-
sis were Lys52Met-forward:

5-GCAGCTACCGTAATGGCTTTAAAGCCGG-3’

and Lys52Met-reverse:

5-CCGGCTTTAAAGCCATTACGGTAGCTGC-3'

while those used for the Tyr330Phe mutagenesis were

Tyr330Phe-forward:

5-GAAATGGAGCCGCGCCTTCATCCATCATTTA-

ATTC-3’

and Tyr330Phe-reverse:

5'-GAATTAAATGATGGATGAAGGCGCGGCTCCA-

TTTC-3’

Sequencing of the entire mutated tgt gene (MWG
Biotech, Ebersberg) confirmed the presence of the respec-
tive desired mutation as well as the absence of any further
unwanted mutation. Subsequently, the mutated plasmid
pET9d-ZM4-Lys52Met, or pET9d-ZM4-Tyr330Phe was
transformed into E. coli BL21(DE3) GOLD cells. These
cells were used for the preparation of the Tgt enzyme as
described.*

Preparation of tRNATY"

Preparation of E. coli tRNA™" (ECY2) via in vitro
transcription was done using the RiboMAX™ Large
Scale RNA Production System-T7 (Promega) according
to the vendor’s protocol. Preparation of in vitro
transcribed tRNA was followed by incubation with calf
intestine alkaline phosphatase (Fermentas) following the
vendor’s protocol in order to ensure a consistent
phosphorylation state of the tRNA 3’-end for nanoESI-
MS experiments.

Determination of kinetic parameters

Km(tRNA) as well as Vi were determined for wild
type Tgt, Tgt(Tyr330Phe) and Tgt(Lys52Met) as
described,”" using 150 nM Tgt, 20 uM [8-’H]guanine, and
various concentrations of in vitro transcribed tRNA™
(0.25-15 puM). Initial velocities of the base exchange reac-
tion in cts/min were converted to pumol/l and minute
using a calibration constant derived from liquid scintilla-
tion counting of [8-*H]guanine solutions with variable
concentrations. Kinetic parameters were determined via
double reciprocal linearization using the method of Eadie-
Hostee and linear regression using GraFit}.

Noncovalent nanoESI-MS experiments

Before the mass spectrometry experiments, proteins and
tRNA were buffer exchanged against 1 M ammonium
acetate pH 8.0 (adjusted with ammonia) using microcen-
trifuge gel-filtration columns (Zeba 0.5 mL, Thermo
Scientific, Rockford, IL). Proteins and tRNA concentra-
tions were determined spectrophotometrically.

Mass spectrometry experiments were done with an
electrospray time-of-flight (ESI-TOF) mass spectrometer
(LCT, Waters, Manchester, UK) equipped with an auto-
mated chip-based nanoESI source (Triversa Nanomate,
Advion Biosciences, Ithaca, NY) operating in the positive
ion mode. External calibration was performed with the
multiply charged ions produced by 2 pM horse heart
myoglobin diluted in 1:1 (v/v) water/acetonitrile aci-
dified with 1% (v/v) formic acid. Molecular mass, inte-
grity and homogeneity of wild type and mutant Tgt were
first checked in denaturing conditions by diluting proteins
to 2 uM in 1:1 (v/v) water/acetonitrile acidified with 1%
(v/v) formic acid. The measured molecular mass of wild
type Tgt (42,738.0 + 0.2 Da), Tgt(Tyr330Phe) (42,722.9 =
0.5 Da) and Tgt(Lys52Met) (42,740.4 + 0.5 Da) were found
to be in good agreement with that calculated from the
theoretical amino acid sequences without the N-terminal
methionine (42,738.5 Da, 42,722.5 Da and 42,741.5 Da,
respectively). The absence of the Tgt N-terminal methio-
nine was confirmed by N-terminal sequencing of recom-
binant Z. mobilis Tgt.°

Analysis in nondenaturing conditions was done in
500 mM ammonium acetate buffer at pH 8.0. Tgt:tRNA
complex formation was investigated by incubating the
protein at 10 pM monomer with increasing concentrations
of tRNA (5-15 pM) for 5 min at room temperature.
Regarding Tgt:inhibitor interaction, the protein and inhi-
bitor concentrations were set to 10 uM monomer and
50 uM, respectively. Incubation was performed at room
temperature for 30 min. Indirect competition experiments
were designed in order to investigate the influence of
inhibitor binding on Tgt:tRNA interactions. In a first series
of experiments, Tgt (10 pM monomer) was incubated with
50 pM inhibitor for 30 min at room temperature followed
by the addition of tRNA to 10 pM. This mixture was
analyzed after incubation for 5 additional minutes. In a
second series of experiments using identical concentrations
and incubation conditions, Tgt was first incubated with
tRNA and then with inhibitors.

Noncovalent mass spectrometry experiments require
careful instrumental tuning to find the best compro-
mise between ion desolvation/transmission through
the mass spectrometer and preservation of weak

1 GraFit; version 4.09. Erithacus Software Limited
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noncovalent interactions in the gas phase.”” In this study,
instrumental optimization especially concerned the acce-
lerating voltage applied on the sample cone (V) and the
pressure in the first pumping stage of the mass spectro-
meter (P;). While P; was fixed to 6.0 mbar, V. had to be
increased from 60 V for protein:inhibitor complex analysis
up to 150 V for protein:RNA complex detection. The values
of P; and V. are reported in the figure legends. Data
analysis was performed with MassLynx 4.0 (Waters,
Manchester, UK).

Crystal structure determination

Tgt(Lys52Met) crystals were produced in a two-step
procedure. In the first step, microcrystals were grown via
the hanging-drop, vapor-diffusion method. Droplets
were prepared by mixing 2 pL of protein solution
(12 mg-mL™" Tgt(Lys52Met) in 2 M NaCl, 10 mM Tris—
HCI pH 7.8, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) with 2 uL of
reservoir solution (13% (w/v) PEG 8000, 100 mM Mes pH
5.5, 1 mM DTT, 10% (v/v) DMSO). Microcrystals grew

Table 3. Crystal data and statistics

Crystal data

PDB code 3HFY
A. Data collection and processing
No. crystals used 1
Wavelength (A) 0.91841
Space group c2
Unit cell parameters
a(A) 84.6
b (A) 65.1
c(A) 71.6
B (deg.) 93.7

B. Diffraction data
Resolution range (A)
Unique reflections

50-2.0 (2.0-2.03)
26,320 (1301)

R(Dsym (%)° 9.2 (40.0)
Completeness (%) 99.2 (99.0)
Redundancy 4.2 (4.0)
1/o(I) 16.3 (3.9)
C. Refinement
Program used for refinement SHELXL
Resolution range (A) 10-2.0
Reflections used in refinement 25,041
Final R values
Reree (Fo; Fo> 40)° 27.8 (25.6)
Ruork (Fo; Fo> 40)° 20.4 (19.0)
No. atoms (non-hydrogen)
Protein atoms 2620
Water molecules 99
RMSD from ideality
Bond angles (deg.) 17
Bond lengths(A) 0.007
Ramachandran plot
Most favoured regions (%) 94.3
Additionally allowed regions (%) 54

Generously allowed regions (%) 0.3
Mean B-factors (A%
Protein atoms
Water molecules

25.1
29.2

Values in parentheses are statistics for the highest resolution shell.
The Ramachandran values were obtained with PROCHECK.

2 Rl = [343 (h) —~<I (1)1 / 3, 3,0,(1)] x 100, where<I (>
is the mean of the I (1) observation of reflection /.

® Ruork= SulFo=Fel / Syl Fo

¢ Rfee Was calculated as for Ry but with 5% of the data
excluded from refinement.

within two weeks at 291 K in the presence of 1.0 mL of
reservoir solution.

Subsequently, macroseeding was performed under
similar conditions. Again, droplets were prepared by
mixing 2 pL of protein solution with 2 pL of macroseeding
reservoir solution (8% (w/v) PEG 8000, 100 mM Mes pH
5.5,1 mM DTT, 10% (v/v) DMSO). One microcrystal per
droplet was transferred into this solution. Single crystals
with a size of approximately 0.7 mmx0.7 mmx0.2 mm
grew within four weeks.

For data collection, crystals were transferred for about
10 s into a solution containing glycerol as cryo-protectant
(4% (w/v) PEG 8000, 50 mM Mes, pH 5.5, 0.5 mM DTT,
0.3 M NaCl, 2% (v/v) DMSO, 30% (v/v) glycerol) then
flash-frozen directly in liquid nitrogen. A dataset was
collected at BESSY beamline 14.1. The crystal exhibited
monoclinic symmetry in space group C2 and contained
one monomer per asymmetric unit. The unit cell dimen-
sions are given in Table 3. Processing and scaling of the
data were performed with the HKL2000 package (statistics
are given in Table 3).%

For an initial rigid-body refinement of the structure, the
coordinates of Tgt apo-structure 1POE were used and a
cycle of conjugate gradient energy minimization, simu-
lated annealing, and B-factor refinement using the CNS
program package, was done.*

Further refinement cycles were made with the program
SHELXL based on the high resolution of the data.*® Here,
at least 20 cycles of conjugate gradient minimization
were done with default restraints on bonding geometry
and B-values: 5% of all data were used for the calculation
of Rpee. Amino acid side-chains were fit to o A-weighted
[Fol = IF.l and 2 | F,I — | F.| electron density maps
using Coot.*! Subsequently, water and glycerol mole-
cules were located and included in further refinement
cycles. In the last refinement, riding H atoms were intro-
duced for the protein residues without using additional
parameters.

Protein Data Bank accession code

Protein Data Bank (PDB) accession code 3HFY was
allocated to the Tgt(Lys52Met) structure determined in
this work.
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Investigation of inhibitor ability to disrupt pre-formed Tgt : tRNA complex. Tgt (10 pM)
was pre-incubated with tRNA (10 uM) and was subsequently analysed either (a)without
inhibitor or (b-f) after addition of 50 uM of inhibitor (b) 1, (c) 2, (d) 3, (e) 4 and (f) 5.
Mass spectra in the right-hand column were deconvoluted with the Transform algorithm
from MassLynx 4.0. () and (&) are respectively related to dimeric Tgt and the 2:1 Tgt

a)

100

%

e)
100

f)

100

%

o

(Tgt),(tRNA),

19+
5972.33
(Tat),
—

18+

4758.54 (5]
0 (oo}

@
18+ 19+
0o ® @©

18+

18+ SSRNSTH

5000 6000 7000

Q0 85613 +4 Da
Q 113147 £9 Da

Q

+27.5 kDa
100 kba __

80 100 kDa

: tRNA complex. Vc = 150 V, Pi = 6 mbar.




CHAPITRE Il

Reconstitution in vitro de Complexes
Ribonucléoprotéiques a Boite H/ACA : Etude
des Réseaux d’Interactions Protéine / ARN
par Spectrométrie de Masse Supramoléculaire

Ce chapitre est consacré a I'étude de complexes ribonucléoprotéiques par MS supramoléculaire, un
projet mené en collaboration avec I'équipe du Dr Christiane Branlant (Laboratoire ARN-RNP,
structure-fonction-maturation, Enzymologie Moléculaire et Structurale (AREMS), Nancy). Dans ce
travail la MS supramoléculaire permet de suivre la reconstitution progressive d'un édifice biologique
contenant plusieurs protéines et ARN afin d'étudier le réseau d'interactions entre les différents
partenaires du complexe.



1) CONTEXTE DE L'ETUDE

Dans le chapitre précédent, nous nous sommes intéressés a des protéines capables a elles seules de
reconnaitre des ARN et de catalyser la modification d’une base spécifique. Dans I'étude présente,
nous avons souhaité étudier un systéme plus complexe ou la modification d’'un ARN cible est
catalysée non pas par une unique protéine mais par un édifice supramoléculaire constitué d’'un ARN
guide et de différentes protéines: le complexe ribonucléoprotéique (RNP) a boite H/ACA. Ce
complexe intervient dans la modification de différents types d’ARN et en particulier des ARN

ribosomiques dont il modifie une uridine en pseudouridine (figure 1).

Uridine Pseudouridine
(0]
o]
Ribose Ribose
HN | NHJ]\NH
o | e N
| oo N o:F|>—o ©
o:lln—o o Complexe RNP & boite H/ACA O o
OH >
O OH ‘o OH
O:T—O—Ribose

O=P—O—Ribose
I OH
OH

Figure 1 : Réaction de pseudouridylation catalysée par le complexe RNP a boite H/ACA.

La conversion des uridines (U) en pseudouridines (¥) est l'une des maodifications post-
transcriptionnelles les plus fréquemment rencontrées au sein des ARN,” et a probablement pour réle

de stabiliser la structure tridimensionnelle de ces biomolécules.”® *°

Les enzymes capables de
catalyser cette réaction sont appelées ¥-synthases et peuvent fonctionner, soit seules, soit au sein du
complexe RNP a boite H/ACA.? Ce complexe qui est constitué de quatre protéines et d'un ARN guide
a fait l'objet de nombreuses études cristallographiques ayant permis d'obtenir la structure

%% Ce n'est que trés récemment que la structure du

tridimensionnelle de plusieurs sous-complexes.
complexe entier comprenant également I'’ARN cible a pu étre résolue.®® La figure 2 représente

I'organisation schématique du complexe.

_..--L7Ae
-- Nop10
ARN substrat .. / .. Cbfs
AU
Poche de
pseudourydilation - Garl
A
ARN guide -
5'——ANANNA A—3
« Boite H » « Boite ACA »

Figure 2 : Organisation schématique du complexe RNP a boite H/ACA, d’aprés *’.



Dans ce complexe, la protéine Cbf5 est la W-synthase responsable de la réaction de
pseudouridylation de I'ARN cible, tandis que les protéines L7Ae, Nopl0 et Garl permettent
d’accentuer 'activité catalytique du complexe en participant notamment pour cela au positionnement

de 'ARN cible au sein de I'édifice supramoléculaire.®* ¥

L’ARN guide, quant a lui, présente une
structure dite en « tige-boucle » caractérisée par la présence du codté 5’ d’'une séquence ANANNA (ou
N désigne n'importe quel nucléotide), appelée « boite H », ainsi que de la séquence ACA, appelée
« boite ACA » et localisée du cdté 3’ de la séquence nucléotidique.” L'’ARN guide dispose également
d'une boucle interne appelée «poche de pseudouridylation » permettant de reconnaitre

spécifiguement la séquence nucléotidique de I'’ARN cible.

Durant ce travail de thése, nous avons souhaité étudier ce systéeme par MS supramoléculaire en
collaboration avec I'équipe du Dr Christiane Branlant (Laboratoire ARN-RNP, structure-fonction-
maturation, Enzymologie Moléculaire et Structurale (AREMS), Nancy). En effet, la disponibilité
d’'informations structurales détaillées en fait un « systtme modele » permettant d’évaluer le potentiel
de la MS supramoléculaire pour la reconstitution de complexes RNP et I'obtention d'informations sur
le réseau d'interactions existant entre les différents partenaires de tels édifices biologiques. Les
travaux présentés dans ce chapitre ont été réalisés en binébme avec le Dr Jean-Michel Saliou, post-

doctorant au sein du laboratoire.

2) RESULTATS DE L'ETUDE

2.1) Description de la stratégie expérimentale mise en ceuvre

La stratégie expérimentale mise en ceuvre dans cette étude est représentée sur la figure 3. Aprés
'étape de préparation des échantillons, les différents partenaires sont tout d’abord analysés
individuellement. Puis en mettant a profit les possibilités d’automatisation des expériences nanoESI-
MS sur puce microfluidique, il est possible d’incuber les partenaires en testant les différentes

combinaisons permettant d’accéder au réseau d’interactions du complexe RNP a boite H/ACA.

Production des protéines Production des ARN
individuelles individuels
Echange de tampon par filtration sur gel
(colonnes Zeba — 2 cycles / échantillon) contre une
solution d’acétate d'ammonium 300 mM pH 7.5
Analyse des Reconstitution

partenaires individuels progressive du complexe Automatisation des

| o . . . . analyses nanoESI-MS
v’ Pureté / homogénéité v’ Partenaires en interaction directe sur puce microfluidique
v’ Etat d’oligomérisation v’ Staechiométrie d'interaction

[ Architecture / réseau d'interactions du complexe RN P ]

Figure 3 : Description de la stratégie expérimentale mise en ceuvre pour I'étude du réseau d'interactions du
complexe RNP & boite H/ACA.



2.2) Analyse des protéines individuelles

Les protéines recombinantes L7Ae, Cbf5, Nopl0 et Garl de Pyrococcus abyssi ont été produites
individuellement dans Escherichia coli. Seules les protéines Cbf5 et Nop10 ont ensuite été mélangées
en proportions équimolaires car Nop10 seule est peu stable lors de la conservation. Ces protéines ont
donc tout d’abord été analysées en conditions dénaturantes afin de vérifier leur masse moléculaire

ainsi que leur homogénéité . Les masses mesurées dans ces conditions sont en bon accord avec les
masses théoriques déduites des séquences en acides aminés correspondantes (tableau 1).
Concernant 'homogénéité des différents échantillons, seule la protéine L7Ae présente des produits de
dégradation trés minoritaires également visibles sur les spectres de masse nanoESI acquis en

conditions non-dénaturantes (figure 5a).

Mingorique (Da) Mpesurce (D)
L7Ae 13422.6 13422.7 £0.1
Garl 11363.5 11363.5 £0.1
Cbf5 38139.6 38140.5 +0.1
Nop10 7485.8 7485.8 +£0.1

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des masses mesurées en conditions dénaturantes pour les différentes

protéines constitutives du complexe RNP a boite H/ACA.

Ensuite, les différentes protéines ont été analysées en conditions non-dénaturantes  afin de
déterminer leur état d'oligomérisation . Alors que les protéines L7Ae (figure 5a) et Garl (figure 5b)
sont présentes en solution sous forme monomeérique, la masse mesurée dans le cas du mélange Cbfs
et Nop10 révéle la formation d'un hétérodimere ayant fixé un ion zinc (Mugorique = 45689 Da — figure
5g), fournissant ainsi une premiére information d’interaction directe entre ces deux protéines en

accord avec les résultats de cristallographie.34
2.3) Analyse des ARN individuels

Il existe différents ARN guides, tous capables de recruter les protéines nécessaires pour former un
complexe RNP a boite H/ACA. Chaque ARN guide fixe la spécificité de reconnaissa  nce de I'ARN
cible, permettant aux quatre mémes protéines d’'inte  rvenir dans la modification de nombreux

ARN. Dans la présente étude, ce sont 'ARN guide Pab9l et 'ARN cible taPab91 qui ont été
sélectionnés. Alors que I'’ARN cible (13 nucléotides) a été synthétisé par voie chimique, I'ARN guide,
plus grand (57 nucléotides), a été produit par transcription in vitro a I'aide d’'un plasmide linéarisé,
risquant ainsi l'introduction d’'une hétérogénéité au niveau de la séquence nucléotidique en 3’ (cf.
Chapitre 1, 2.3). Ainsi, les deux ARN ont premierement été analysés seuls afin de vérifier leur masse
moléculaire et leur homogénéité . Les spectres de masse acquis en mode d’ionisation positif dans
des conditions non-dénaturantes sont représentés sur la figure 4. De maniére intéressante, on note
gue I'ARN cible taPab91 présente une bonne homogénéité, tandis que I'’'ARN guide Pab91 affiche une
importante hétérogénéité liée au nombre de nucléotides (tableau 2). Alors que cette hétérogénéité

donne lieu a des spectres de masse potentiellement plus compliqués a interpréter, elle peut



également étre a l'origine des problémes de cristallisation rencontrés par nos collaborateurs. Suite a
ces mesures de masse, des modifications du protocole de production de I'ARN guide ont été

envisagées par nos collaborateurs et sont actuellement en cours de réalisation.

a) ARN cible taPab91 b) ARN guide Pab91

2+ ©)
-C/U | +C/U Hétérogénéité
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Figure 4 : Analyse des ARN guide et cible en conditions non-dénaturantes. (a) L’ARN cible taPab91 et (b) 'ARN
guide Pab91 ont été dilués a 10 uM dans un tampon NHsAc 300 mM pH 7,5. (b) La masse affichée correspond a
celle de I'espéce majoritaire. Ves) = 1,7 kV ; Pes = 0,6 psi ; Vc = 120 V ; Pi = 6 mbar.

Les différentes masses mesurées sur ces spectres de masse sont résumées dans le tableau 2. Alors
gue l'ajout des nucléotides supplémentaires C/U et G a I’ARN guide Pab91 est sans doute liée a la
méthode de production, la perte des nucléotides C/U correspond fort probablement a une dégradation

de I'ARN du coté 3’ dont la séquence commence justement par deux cytosines.

M théorique (D) M mesurée (Da)  AM (Da) Remarques
taPab91 4179.6 4179.7 0.1 +0.1 /
17986 + 1 -611 Perte de 2 x C/U
18293 +1 -304 Perte de C/U
Pab91 18597 18597 +1 0 /
18903 +1 + 306 Ajout de C/U
19249 +1 + 652 Ajout de C/U + G

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des masses mesurées en conditions non-dénaturantes pour I'ARN cible
taPab9l et 'ARN guide Pab91. AM = Mmesurée - Minéorique-

NB : Pour des raisons de simplicité, seules les masses des complexes formés avec la forme

majoritaire de 'ARN (18597 + 1 Da) seront rapportées dans la suite du manuscrit.

2.4) Reconstitution du complexe — étude du réseau d  'interactions

Afin d’établir le réseau d'interactions entre les différents partenaires du complexe, [I'édifice
supramoléculaire a été progressivement reconstitué en incubant les protéines et ARN selon

différentes combinaisons et selon différents rapports stoechiométriques afin de déterminer (i) quels



sont les partenaires capables d'interagir directement ensemble et (i) quelle est la stoechiométrie

d’interaction de chacun des complexes formés.
2.4.1) Interactions entre 'ARN guide et les protéi  nes individuelles

L'’ARN guide a été incubé tour-a-tour avec les différentes protéines dans des conditions non-
dénaturantes. Alors que dans le cas de la protéine L7Ae, la formation d’'un complexe protéine / ARN
de stcechiométrie 1:1 est observée (figure 5a-c), aucune interaction directe n’est détectée entre Garl
et 'ARN guide Pab91 (figure 5d-f). Concernant le complexe Cbhf5 / Nop10, le spectre de masse de la
figure 4i indique la formation d’'un complexe Cbf5 / NoplO / Pab9l de stocechiométrie 1:1:1. Des
résultats identiques ont été obtenus en présence d'un excés de protéine ou d’ARN confirmant ainsi les
steechiométries unitaires observées sur les spectres de masse de la figure 5, ainsi que la spécificité

des complexes détectés.

a) L7Ae d) Garl g) Cbf5/Nop10
7+ 7+ 8 13+
b O 45692 +2 D
+
13422 +1 Da 11363+ 1 Da +2Da
12+
6+ 14+
* * 6+
L Z38230ca ) l R Z38238ca — Z38242ca
b) Pab91 e) Pab9l h) Pab91
6+ 6+ 6+

{

5 3
18597 + 1 Da

18597 +1 Da 18597 + 1 Da

738247ca Z38247ca 738247ca

c) Pab9l + L7Ae f) Pab9l + Garl i) Pab91 + Cbf5/Nop10
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Figure 5 : Tests d'interaction entre 'ARN guide Pab91 et les différentes protéines. Les protéines (a) L7Ae, (d)
Garl, (g) le complexe Cbf5 / Nopl10 ainsi que (b, e, h) TARN guide Pab91 ont été analysés a 10 uM dans un
tampon NHsAc 300 mM pH 7,5. (c, f, i) Analyse de I’ARN guide Pab91 a 10 uM en présence de 10 uM (c) de
L7Ae, (f) de Garl, (i) de complexe Cbf5 / Nop10. * produit de dégradation de la protéine L7Ae. Ves = 1,7 kV ; Pes
=0,6 psi; Vc =120V ; Pi = 6 mbar.

2.4.2) Interactions entre protéines

Afin de déterminer si les différents partenaires protéiques sont capables d’interagir ensemble en
absence d’ARN guide, le complexe Cbf5 / Nopl0 a été incubé avec les protéines L7Ae et Garl

séparément puis ensemble. Tandis que L7Ae n’'interagit pas de maniére directe avec Cbf5 / Nop10 en



absence d’ARN guide (figure 6a), Garl forme un complexe Cbf5 / Nop10 / Garl de stcechiométrie
1:1:1 en accord avec les résultats de cristallographie (figure 6b).>* De plus, le spectre de masse de la

figure 6¢ indique que L7Ae n’interagit pas non plus avec le complexe Cbhf5/ Nopl10 / Garl.

a) L7Ae + Cbf5/Nop10
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Figure 6 : Test d'interaction entre les différentes protéines en absence d’ARN. Le complexe Cbf5 / Nop10 (10
M) a été incubé en présence de (a) L7Ae (10 uM), (b) Garl (10 uM) et (c) L7Ae et Garl (10 uM chacune). (a)
Agrandissements (x 2) de l'intervalle de rapports m/z 2500-4000. (c) Agrandissements (x 4) de lintervalle de

rapports m/z 2500-5000. Ves = 1,7 kV ; Pesi = 0,6 psi ; Vc =80 V ; Pi = 6 mbar.

NB : Des stcechiométries d'interaction identiques ont été déterminées en présence d’'un exces de I'un
ou l'autre des partenaires et cela quel que soit I'ordre d’incubation des protéines dans le cas du

mélange quaternaire (figure 6c¢).
2.4.3) Interaction entre 'ARN guide et 'ARN cible

Dans I'objectif de vérifier I'existence d’une interaction directe entre les ARN, 'ARN guide Pab91 et sa
cible taPab91 ont été incubés et analysés en conditions non-dénaturantes, révélant ainsi la formation
d'un complexe de stoechiométrie 1:1 (figure 7c). Afin de s’assurer de la spécificité de ce complexe,
une expérience similaire a été réalisée en remplacant 'ARN guide Pab91 par 'ARN guide Pab21
servant de contrfle négatif. Le spectre de masse de la figure 7f indique I'absence de complexe,

confirmant ainsi la spécificité de reconnaissance de I'’ARN cible taPab91 par 'ARN guide Pab91. Ces



résultats sont en accord avec ceux de cristallographie montrant la formation d’'un complexe de

stoechiométrie 1:1 par appariement de bases entre I'ARN guide et 'ARN cible.** 2
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2+ 2+

M M
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Figure 7 : (a-c) Test d'interaction entre 'ARN guide Pab91 et 'ARN cible taPab91. (d-f) Test d'interaction entre
'ARN guide Pab21 et 'ARN cible taPab91l. (a-f) La concentration de chaque ARN a été fixée a 10 uM dans un
tampon NH4Ac 300 mM pH 7,5. Vesi = 1,7 kV ; Pgsi = 0,6 psi ; Vc =120 V ; Pi = 6 mbar.

2.4.4) Reconstitution du complexe entier

Plusieurs essais ont été réalisés afin de reconstituer le complexe entier contenant les quatre protéines
et les deux ARN, en variant pour cela les concentrations et I'ordre d’incubation des partenaires ainsi
gue les temps et températures d'incubation. Cependant aucune de ces tentatives n'a permis d’obtenir
des signaux exploitables. En effet, il a été constaté que I'ajout de la protéine Garl s’accompagne de
maniére inexpliquée d'une suppression du signal sur les spectres de masse, et cela quel que soit
'ordre d'incubation de la protéine. Une précipitation du complexe ou la formation d'agrégats est
potentiellement & envisager. Ces observations sont éventuellement a mettre en relation avec le rdle
mal défini de cette protéine au sein du complexe, ainsi que son comportement qualifié « d'intriguant »
dans la littérature.”® La question du rdle exact de Garl reste ainsi ouverte pour de futures

investigations.



Ainsi, la reconstitution progressive du complexe a été réalisée avec 'ARN guide Pab91, I'ARN cible
taPab91l ainsi que les protéines L7Ae, Cbf5 et Nopl0. Quel que soit I'ordre d’incubation de ces
partenaires, le complexe contenant un exemplaire de chacune de ces biomolécules a pu étre

reconstitué comme illustré sur la figure 8.
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5 3’
10+ g+  32020+1Da
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Figure 8 : Reconstitution progressive du complexe RNP a boite H/ACA. Les ARN et les différentes protéines ont
été incubés a 10 uM dans un tampon NH4Ac 300 mM pH 7,5. Vesi = 1,7 kV ; Pesj = 0,6 psi ; Vc =120V ; Pi=6

mbar.

Finalement, une derniére expérience a été réalisée en incubant '’ARN cible taPab91 en présence de
la protéine L7Ae et du complexe Cbf5 / Nop10. Le spectre de masse de la figure 9 indique gu’'aucun
complexe protéine / ARN cible n’est formé, confirmant ainsi le réle de « charpente » de I’ARN guide
Pab91l sur lequel viennent se greffer les différents partenaires du complexe RNP a boite H/ACA,

permettant ainsi a la réaction de pseudouridylation de 'ARN cible d’avoir lieu.
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Figure 9 : Test d'interaction entre I'ARN cible taPabh91 (10 uM), la protéine L7Ae (10 uM) et le complexe Cbf5 /
Nop10 (10 pM). Un phénomeéne de compétition entre les différents analytes au moment de I'ionisation nanoESI
est probablement a l'origine de I'absence de signal d’ARN. Ves; = 1,7 kV ; Pesi = 0,6 psi ; Vc =120V ; Pi= 6

mbar.
2.5) Bilan et discussion des résultats

En combinant les résultats des différentes expériences de MS supramoléculaire il est possible d'établir
le réseau d’interactions de la figure 10a et de le comparer avec les résultats de techniques
orthogonales. En effet, 'organisation fonctionnelle du complexe RNP a boite H/ACA a fait I'objet de

38, 39

nombreuses études faisant notamment appel a des techniques comme le retard sur gel, ou la

30-34, 36

cristallographie. La confrontation de ces résultats avec ceux de MS supramoléculaire met en

avant les points d’'accord suivants :

» Cbf5 / NoplO et L7Ae sont capables d'interagir directement et indépendamment avec

I'’ARN guide contrairement & la protéine Garl (cf. 2.4.1).%* %

» Tandis que L7Ae n’interagit avec aucune des autres protéines du complexe de maniéere
directe, c’est-a-dire en absence d’ARN guide,*® les protéines Cbf5, Nopl0 et Garl sont
capables de former un complexe ternaire  (cf. 2.4.2),%* *° permettant ainsi a la protéine Garl
d’étre incluse dans le complexe via des interactions protéine / protéine uniquement.39 Notons
cependant que la structure cristallographique de I'un des sous-complexes a mis en évidence
I'existence d'interactions entre L7Ae et NoplO,31 alors que ni les résultats de la présente
étude, ni ceux préalablement obtenus par retard sur gel n'ont permis de détecter cette
interaction,® suggérant ainsi qu’elle intervient probablement une fois les protéines fixées sur
I’ARN guide.

» L'ARN guide assure la spécificité de reconnaissance de I'ARN cible avec lequel il est

capable de former un complexe de stocechiométrie 1:1 méme en absence des différentes
41, 42

protéines (cf. 2.4.3).

» L’ARN guide joue un rdle central en recrutant les d  ifférents partenaires du complexe

(cf. 2.4.4). En effet, en plus des résultats de cristallographie allant dans ce sens,*® *" % il a été
montré qu'une absence d’ARN guide se traduit par une abolition de I'activité catalytique, et

cela en dépit de la présence des quatre protéines et de 'ARN cible.*
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Figure 10 : Bilan des résultats de MS supramoléculaire et comparaison avec les données de cristallographie.
36

30-34,

Ainsi, le bon accord avec les résultats préalablement obtenus a l'aide de différentes techniques
biophysiques démontre la possibilité d'étudier des réseaux d'interactions de complexes RNP, en
suivant pour cela par MS supramoléculaire la reconstitution progressive  de I'édifice biologique a

partir de ces composants purifiés individuellement.

3) CONCLUSION DE L’ETUDE

La stratégie de reconstitution progressive présentée dans ce chapitre apparait comme
complémentaire a celle ou le réseau d’interactions d’'un complexe entier est déterminé en suivant par
MS supramoléculaire la dissociation progressive de [I'édifice biologique en sous-complexes
provoquée soit en solution, soit en phase gazeuse (cf. Partie I, Chapitre Ill, 2.2.6).43'46 La

complémentarité des deux stratégies se situe a plusieurs niveaux :

» La stratégie par reconstitution progressive convien t davantage aux édifices
biologiques constitués d’'un nombre limité de parten aires (< 10). En effet, la purification
des différents constituants du complexe pris individuellement peut se révéler particulierement
laborieuse lorsque le nombre de partenaires augmente. Il est alors potentiellement plus
intéressant de procéder a une purification par affinité en tandem (TAP) du complexe entier,*”

“9 suivie d’une étude du réseau d'interactions par dissociation progressive du complexe.“s'46

» La stratégie par reconstitution progressive permet d’étudier le réseau d’interactions de
chacun des partenaires . En effet, avec la stratégie de dissociation progressive (cf. Partie |,
Chapitre 1ll, 2.2.6), le niveau d’information concernant le réseau d’interactions dépend de la
possibilité de générer suffisamment de sous-complexes ce qui peut constituer une limitation

de la stratégie dans certains cas. En revanche, avec la stratégie par reconstitution



progressive, il est possible de tester I'ensemble des combinaisons nécessaires a la mise en

évidence des interactions intermoléculaires au sein du complexe.

» La stratégie par reconstitution progressive permet de suivre la dynamique
d'assemblage . En effet, le fait de disposer des différents partenaires du complexe pris
individuellement offre la possibilité de suivre la cinétique de formation du complexe mais
également de déterminer l'ordre d'insertion des différents partenaires du complexe. Cette
possibilité n’a malheureusement pas pu étre illustrée dans I'exemple du complexe RNP a
boite H/ACA étant donné que les expériences menées par MS supramoléculaire ont montré

que le complexe entier (sans Garl) s’assemble en moins d'une minute a température

ambiante et cela quel que soit I'ordre d’'incubation des constituants du complexe.

» La stratégie par dissociation progressive pourrait permettre de détecter des
interactions n’existant qu'au sein du complexe enti er. En effet, il est possible que des
partenaires n'interagissent entre eux qu’une fois intégrés au complexe (ex : L7Ae et Nopl0
dans I'exemple présent). Ce type d'interaction échappe donc a la stratégie par reconstitution
progressive. Par contre, avec la stratégie par dissociation progressive du complexe, il semble
possible de détecter ce genre d'interactions a condition qu’elles soient suffisamment stables

pour ne pas étre immédiatement dissociées en solution ou en phase gazeuse.

En conclusion, la MS supramoléculaire offre une alternative inté ressante pour I'étude des

réseaux d'interactions au sein de complexes RNP . Plus particulierement, la rapidité d'analyse et
d’interprétation des résultats, la précision de la mesure de masse , ainsi que la consommation

modérée d’échantillon font de la MS supramoléculaire une technique tout a fait complémentaire de
la cristallographie, ainsi que du retard sur gel. De plus, en dehors d'une preuve de concept, le travail
présenté dans ce chapitre constitue une étape préliminaire permettant de définir la méthodologie a
suivre pour I'étude de complexes RNP a boite C/D pour lesquels nettement moins d’informations
structurales sont disponibles. Ces complexes s'apparentent au systeme H/ACA dans la mesure ou ils
font intervenir plusieurs protéines ainsi qu'un ARN guide afin d’assurer la modification d’ARN en
catalysant la 2’-O-méthylation de riboses.?” Ces complexes sont actuellement en cours d’étude dans
le laboratoire du Dr Christiane Branlant et feront tres prochainement I'objet d’une étude intégrant la
MS supramoléculaire, et plus particulierement la stratégie de reconstitution progressive présentée

dans ce chapitre afin d’étudier le réseau d'interactions des complexes RNP a boite C/D.
4) VALORISATION

Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet ont fait I'objet de la communication suivante :

» Communication par affiche : Atmanene C, Saliou JM, Manival X, Branlant C, Van
Dorsselaer A, Sanglier-Cianférani S. Etude par Spectrométrie de Masse Supramoléculaire de
la Reconstitution in vitro de particules RNP H/ACA. Sixiemes Rencontres de Figeac, 26

septembre au 1* octobre 2008, Figeac.



CONCLUSIONS

Le travail présenté dans cette partie a permis de réaliser les développements méthodologiques
nécessaires a I’extension du potentiel de la MS supramoléculaire pour I'analyse de complexes
protéine / ARN au sein du laboratoire. En effet, ces édifices biologiques présentent certaines
caractéristiques qui imposent des conditions de préparation des échantillons particuliéres, ainsi
gue des conditions instrumentales distinctes de celles couramment employées pour I'étude de
complexe de type protéine / ligand de petite taille. Deux points critiques ont ainsi été soulevés : (i)
I’échange de tampon qui présente une difficulté plus importante dans le cas des ARN que dans le
cas des protéines, et (ii) le choix du tampon et plus particulierement de la force ionique qui influence
fortement la stabilité des complexes protéine / ARN. Par ailleurs, il faut encore rappeler que les
complexes protéine / ARN sont relativement stables en phase gazeuse en raison de I'existence de
nombreuses interactions électrostatiques et sont par conséquent particulierement bien adaptés a

I'analyse par MS supramoléculaire.

Le potentiel de la MS supramoléculaire a ensuite été illustré au travers de différents exemples traitant
de protéines et de complexes RNP intervenant dans la modification des ARN. Ainsi, il a non
seulement été possible de déterminer des stcechiométries d’interaction de complexe protéine /
ARN, de vérifier la spécificité de reconnaissance entre protéines et ARN, mais également
d’étudier I'influence de petites molécules sur la stabilité de tels édifices. De plus, en mettant a
profit les possibilités d’automatisation des expériences nanoESI sur puce microfluidique, il a été
possible de proposer et d'évaluer le potentiel d'une stratégie de reconstitution progressive de
complexes RNP pour I'étude du réseau d’interactions entre les protéines et les ARN constituant ce
type de complexes. Finalement, au travers de ces différents cas d'étude, il a été possible de
confronter le potentiel de la MS supramoléculaire a celui de technigues biophysiques, telles que la
cristallographie ou le retard sur gel, mettant ainsi en avant la complémentarité de la MS

supramoléculaire pour I'étude des interactions protéine / ARN.

Pour terminer, il faut noter que ces travaux ouvrent des perspectives particulierement intéressantes
vers I'étude du réseau d'interactions d’'édifices biologiques plus complexes, contenant un nombre
important de partenaires en interaction, ou encore le suivi de la dynamique d'échange de protéines

impliquées au sein de complexe protéine / ARN.
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CHAPITRE |

Synapt HDMS - Principe, Evaluation et Mise en (Euvre du
Couplage Spectrométrie de Mobilité lonique / Spectrométrie
de Masse pour I'Etude de Protéines et de Complexes Intacts

Dans ce chapitre consacré au couplage entre la spectrométrie de mobilité ionique et la spectrométrie
de masse, nous détaillerons tout d’abord le principe de fonctionnement du Synapt HDMS. Puis, apres
avoir présenté les développements méthodologiques réalisés au cours de ce travail de thése,
quelques exemples d'applications seront décrits afin d'illustrer le potentiel de cette nouvelle

technologie pour la caractérisation de protéines intactes et de complexes non-covalents.



1) INTRODUCTION A LA SPECTROMETRIE DE MOBILITE IONIQUE (IMS)

La spectrométrie de mobilité ionique (IMS) regroupe I'ensemble des techniques qui sont basées sur la
séparation d’analytes en phase gazeuse en fonction de leur mobilité ionique, c’est-a-dire de leur
vitesse de déplacement au sein d'un gaz (ex: He, N,) lorsqu'ils sont soumis a Il'effet d'un champ
électrique. La mobilité d’'un ion en phase gazeuse dépend essentiellement de sa charge et de sa
section efficace, c’est pourquoi on retrouve une certaine analogie entre I'MS et I'électrophorése
capillaire. En se basant sur la possibilité de séparer des ions en fonction de leur mobilité en phase
gazeuse, les développements instrumentaux réalisés durant les vingt derniéres années ont conduit &

la conception de différents types de cellules de mobilité :

» Les cellules de type DTIMS (Drift-time IMS) : le principe de ces cellules consiste a
soumettre les ions a un faible champ électrique et de mesurer le temps (drift time) mis pour
traverser un « bain de gaz ».! Plus la mobilité d'un ion sera grande, plus rapidement il arrivera
au détecteur (figure 1a). Son fonctionnement présente ainsi une certaine analogie avec celui

des analyseurs TOF. Il s’agit des cellules les plus couramment utilisées.?

» Les cellules de type AIMS (Aspiration IMS): dans le cas de ces cellules, les ions
transportés par un flux laminaire de gaz sont soumis a un champ électrique perpendiculaire
provoquant leur déflection sur un détecteur (figure 1b). Pour un champ électrique donné, plus
la mobilité d’'un ion sera faible, plus long sera le trajet parcouru au sein de la cellule avant
d'atteindre le détecteur. ® L'utilisation d’'un détecteur segmenté permet de déterminer la
longueur du trajet parcouru (figure 1b)."® Une autre alternative consiste & balayer le champ

électrique afin de dévier tour & tour les ions de différentes mobilités sur un détecteur unique.®

» Les cellules de type FAIMS (Field Asymmetric IMS) : également appelées DMS pour
differential mobility spectrometer, ces cellules sont composées de deux électrodes entre
lesquelles circule un flux de gaz transportant les ions. Ces derniers sont alternativement
soumis a un champ électrique intense de courte durée, puis a un champ électrique faible de
durée plus longue (figure 1c).? En fonction de leur différence de mobilité entre champ fort et
champ faible, les ions vont subir une déflection vers les électrodes.” * ° L'application d'un
« voltage de compensation » spécifigque a des ions de mobilit¢é donnée, permet de
contrebalancer cette déflection et d’'assurer leur transmission au travers de la cellule de
mobilité. En balayant différentes valeurs de voltage de compensation, il devient possible de

1, 2, 4 5

filtrer les ions en fonction de leur mobilité. Le fonctionnement de cette cellule

s'apparente ainsi en quelque sorte & celui d’'un quadrupdle.”

> La cellule de type TWIMS (Travelling Wave IMS) : il s'agit de la cellule de mobilité dont est
équipé le Synapt HDMS et qui est décrite en détail ci-dessous. En quelques mots, les ions
sont séparés en fonction de leur vitesse de déplacement au sein d'un gaz sous l'effet du
champ électrique crée par des impulsions de potentiel appliguées successivement sur les

différentes lentilles composant un guide d'ions de type SRIG (figure 1d).
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Figure 1 : Principe de fonctionnement de différentes cellules de mobilité ionique. (a) Cellule de type Drift Time
IMS. (b) Cellule de type Aspiration IMS, adapté d’'apres 3, (c) Cellule de type Field Asymmetric IMS, adapté

d'aprés °. U(t) correspond a la tension alternative. (d) Cellule de type Travelling Wave IMS, adapté d'apres °.

Alors que la cellule de type DTIMS est la plus résolutive et la seule permettant de déterminer la
section efficace des ions de maniére directe, elle présente le désavantage d'étre peu sensible,
notamment en raison de son fonctionnement cyclique qui nécessite un échantillonnage des ions,’
mais également a cause de la perte des ions par diffusion radiale lors de I'analyse. Les cellules AIMS
et FAIMS sont compatibles avec l'analyse des ions en flux continu (sans échantillonnage) et
bénéficient de ce fait d’'une meilleure sensibilité, mais leur résolution reste par contre inférieure aux
cellules DTIMS. Finalement, la cellule TWIMS du Synapt HDMS est la moins résolutive des quatre,2
mais présente une bonne sensibilité notamment grace a la capacité de confinement des ions dans le
SRIG qui limite les pertes par diffusion radiale. De plus, cette cellule permet de déterminer la section
efficace des ions en procédant pour cela a un étalonnage a I'aide d'analytes dont la section efficace a
préalablement été déterminée par DTIMS.’

NB : La résolution d'une cellule de mobilité représente sa capacité a séparer des ions ne présentant
gu’une faible différence de mobilité. Dans le cas des cellules DTIMS et TWIMS, la résolution peut étre
quantifiée par la distribution des temps d’'arrivée au détecteur, en calculant pour cela le rapport entre
le temps au maximum du pic et sa largeur a mi-hauteur. A titre comparatif, la résolution de la cellule
TWIMS du Synapt HDMS est de quelques unités alors que celle des cellules DTIMS est de plusieurs

dizaines voire centaines d'unités.?



Quatrieme Partie : Mobilité lonique en MS Supramoléculaire

2) LE SYNAPT HDMS - FONCTIONNEMENT DETAILLE

Une bréve présentation du Synapt HDMS a été réalisée dans la premiére partie de ce manuscrit (cf.
Partie |, Chapitre 1l, 4.3). Afin de décrire plus en détail le fonctionnement de cet instrument en mode
« mobilité ionique », nous proposons de reprendre le schéma général du spectrométre de masse

comme support de discussion pour les prochains paragraphes (figure 2).

Triwave™
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Figure 2 : Représentation schématique du Synapt HDMS (Waters).
2.2) Principe de fonctionnement de la cellule Triwave™

La cellule Triwave correspond a la région de l'instrument dans laquelle est réalisée la séparation des
analytes en fonction de leur mobilité ionique. Cette cellule est composée de trois guides d’'ions de type
SRIG, respectivement nommés Trap, IMS et Transfer (figure 3). Ces guides d’ions sont constitués de
lentilles annulaires dont I'épaisseur est de 0,5 mm, le diamétre interne de 5 mm et I'espacement de
1,5 mm.? Elles sont au nombre de 66 pour les guides d'ions Trap et Transfer, tandis que la cellule IMS
en compte 122 sur une longueur totale de 185 mm.® Alors que les guides Trap et Transfer sont
alimentés en argon pour pouvoir jouer le role de cellules de collision, le guide d'ions IMS se trouve
dans un espace confiné permettant de 'alimenter indépendamment en azote lors des expériences de

mobilité ionique.

Transfer

Arrivée des
ions du
quadrupdle

Electrodes annulaires

Figure 3 : Photographie de la cellule Triwave ™ du Synapt HDMS
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Au sein de la cellule Triwave, le guide d’'ions Trap a pour role d’échantillonner les ions arrivant en flux
continu du quadrupdle, afin de permettre leur séparation dans la cellule IMS qui, elle, fonctionne par
cycles d’analyse. Aprés séparation dans la cellule IMS, les ions entrent finalement dans le guide

d’ions Transfer, qui permet de les transmettre vers I'analyseur TOF tout en conservant leur séparation.

Dans ces trois guides, les ions sont soumis a un potentiel radiofréquence auquel est superposée
une impulsion de potentiel qui se déplace de paire de lentilles en paire de lentilles. Alors que la
radiofréquence permet de confiner les ions au sein des guides d'ions et donc de limiter les pertes par
diffusion radiale (cf. Partie |, Chapitre IlI, 3.2.3), Iimpulsion de potentiel crée une «vague » qui
« draine » les ions vers la sortie du guide, assignant a cette cellule le nom de « travelling wave ion

mobility spectrometry» (TWIMS).B' o

Pour séparer les analytes en fonction de leur mobilité ionique, les ions sont accélérés entre les guides
Trap et IMS grace a la tension Trap Bias et pénétrent ensuite dans la cellule IMS ou regne une
pression d’'azote de I'ordre de 0,2-0,9 mbar. Sous l'effet des collisions avec les molécules de gaz
les ions entrainés par les vagues de potentiel vont étre ralentis différemment selon leur

mobilité et plus particulierement en fonction de leur section efficace et de leur charge :

» Pour un état de charge donné , les ions de structure compacte seront peu ralentis et
pourront « surfer » sur la premiére vague, alors que ceux ayant une structure étendue seront
suffisamment ralentis pour subir des mouvements de « roll over » qui consistent a passer de
la vague n a la vague n+1, engendrant ainsi un retard dans les temps d'arrivée (figure 4).
Ainsi, a charge égale, le temps mis par un ion pour traverser la cellule | ~ MS augmente

quand sa section efficace augmente

» Pour des ions de section efficace identique , plus la charge de I'ion sera importante, plus il
sera accéléré sous l'effet du champ électrique et moins de mouvements de « roll over » il
subira (figure 4). Ainsi, a section efficace identique, le temps mis par un ion pour traverser
la cellule IMS diminue quand sa charge augmente

Impulsion de potentiel
v

J\O.'.O —
O\ 00 — Mobilité ionique :
o °® e > O > O
(@)
2 :
«Roll over »|D\e® — o)

O O o, —>
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B\« Roll over »[@Q\o — D\ L cmesdamves |
3 . e =0 >0
©) /\O . /\. _ ; Etat de charge : e :
A /®\O Q? L o\ ! Section efficace: © < O = O !
7 13

Temps de cycle IMS

1

19
Ne°de paire de lentilles dans la cellule IMS

Figure 4 : Séparation des ions dans la cellule IMS. Les chiffres encerclés correspondent aux vagues de

potentiel successives qui sont espacées de 5 paires de lentilles au sein du guide d'ion SRIG.?



2.3) Le couplage mobilité ionique / spectrométrie de masse, une question de « timing »

Le couplage entre spectrométrie de mobilité ionique et spectrométrie de masse nécessite de pouvoir
mesurer le temps de passage des ions dans la cellule IMS appelé « drift time » (information de
mobilité), ainsi que leur temps de vol dans I'analyseur TOF (mesure du rapport m/z). Dans le cas du
Synapt HDMS, la cellule IMS et I'analyseur TOF fonctionnent de maniéere synchronisée de sorte

a pouvoir accéder simultanément a ces deux informations avec un unique détecteur.

Pour comprendre la maniére dont ces deux analyseurs sont synchronisés, il est important de préciser
gu'un cycle d’analyse de la cellule IMS s’étale sur une durée de 5 a 40 ms alors que le temps de cycle
de I'analyseur TOF dure entre 30 et 200 ps. Compte tenu de cette différence d’échelle de temps, le
Synapt HDMS réalise 200 cycles d’analyse du TOF par cycle d’analyse de la cellule IMS.°
L'information de rapport m/z est obtenue de maniére habituelle par mesure du temps de vol dans
'analyseur TOF, tandis que I'information de drift time d’un ion en sortie de la cellule IMS est obtenue
en multipliant la durée d’'un cycle TOF par le nombre de cycles TOF réalisés depuis I'injection des ions
dans la cellule IMS. Par exemple, pour un temps de cycle du TOF de 100 ps, un ion arrivant dans le
125°™ cycle TOF aura un drift time de 100 x 125 = 12500 us = 12,5 ms. Lorsqu'un cycle IMS est
achevé au bout de 200 cycles TOF (la valeur de 200 est un paramétre fixe sur le Synapt HDMS), un
nouveau paquet d’'ions est envoyé dans la cellule IMS et le comptage des cycles TOF reprend a zéro
(figure 5). Le signal est ainsi accumulé pendant une durée de I'ordre de la seconde correspondant a la

valeur du « scan time » définie par I'utilisateur (figure 5).

Cycle TOF
(tor = 30-200 ps)

L I 1 O Y Y Y 2 T A
'va’bv%fo’\//'éb(\?g " N v e w6 o A S cycles TOF
Cycle IMS (tys = 200 x t;oe =5 — 40 ms) Cycle IMS (tys = 200 x t;or =5 — 40 ms)

Scan Time (1-45s)

Figure 5 : Comparaison de la durée des cycles d’analyse du TOF (tror), de I'IMS (tiss) et du scan time.

NB : Pour obtenir une estimation plus précise du temps mis par un ion pour traverser la cellule IMS, il
convient de retrancher le temps requis par l'ion pour étre transféré de la sortie de la cellule IMS
jusgu’au détecteur. Ce temps reste généralement inférieur a 1 ms et la maniére de I'évaluer sera

exposée dans la suite du chapitre (cf. 3.2).
2.4) Représentation des données

Le graphigue représentant le rapport m/z des ions en fonction de leur drift time porte le nom de
« driftscope » (figure 6a). L'intensité relative de chaque espéce est quant a elle représentée par un

code couleur. La projection des données sur I'axe des ordonnées permet de produire un spectre de




masse conventionnel (figure 6b), tandis que la projection des données sur I'axe des abscisses conduit
a I'obtention d'un graphique représentant l'intensité du signal en fonction du drift time : ce graphique

porte le nom de « mobilogramme » par analogie avec un chromatogramme (figure 6c).

De maniére intéressante, comme pour un chromatogramme il est possible d'extraire une partie des
données figurant sur le driftscope. A titre d’exemple, les spectres de masses de la figure 6b ont été
obtenus en projetant sur I'axe des ordonnées, soit la totalité du driftscope (spectre de masse du haut),
soit les régions @ et @ délimitées par la ligne en pointillés sur le driftscope. De la méme maniére, par
projection du driftscope sur I'axe des abscisses (figure 6c¢), il est possible d’obtenir un mobilogramme
d’ensemble (mobilogramme du haut), ou alors de ne sélectionner qu’'un état de charge particulier pour
en extraire le mobilogramme. L'utilité de ces outils qui permettent de « décortiquer » les driftscopes

sera illustrée dans la suite du chapitre.

a) « Driftscope » b) Spectres de masse c) « Mobilogrammes »
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Figure 6 : Représentation des données d’'IM-MS. Analyse d’une solution de cytochrome C bovin a 2 uM dans un

mélange eau / acétonitrile / acide formique 50/50/1.

3) MISE EN GEUVRE EXPERIMENTALE EN MS SUPRAMOLECULAIRE

3.1) Optimisation des parameétres instrumentaux
3.1.1) Paramétres de séparation des ions dans lace llule IMS

Lorsque les ions sont dans la cellule IMS, ils sont d’'une part soumis aux vagues de potentiel les
propulsant vers la sortie et d’autre part aux collisions avec les molécules de gaz, qui elles, ont pour
effet de freiner les ions dans leur progression. Ainsi, les parameétres instrumentaux qui influencent

directement le drift time des ions sont :

» La pression de gaz dans la cellule IMS (Pus) : lorsque la pression d’azote augmente, la
fréquence des collisions augmente et les ions sont davantage ralentis. Ainsi, le drift time

d’un ion augmente lorsque la pression augmente (figure 7a).



La hauteur de la vague de potentiel (IMS WH — IMS wave height) : lorsque I'amplitude de
I'impulsion de potentiel augmente, la probabilité pour un ion d'effectuer des mouvements de
roll over diminue. Par conséquent, le drift time d’un ion diminue lorsque la hauteur de la

vague augmente (figure 7b).

La vitesse de la vague de potentiel (IMS WV — IMS wave velocity) : lorsque la vitesse de la
vague augmente, il est possible de produire un plus grand nombre de vagues par intervalle
de temps (plus grande fréquence), augmentant de ce fait le nombre de mouvements de roll
over qu’un ion peut réaliser au cours d’'un cycle de séparation dans la cellule IMS. Ainsi, le

drift time d’un ion augmente lorsque la vitesse de lavague a  ugmente (figure 7c).
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Figure 7 : Evolution du drift time de I'ion +8 de la myoglobine de cceur de cheval analysée a 5 uM dans un

tampon NHsAc 50 mM pH 6,8 en fonction (a) de la pression dans la cellule IMS, (b) de la hauteur de la vague de

potentiel et (c) de la vitesse de la vague de potentiel. 1 cycle TOF correspond a 100 us de drift time.

Pour chaque type d'échantillon, il convient d’optimiser ces parameétres simultanément de sorte a

respecter les critéres suivants :

Premiérement, il faut que « I'élution » des ions soit suffisamment lente pour éviter qu'ils ne
sortent dans le « front d’élution » empéchant ainsi leur séparation en fonction de leur mobilité
ionique (figure 7 — mobilogrammes du haut). Il s'agit pour cela de diminuer la hauteur de

vague et d’'augmenter la pression d'azote ainsi que la vitesse de vague.

Deuxiemement, il faut que « I'élution » des ions soit suffisamment rapide pour éviter que les
ions du n-ieme cycle IMS ne sortent de la cellule de mobilité lors du cycle n+1 (figure 7 —
mobilogrammes du bas). Il s’agit pour cela d’'augmenter la hauteur de vague et de diminuer la

pression d’azote ainsi que la vitesse de vague.



En résumé, I'optimisation des parameétres Pys, IMS WH et IMS WV consiste a trouver le meilleur

compromis entre séparation des ions et rendement de fonctionnement de la cellule IMS . Dans
le cas d'analyses ou I'écart de mobilité ionique entre les différents analytes est important, il est
possible d'utiliser une rampe permettant d’augmenter progressivement la hauteur de la vague ou de
diminuer progressivement sa vitesse afin d’obtenir a la fois une séparation satisfaisante des analytes

de faible et de haute mobilité ionique.

3.1.2) Paramétres de désolvatation et de transmissi  on des ions

Un nombre croissant de publications suggére que la conformation native d’'une protéine peut étre

maintenue en phase gazeuse pendant le temps d'une analyse IM-MS, a condition cependant

d’appliquer des conditions expérimentales suffisamment douces.” ****

Dans le cas du Synapt HDMS,
les expériences d’'IM-MS conduites sur des protéines natives ou des complexes non-covalents
nécessitent de procéder a une optimisation rigoureuse des tensions d'accélération situées en

amont de la cellule IMS , c’est-a-dire les tensions Vc, Trap CE et Trap Bias (figure 2).
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Figure 8

. Influence des tensions (a) Vc, (b) Trap CE et (c) Trap Bias sur lintégrité du complexe héme /

myoglobine dilué & 5 uM dans un tampon NHsAc 50 mM pH 6,8. Les mobilogrammes correspondent a la
distribution des temps d’arrivée de I'ion +8 du complexe. Les spectres de masse en insert correspondent a un

agrandissement des états de charge +8, +7 et +1, du complexe, de la protéine libre et de I'héme, respectivement.

Ces trois tensions ont un effet qualitativement identique sur I'intégrité structurale des protéines natives
et des complexes non-covalents en phase gazeuse. La figure 8 illustre leur influence sur un complexe
héme / myoglobine. Alors que le complexe reste intact pour une augmentation modérée de ces
tensions (figure 8 — spectres de masse du milieu), il est possible de constater un élargissement de la
distribution des temps d’arrivée qui se déplace vers les hautes valeurs de drift times et qui devient

méme multimodale dans certains cas. Cette observation indique que les conditions expérimentales



sont suffisamment énergétiques pour engendrer une dénaturation partielle du complexe en phase
gazeuse qui adopte alors différentes conformations (distributions des temps d'arrivée larges et
multimodales) qui sont plus étendues que la conformation initiale (décalage vers les hautes valeurs de
drift times).ll' 1416 En poursuivant 'augmentation des tensions d'accélération (figure 8 — spectre de
masse du bas), la dénaturation du complexe s’accentue comme en atteste le décalage de la
distribution des temps d'arrivée vers les hautes valeurs de drift times, et on note en plus la présence
de la protéine libre et de I'heme qui témoigne de la dissociation partielle du complexe. Cet exemple
illustre la nécessité d’employer des conditions de transmission des ions les plus douces

possibles afin de préserver la conformation des bio molécules en phase gazeuse : il s’agit la
d'une condition sine qua non pour pouvoir estimer la section efficace de biomolécules dans des

conditions non-dénaturantes.
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Figure 9 : Influence des tensions Trap CE et Transfer CE sur la désolvatation et l'intégrité structurale des
complexes non-covalents. Analyse de Trml a 10 pM en tétrameére dans un tampon NH4sHCO3; 200 mM pH 8,0. Les

mobilogrammes représentent la distribution des temps d’arrivée de I'état de charge +26 du tétramere de Trml.

Il est cependant important de mentionner que comme dans le cas du LCT (cf. Partie I, Chapitre lll,
1.2), I'application de tensions d’accélération trop faibl es en amont de la cellule IMS détériore

considérablement la transmission et la désolvatatio n des ions . La stratégie d’optimisation, qui a
ainsi été mise en ceuvre durant ce travail de these, consiste a réduire les tensions d'accélération
situées avant la cellule IMS (Vc, Trap CE et Trap Bias) aux valeurs minimales qui permettent encore
d’'assurer un niveau de transmission suffisant . Puis, I'application d'une tension d'accélération
Transfer CE suffisamment élevée permet alors d’améliorer la désolvatation des ions sans affecte  r
la mesure de drift time . En effet, la figure 9 compare l'influence des tensions Trap CE et Transfer CE
qui se situent respectivement avant et apres la cellule IMS. Dans cet exemple, I'emploi de tensions
trop faibles conduit premiérement a un spectre de masse présentant des pics relativement larges,

témoignant d’'une désolvatation insuffisante (figure 9a). Ensuite, en accélérant premierement les ions



dans le guide Trap (avant la cellule IMS), les pics saffinent (meilleure désolvatation), mais la
distribution des temps d'arrivée est décalée vers les hautes valeurs de drift times indiquant un
changement de conformation du complexe provoqué par des collisions énergétiques avec les
molécules de gaz (figure 9b). En revanche, en augmentant la valeur de tension Transfer CE qui se
situe apres la cellule IMS, il est possible de conserver le méme effet bénéfique sur la désolvatation

sans pour autant affecter la mesure de drift time (figure 9c).

NB : Concernant les pressions autres que celle appliquée dans la cellule de mobilité ionique, I'effet est
tout a fait comparable a celui de la pression dans la premiére zone de pompage du LCT (Pi) : des
pressions plus élevées dans l'interface (backing pressure - bP) et dans les guides d’ions Trap et
Transfer (Prap = Pransters figure 2) favorisent non seulement le maintien des interactions faibles en

phase gazeuse mais assurent également une meilleure transmission des ions de hauts rapports m/z.
3.2) Mesure de la section efficace des ions
3.2.1) Correction du drift time

Comme cela a précédemment été mentionné dans ce chapitre, I'estimation exacte du temps de
passage dans la cellule IMS nécessite de tenir compte du temps mis par les ions pour aller de la sortie
de la cellule de mobilité jusqu'au détecteur. Ce temps, généralement inférieur a 1 ms, est la somme

de trois contributions qu’il est possible d'évaluer et de retrancher au drift time total :

» Le temps mis par l'ion pour traverser le guide d’'ions Transfer: en absence de
mouvements de roll over, I'ion voyage a la vitesse de la vague (Transfer WV) qui est un
parametre expérimental connu, tout comme la longueur du guide d’ions Transfer (L = 10 cm).

Le temps passé dans la cellule de Transfer est alors donné par I'équation (8) :’

L

t - =
T Transfer WV 8)

» Le temps mis par I'ion pour aller de la sortie du guide d’ions Transfer jusqu’au pusher
du TOF : ce temps est fonction du rapport m/z des ions et d'une constante instrumentale ¢

qui est égale & 1,54 dans notre cas. Ce temps en ms est donné par la relation (9) :’

Jm/z

t =CX— 9
Transfer—Pusher 1000 ( )

» Le temps de vol de I'ion dans I'analyseur : ce temps est déduit d’'une régle de trois tenant
compte de la relation qui lie le temps de vol d’'un ion a la racine carrée de son rapport m/z (cf.

Partie I, Chapitre 11, 3.3). Ce temps en ms est donné par la relation (10) :

/ m/z
tTOF = 0,044 X % (10)



3.2.2) Courbe d'étalonnage

Dans une cellule de mobilité conventionnelle de type DTIMS, la mobilité d’'un ion, notée K, est définie
par le rapport entre sa vitesse dans la cellule (v4) et le champ électrique (E) auquel il est soumis
(équation (11)). Cette grandeur est généralement normalisée selon la température et la pression pour

étre rapportée en termes de mobilité réduite K, (équation (12)).*

I
_E_t x E (11)

d

K

P _ 27315 L P _ 27315
KO:KX—X—: X— X ——— (12)
760 T t,xE 760 T

K : mobilité (m2Vv™'.s™)

Ko : mobilité réduite (m2Vv™'.s™)

Vq : vitesse de dérive (m.s™)

E : champ électrique (V.m™)

P : pression dans la cellule de mobilité (Torr)

T : température (K)

L : longueur de la cellule de mobilité ionique (M)
tq : drift time (S)

D’autre part, I'équation de Mason-Schamp permet d’'établir un lien entre la mobilité réduite d’un ion et

sa section efficace :**

_3xexz_ |27 [ 1 1} 1
Ko = X

= x + X — (13)
16N kT (M M Q

gaz ion

Q : section efficace (m?)

N : densité de nombre du gaz (m™)
e : charge de I'électron (C)

k : constante de Boltzmann (J.K™)
M : masse molaire (kg.mol'l)

z : nombre de charges de l'ion

En combinant les équations (12) et (13), on obtient I'équation (14) dans laquelle les seuls parametres
qui ne soient ni des constantes physiques (e, ky, 1), ni des parametres expérimentaux (N, T, P, Mga;,
L, E) sont la charge de I'ion, sa masse ainsi que son drift time, qui peuvent tous trois étre déduits des
mesures effectuées. Cette relation permet alors d’estimer la section efficace des ions analysés dans

une cellule de mobilité de type DTIMS.”

(14)

k,T M L

3 _ T _760 [2m 1 1 zxt,xE
Q0=—"x X — X + X
16N 27315 P Mg M



Dans le cas de la cellule TWIMS du Synapt HDMS la relation (14) n’est pas directement applicable
sous cette forme, car d’'une part le champ électrique n’est pas constant, et d’autre part, la longueur
parcourue par un ion dépend du nombre de mouvements de roll over qu'il effectue au cours de
son trajet. Ces deux grandeurs ne peuvent pas étre déterminées dans I'état actuel des connaissances
concernant le fonctionnement de la cellule TWIMS.'® Par conséquent, I'évaluation des sections
efficaces est réalisée a partir de courbes d’étalonnage obtenues a l'aide d'ions dont la section efficace
a préalablement été déterminée par DTIMS.™ Dans les études concernant les édifices protéiques,
I'étalonnage est réalisé en analysant I'ubiquitine bovine (8565 Da), le cytochrome C bovin (12359 Da)
et la myoglobine de cceur de cheval (16952 Da) en conditions dénaturantes afin d’obtenir un nombre

71920 'talonnage n’est cependant pas

élevé d'états de charge et donc de points d'étalonnage.
trivial. Pour cela les étalons sont tout d'abord analysés dans des conditions instrumentales
strictement identiques a celles utilisées pour les échantillons d'intérét, puis, les courbes

d’étalonnage sont établies en procédant a différentes étapes de calcul.

Premierement, en considérant les parametres expérimentaux N, T et P constants entre la mesure de

drift time de I'analyte d'intérét et celle de I'analyte étalon, on définit Q' & partir de la relation (14) :

Q'= 2 _axtexE
Zx ! +i - (15)
Mgaz Mion

3e T 760 |27
N (16)

A : =—X
vee 16N 27315 P \kT

De cette maniere, a partir des mesures de I'échantillon étalon, il est possible d’obtenir une relation du
type Q’ = f(t;) ol ty correspond au drift time corrigé (cf. 3.2.1). Les résultats expérimentaux ont permis

de montrer que cette relation peut étre ajustée par une fonction de type puissance :” 20
Q'=axt (17)
D'ou : In(Q') = In(a)+bxIn(t,) (18)

D’aprés la relation (18), le tracé de la droite In(Q’) = f(In(td)) permet de déterminer les paramétres a et
b, ou a est un facteur correctif de la température, et b est un facteur correctif de la non-linéarité de la
cellule de mobilité.?° Lorsque les paramétres a et b ont été déterminés, la droite d'étalonnage est

finalement obtenue en combinant les équations (15) et (17) :
Q=axt,’ (19)

Avec

Connaissant la masse, la charge et le drift time d’'un ion d'intérét, il est alors possible de calculer la

valeur de t;’ et d’évaluer sa section efficace a partir de la relation (19).



3.2.3) Comparaison avec les données structurales de cristallographie et de RMN

La section efficace d’'une molécule peut étre déterminée a partir des données structurales obtenues
par cristallographie et par RMN. Dans le cadre de ce travail de thése, 'ensemble des calculs de
section efficace ont été réalisés a l'aide du programme MOBCAL mis en ligne par I'équipe de

2t 22 auquel nous avons apporté les modifications proposées par Ruotolo et coll.” En quelques

Jarrold,
mots, ce programme se base sur les coordonnées tridimensionnelles de la molécule dont il estime la

section efficace a I'aide de trois méthodes :

» La méthode « Projection Approximation » (PA) : cette méthode calcule la section efficace
en moyennant 'aire de la molécule projetée sur un plan sous différentes orientations. Cette
méthode est rapide mais a tendance a sous-estimer la valeur de section efficace pour des

ions de grande taille tels que des protéines ou des complexes biologiques.*®

» La méthode « Trajectory Method » (TM): cette méthode fournit les estimations les plus
fiables car elle integre I'ensemble des interactions ayant lieu entre les ions et les molécules
de gaz. Cependant, elle nécessite un grand nombre d'itérations demandant ainsi plusieurs
jours de calcul pour une protéine de taille moyenne (30 kDa).lS' 238

» La méthode « Exact Hard Sphere Scattering » (EHSS) : cette méthode tient compte d’'une
partie des interactions entre les ions et les molécules de gaz dans les limites du modéle des
spheres dures. L'écart des estimations avec la méthode TM n’est que de quelques % et les
calculs peuvent étre réalisés en quelques heures : cette méthode offre donc le meilleur

compromis pour la détermination de la section efficace de biomolécules.

L'estimation de la section efficace a l'aide de ces différentes méthodes permet de disposer de
« valeurs de référence » qui sont utiles d’'une part pour vérifier la fiabilité de la courbe d’'étalonnage, et
d’'autre part pour s’assurer que les parametres instrumentaux préalablement optimisés permettent
bien de préserver la conformation des biomolécules lors de I'analyse en phase gazeuse. En cas
d’indisponibilité des coordonnées tridimensionnelles d’'une protéine, il est possible de réaliser une
estimation grossiére de sa section efficace a partir de sa masse, en utilisant pour cela la relation

proposée par Ruotolo et coll :’

Q=2435x M7 (20)

Cette relation issue d'une modélisation de données de sections efficaces disponibles dans la

littérature, est valable uniquement pour des ions de conformation sphérique.’



4) EXEMPLES D’APPLICATIONS EN MS SUPRAMOLECULAIRE

4.1) L'IMS en tant que technique séparative pour le  « nettoyage » des spectres de masse

En discriminant les ions en fonction de leur mobilité, la cellule IMS du Synapt HDMS offre une
dimension de séparation supplémentaire et orthogona le a la chromatographie liquide qui est
couramment utilisée en couplage avec la MS. Dans I'exemple de la figure 10, la protéine a subi un
échange de tampon et a directement été infusée sans étape de séparation supplémentaire. Le spectre
de masse obtenu en combinant I'intégralité des données du driftscope correspond a celui qui aurait
été obtenu dans le cas d’'une analyse MS conventionnelle (figure 10b). On y détecte la protéine JAM-
A comme attendu, avec I'existence cependant d’un important bruit de fond dans la gamme de rapports
m/z 500-1500 indiquant la présence de contaminants. De maniére intéressante, les ions responsables
de ce bruit de fond présentent une mobilité différente de celle de la protéine et peuvent donc étre
extraits du driftscope (figure 10a). En combinant de cette maniere les régions @ et @ du driftscope on
obtient un spectre de masse exempt de ce bruit de fond et qui laisse apparaitre une seconde protéine
(figure 10c). En effet, en isolant la région @, le spectre de masse obtenu met en évidence la présence
d'une seconde protéine de masse plus élevée (figure 10d). Concernant finalement les contaminants,
le spectre de masse correspondant a la région @ du driftscope présente des pics séparés de 44 Da,
caractéristiques de polyméres comportant un motif éthylene glycol ((-CH,-CH,-O-),) tels que le
polyéthylene glycol (PEG). En résumé, le « nettoyage » du spectre de masse en utilisant I'IMS
comme technique de séparation en amont de I'analyse MS a permis d’'identifier et d’extraire les

impuretés du mélange, révélant ainsi la présence d’'une protéine copurifiée faiblement abondante.
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Figure 10 : Exemple d’utilisation de la cellule IMS du Synapt HDMS en tant que technique séparative. La protéine
JAM-A a été diluée a 2 uM dans un mélange eau / acétonitrile / acide formique 50/50/1. (a) Driftscope. (b)
Spectre de masse obtenu en combinant I'intégralité du driftscope. (c-e) Spectres de masse obtenus en combinant

les données du driftscope situées (c) dans les régions @ et @, (d) dans la région @ et (e) dans la région ®.



4.2) Le suivi des changements conformationnelsen s olution

L'une des applications potentielles de la mobilité ionique qui semble particulierement intéressante en
MS supramoléculaire consiste a suivre les changements conformationnels des biomolé cules
sous l'effet d’'une modification des conditions de tampon ou encore lors de la fixation d’'un ligand. Pour
illustrer ce type d'applications, des expériences ont été réalisées a l'aide de la protéine AR DBD qui
contient deux doigts de zinc connus pour leur réle structurant sur les protéines (figure 11). Alors que la
protéine sous sa forme holo (en complexe avec le zinc) est détectée sous deux états de charge (figure
11a), la protéine apo (sans le zinc) affiche une distribution plus large des états de charge suggérant
une structure plus étendue en absence de zinc (figure 11b). De maniére intéressante, I'ajout de zinc a
la protéine apo permet de retrouver une conformation compacte (distribution étroite des états de

charge) confirmant le réle structurant du zinc sur AR DBD (figure 11c).
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Figure 11 : Suivi par IM-MS du changement conformationnel induit par le retrait du zinc complexé par les doigts
de zinc de la protéine AR DBD (Androgen receptor DNA binding domain). La protéine a été analysée a 5 uM dans
un tampon NHsAc 200 mM pH 6,8. Retrait du zinc : incubation de la protéine en présence de 200 équivalents
molaires d’'EDTA (30 min température ambiante), suivi d'un échange contre le tampon NHsAc. (a-c) Spectres de
masse nanoESI obtenus (a) avant, (b) aprés traitement a 'EDTA et (c) aprés ajout de 2 équivalents molaires
d’acétate de zinc a la protéine apo. (d, e) Driftscopes obtenus (d) avant et (e) apreés traitement a 'EDTA (Vc = 10
V, bP = 4,5 mbar, Trap CE =5V, Trap Bias =5V, Pis = 0,5 mbar, IMS WH = 8 V, IMS WV =400 m/s, Transfer
CE =20 V). (f, g) Evaluation de la section efficace des différents états de charge de la protéine sous sa forme (f)
holo et (g) apo. La protéine ainsi que ses coordonnées tridimensionnelles déterminées par RMN (cf. encadré d)

ont été fournies par le Dr Bruno Kieffer (Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Strasbourg).

En analysant AR DBD sous sa forme holo en IM-MS, le driftscope montre que les deux états de

charge ont des distributions des temps d’arrivée étroites indiquant la présence d’'une structure bien



définie en phase gazeuse (figure 11d). De maniere intéressante, la section efficace évaluée pour ces
deux états de charges est en accord avec les estimations faites a partir de la structure
tridimensionnelle de la protéine en solution (figure 11f). Le fait que les valeurs de sections efficaces
déduites des expériences d’'IM-MS coincident davantage avec la valeur calculée par la méthode PA
de MOBCAL, suggére une structure en phase gazeuse sensiblement plus compacte que celle
adoptée en solution ; il s'agit 1 d’une observation couramment réalisée en IMS.* **

En analysant ensuite AR DBD sous sa forme apo, le driftscope révele la présence de deux
populations principales qui différent par leur mobilité ionique (figure 11e). En effet, il a été mentionné
précédemment dans ce chapitre que pour un ion de section efficace donnée, le drift time diminue
guand la charge augmente (cf. 2.2). Alors que cette tendance est respectée pour les états de charge
+7 a +10, une rupture intervient lorsque 'on passe aux états de charge +5 et +6. Cette observation
suggere la présence de la protéine apo sous différentes conformations, les plus étendues
correspondant aux états de charge +7 a +10 et les plus compactes aux états de charge +5 et +6.
Cette hypothése est confirmée en comparant les sections efficaces de ces différents états de charge.
Alors que les états de charge +5 et +6 de la forme apo de la protéine conservent une structure
compacte de section efficace identique a la forme holo, les états de charge +7 a +10 correspondent a
différents états conformationnels dont la section efficace augmente en méme temps que la charge.
Dans cet exemple, I'analyse de la distribution des états de charge ainsi que les mesures de sections
efficaces ont permis de démontrer limportance du zinc pour la stabilité de la structure

tridimensionnelle de la protéine AR DBD.

Un dernier point a noter concerne les droites d'étalonnage. Dans le cas présent, les sections efficaces
de la protéine ont été déterminées en utilisant différents paramétrages de la cellule IMS. Les droites
d’étalonnage ainsi obtenues affichent des coefficients directeurs significativement différents en
fonction de la hauteur et de la vitesse des vagues de potentiel, soulignant I'importance de conserver

des parametres instrumentaux identiques entre la mesure de 'analyte et celles des étalons (figure 12).
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Figure 12 : Courbes d’étalonnage obtenues par analyse d'ubiquitine bovine, de cytochrome C bovin et de
myoglobine de coeur de cheval en conditions dénaturantes (5 UM dans une mélange eau / acétonitrile / acide

formique 50/50/1). * rampe de hauteur de vague effectuée sur la durée entiére du cycle IMS.



On note par ailleurs que dans les quatre cas, les coefficients de corrélation sont supérieurs a 0,99
(figure 12). De plus, le tableau 1 qui résume les valeurs de sections efficaces mesurées dans ces
différentes conditions instrumentales, affiche des coefficients de variation n'excédant pas 5%. Ces
résultats permettent ainsi de vérifier que la mesure de section efficace ne dépend pas des parameétres

de séparation de la cellule IMS.

Parametres de la cellule IMS Sections efficaces (A?)
holo-AR DBD apo-AR DBD
WV (m/s) | WH (V) | P (mbar)
6+ 5+ 10 + | 9+ | 8+ 7+ | 6 + | 5+

400 8 0.5 1007 989 1709 1577 1469 1231 1131 1364 1076 989
400 7 0.5 1012 1006 1689 1564 1473 1250 1133 1370 1074 1004
450 8 0.5 1029 1087 1686 1584 1506 1220 1138 1420 1119 1082
400 6-8* 0.5 1017 1043 1703 1588 1491 1221 1147 1416 1104 1036

Moyenne 1016 1031 1697 1578 1485 1231 1137 1393 1093 1028

Cv 0.9% 4.2% 06% 0.7% 12% 1.1% 0.6% 21% 2.0% 4.0%

Tableau 1 : Récapitulatif des sections efficaces mesurées dans différentes conditions instrumentales pour la
protéine AR DBD analysée sous ses formes holo et apo. * rampe de hauteur de vague effectuée sur la durée

entiére du cycle IMS.

En conclusion, cet exemple illustre le potentiel du Synapt HDMS pour le suivi de la conformation
des protéines et des complexes non-covalents en solution, pouvant ainsi apporter des

informations cruciales sur la dynamique structurale d’'édifices supramoléculaires en solution.
4.3) Comparaison de la forme des protéines et des complexes non-covalents

Dans I'exemple traité dans ce paragraphe nous avons souhaité évaluer le potentiel du Synapt HDMS
pour comparer la forme de biomolécules. Cette expérience a été réalisée a l'aide de la catalase
bovine et de la protéine Prx qui possédent des masses similaires (environ 236 kDa) mais des formes
différentes. En effet, la catalase forme un tétramére adoptant une structure approximativement
globulaire,” alors que Prx existe sous la forme d’'un décamére avec une structure annulaire.”® Sur les
driftscopes de la figure 13, les états de charge des deux protéines affichent des drift times homogéenes
indiquant I'existence d'une structure bien définie en phase gazeuse. Concernant les spectres de
masse, ils montrent I'existence d’'un décalage dans la distribution des états de charge de Prx vers les
hautes valeurs de charge par rapport a la catalase, suggérant ainsi I'existence d’'une structure plus

étendue dans le cas de Prx (figure 13c).

Concernant les sections efficaces, I'estimation réalisée a partir de la masse moléculaire d’'une protéine
sphérique de 236 kDa affiche un résultat de 9300 A2 (relation (20), page 216), alors que les
estimations réalisées a partir des driftscopes sont de 9950 + 350 A2 pour la catalase et de 10870 +
150 A2 pour Prx (figure 13d). Ces résultats confirment d’'une part que ces protéines ne sont pas
parfaitement sphériques et d’autre part qu'il est possible de distinguer des molécules de formes

différentes sur la base de leur section efficace mesurée par IM-MS.



Un autre point intéressant concerne la comparaison des valeurs de sections efficaces mesurées par
IM-MS et celles déduites de la structure cristallographique de ces protéines : alors que ces valeurs
coincident dans le cas de la catalase dont la structure en solution est relativement compacte (pas de
grandes cavités), un écart plus important est obtenu dans le cas de la structure annulaire de Prx. De
telles observations ont déja été réalisées au préalable pour des protéines adoptant le méme type de
structure présentant une large cavité interne capable de s'agréger en phase gazeuse, donnant ainsi
lieu a une section efficace plus faible que celle prédite d’aprés la structure cristallographique.ll De
maniéere intéressante, cet effondrement peut étre provoqué en utilisant des conditions instrumentales
suffisamment énergétiques (ex : augmentation de Trap CE) et il a méme été suggéré d'utiliser cette

propriété pour distinguer la présence de larges cavités au sein de s édifices protéiques .**
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Figure 13 : Comparaison de la forme des biomolécules. Le tétramére de catalase et le décamére de Prx ont été
analysés a 5 uM dans un tampon NHsAc 150 mM pH 6,8 (Vc =50 V, bP = 5,0 mbar, Trap CE = 10 V, Trap Bias =
15V, Ps = 0,5 mbar, IMS WH = 11 V, IMS WV = 300 m/s, Transfer CE = 50 V). (a, b) Driftscopes et structures
cristallographiques de la catalase (PDB: 1TGU) et de Prx (PDB : 1QMV). (c) Spectres de masse obtenus en
combinant I'intégralité des driftscopes correspondants. (d) Comparaison de la section efficace de I'état de charge
principal des deux protéines. Les pointillés représentent les sections efficaces déterminées par le programme
MOBCAL en utilisant les coordonnées tridimensionnelles présentes dans la banque PDB. Les sections efficaces
dans I'encadré correspondent aux valeurs moyennes et aux écart-types calculés sur les cing principaux états de

charge des deux protéines.

Une derniére remarque importante dans cet exemple concerne la détermination de sections efficaces
par IM-MS sur le Synapt HDMS. Dans le cas de molécules de grande taille (Q > 4000 A?), cette

évaluation reste encore approximative en raison de l'indisponibilité d’'étalons de sections efficaces



suffisamment importantes. Cependant, bien qu’approximative, I'estimation de sections efficaces par
extrapolation des droites d’étalonnage permet d’obtenir des valeurs fiables comme semble l'indiquer le
bon accord entre les résultats de section efficace évaluée a partir des expériences d'IM-MS et celle
déduite de la structure cristallographique de la catalase. Des sections efficaces de prés de 30000 A2
ont ainsi été déterminées.?” Notons pour terminer, que si I'imprécision liée a I'extrapolation de la droite
d'étalonnage peut étre génante pour la détermination de sections efficaces absolues, elle n'empéche
en rien la comparaison des sections efficaces mesurées dans des conditions expérimentales

strictement identiques comme c’est le cas ici.

En résumé, cet exemple illustre le potentiel du Synapt HDMS pour évaluer la section efficace
d’édifices protéiques de grande taille  ainsi que pour accéder a des informations structurales, telles

que la forme globale des édifices protéiques  en solution (compacte, étendue, annulaire, etc.).
4.4) Etude de la stabilité conformationnelle des bi  omolécules en phase gazeuse

Dans la stratégie d’optimisation des parametres instrumentaux proposée dans ce chapitre (cf. 3.1), il a
été montré que des conditions relativement douces sont nécessaires pour pouvoir estimer la section
efficace des protéines en solution. Cependant, au méme titre que les expériences de CID visant a
déterminer les valeurs de Vcsy de complexes protéine / ligand (cf. Partie I, Chapitre Ill, 2.2.5),
I'activation des protéines et des complexes non-covalents en amont de la cellule IMS peut apporter
des informations intéressantes concernant l'effet de la fixation de ligands sur la stabilité
conformationnelle des biomolécules en phase gazeuse 2830

A titre d'exemple, une expérience a été réalisée avec le complexe LukS-PV / SC8 étudié dans la
deuxiéme partie du manuscrit (cf. Partie Il, Chapitre II). Dans cette étude, il a été montré que la
stabilité en phase gazeuse de ce complexe est relativement importante, suggérant ainsi I'existence
d’interactions électrostatiques entre les groupements sulfonates du ligand et les groupements amines
de la protéine. L'analyse de ce complexe par IM-MS a tout d’abord été réalisée en utilisant des
conditions instrumentales relativement douces (Trap CE = 10 V - figures 14a et 14c). Dans ce cas, les
différents états de charge de la protéine et du complexe apparaissent sur le driftscope avec des
distributions des temps d’arrivée relativement étroites, indiquant que la protéine présente une
conformation homogeéne. La section efficace mesurée pour la protéine (2580 + 20 A?) est par ailleurs
en bon accord avec la valeur déduite de la structure cristallographique (2650 A2). On note également
gue la fixation du ligand SC8 (1489,5 Da) engendre une augmentation de la section efficace d’environ
2%. Cette différence, bien que faible, a été détectée de maniéere reproductible sur les 3 états de
charge de la protéine et du complexe, indiquant ainsi que de faibles différences de section efficace
peuvent étre mises en évidence .*°

Dans un second temps, ce complexe a été analysé dans des conditions plus énergétiques (Trap CE =
45V - figures 14b et 14d). Sur le driftscope correspondant, il est possible d'observer un élargissement
significatif de la distribution des temps d'arrivée des pics de protéine libre et de complexe,

élargissement qui s’accompagne d'un décalage vers les hautes valeurs de drift times, indiquant



I'apparition de plusieurs conformations plus étendues. En s’intéressant plus particulierement a I'état de
charge +10 de la protéine, la mesure de section efficace fait apparaitre une distribution large,
multimodale et centrée vers les hautes valeurs de sections efficaces. En revanche dans le cas du
complexe, une structure relativement compacte est préservée dans ces conditions instrumentales,
indiquant un effet stabilisateur du ligand sur la conformation de la protéine en phase gazeuse. Bien
gu'un lien direct avec I'effet du ligand en solution ne puisse étre établi en raison de la modification de
la force des interactions non-covalentes en phase gazeuse, il est possible de faire I'hypothése que ce
ligand de grande taille qui dispose de plusieurs points d’ancrage potentiels (groupements sulfonates)
puisse également stabiliser, voire figer la structure de la protéine en solution. En l'absence de
structures cristallographiques du complexe, il s’agit la d’'une piste supplémentaire pour tenter de
comprendre la capacité de ce ligand a moduler I'activité de la protéine en solution (cf. Partie II,
Chapitre 11).
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Figure 14 : Effet de la fixation du calixarene SC8 sur la stabilit¢ conformationnelle de la protéine LukS-PV
soumise & des collisions avec les molécules d’argon dans le guide d’'ions Trap du Synapt HDMS (Prap = 6,5x107
mbar). Le mélange LukS-PV (5 uM) / SC8 (7,5 uM) a été analysé dans un tampon NHsAc 300 mM pH 7,5 en
appliquant une tension Trap CE (a, c) de 10 V, puis (b, d) de 45 V. (a) Numéro d'accession PDB : 1T5R. (c) Les
sections efficaces dans I'encadré correspondent aux valeurs moyennes et aux écart-types calculés sur les trois
principaux états de charge. Vc = 10 V, bP = 3,5 mbar, Trap Bias = 25 V, Pjys = 0,75 mbar, IMS WH = 11 V, IMS
WV =300 m/s, Transfer CE =50 V.

5) CONCLUSIONS

La possibilité de réaliser des expériences d'IM-MS fait du Synapt HDMS un outil particulierement

intéressant pour la caractérisation de protéines natives et de complexes intacts en MS

supramoléculaire. L’arrivée au laboratoire de cette nouvelle technologie a fait I'objet du travalil
d’évaluation et des développements méthodologiques présentés dans ce chapitre. Pour cela, un
accent particulier a été mis sur la description de l'instrument, car une connaissance détaillée de son

fonctionnement est incontournable pour réaliser une optimisation des parametres

instrumentaux qui soit rigoureuse et qui garantisse la fiabilité des résultats . Dans les quelques



Quatrieme Partie : Mobilité lonique en MS Supramoléculaire

exemples présentés, I'accord entre les valeurs de sections efficaces mesurées en phase gazeuse

par IM-MS et celles déduites des structures tridimensionnelles obtenues par RMN et par
cristallographie, indique que I'utilisation de conditions instrumentales adaptées  permet de remonter
a des informations concernant la conformation d'édifices protéiques en solution . Les différentes
étapes de la mesure de sections efficaces ainsi que les paramétres instrumentaux critiques et les

informations accessibles par IM-MS sont résumés sur la figure 15.
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Figure 15 : Stratégie d’analyse de protéines et de complexes non-covalents par IM-MS résumant les différentes
étapes de la mesure de sections efficaces, ainsi que les parameétres instrumentaux critiques et les informations

accessibles.

6) VALORISATION

Les exemples illustrant les développements méthodologiques présentés dans ce chapitre ont fait

I'objet de la communication suivante :

» Communication orale : Atmanene C, Sanglier S, Van Dorsselaer A. Caractérisation de
complexes non-covalents par spectrométrie de masse: apports de la mobilité ionique.

Réunion Utilisateurs Waters, 5 décembre 2008, Paris.
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CHAPITRE I

Caractérisation de Complexes Antigene / Anticorps :
Apports de la MS Supramoléculaire pour le
Développement de Biomolécules Thérapeutiques

Dans ce chapitre sont décrits les résultats d'une étude illustrant le potentiel de la MS supramoléculaire
pour le développement d’anticorps a visée thérapeutique, un travail réalisé en collaboration avec les
équipes du Dr Nathalie Corvaia et du Dr Alain Beck (Centre d'Immunologie Pierre Fabre, Saint-Julien-
en-Genevois). Aprés une bréve introduction concernant les propriétés caractéristiques des anticorps,
nous présenterons les résultats de ce travail faisant appel au nanospray sur puce microfluidique ainsi
gu'a la mobilité ionique couplée a la spectrométrie de masse pour I'étude des propriétés de

reconnaissance antigénique de I'anticorps 6F4 dirigé contre la protéine transmembranaire JAM-A.



1) INTRODUCTION AUX ANTICORPS

1.1) Geénéralités concernant les anticorps

Les anticorps ou immunoglobulines (Ig) sont des protéines produites par les lymphocytes B et qui
interviennent dans le fonctionnement du systéeme immunitaire. En reconnaissant des antigénes (Ag),
tels que des protéines et autres molécules du non-soi, les anticorps neutralisent les corps étrangers

et/ou déclenchent les mécanismes biologiques nécessaires a leur élimination.

Bénéficiant des progrés réalisés dans les biotechnologies depuis prés d'une trentaine d’'années, les
anticorps  monoclonaux (mAb) - c'est-a-dire issus d'une unique souche de lymphocyte B et
reconnaissant de ce fait un unique épitope (partie de I'antigene reconnue par I'anticorps) - rencontrent
un vif succes dans le traitement de pathologies graves, telles que des cancers ou des maladies auto-

31, 32

immunes. En effet, le nombre total d’anticorps monoclonaux et de produits dérivés ayant obtenus

'approbation de la FDA (Food and Drug Administration) a subit une croissance exponentielle depuis

31,3334 parmi eux, la grande majorité des

une vingtaine d’années, portant ainsi leur total a 29 en 2008.
anticorps monoclonaux correspond a des immunoglobulines de type IgG1 (150 kDa) dont la structure
est représentée par la figure 1. ** En comparaison & des molécules thérapeutiques de petites tailles (<
1000 Da), les anticorps monoclonaux présentent de nombreux avantages, tels qu’'une meilleure
spécificité et une meilleure affinité pour I'antigéne cible, une demi-vie plus longue (jusqu'a 27
jours),35 ainsi que des effets secondaires relativement limités par rapports aux drogues

conventionnelles.
1.2) Structure et fonction des anticorps

Les anticorps présentent une structure en forme de «Y » constituée de quatre chaines
polypeptidiques (figure 1) : deux chaines lourdes (H, 50 kDa chacune) et deux chaines légéres (L, 25
kDa chacune), elles-mémes subdivisées en domaines variables (V) et constants (C). Ces quatre
chaines sont interconnectées entre-elles par des ponts disulfures pour former une structure complexe

comprenant :

» Une région Fab , pour «fragment antigen-binding», qui correspond aux «bras» de
I'anticorps. Chacune des chaines polypeptidiques du Fab contient trois régions déterminant la
complémentarité (CDR — « complementary determining region ») dont la juxtaposition permet
de former le paratope du Fab, c’'est-a-dire le site capable de fixer la partie de I'antigene

appelée épitope .

» Une région Fc , pour « fragment crystallizable », qui correspond au « tronc » de la molécule.
Cette partie joue un réle effecteur en déclenchant les mécanismes destinés a éliminer les
éléments du non-soi.® Cette région contient un site de glycosylation qui influence non-

seulement la fonction effectrice de I'anticorps mais également son immunogénicité.*
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Figure 1 : Structure d’'un anticorps de type IgG1.

Une étape particulierement importante dans le développement d’'un anticorps monoclonal consiste
justement a réduire son immunogénicité . En effet, la stratégie thérapeutique initialement utilisée
consistait a injecter chez I'Homme des anticorps d'origine murine. Cependant, ces molécules du non-
soi sont susceptibles de déclencher une réaction du systéme immunitaire conduisant rapidement a
leur neutralisation. Ainsi, afin d’augmenter I'efficacité des anticorps monoclonaux thérapeutiques, la
stratégie actuelle consiste a remplacer les régions de I'anticorps murin n’intervenant pas dans la
reconnaissance de l'antigéne par la séquence en acides aminés correspondante d'un anticorps
humain de la méme famille. Au cours des vingt derniéres années, les différentes technologies mises
au point ont ainsi permis d'augmenter progressivement la proportion d’acides aminés d’origine
humaine, en passant d’anticorps 100% murin a des anticorps 100% humain (figure 2), diminuant de ce

fait les risques de réactions immunitaires a I'encontre des anticorps monoclonaux thérapeutiques.sz'34

Anticorps murin Anticorps chimérique Anticorps humani sé Anticorps humain
67% humain 90-95% humain 100% humain
(Domaines variables murins) (CDR murins)

Figure 2 : Progrés réalisés dans I'optimisation des anticorps murins, adapté d'aprés 3
1.3) Le réle actuel de la MS dans le développement des anticorps a visée thérapeutique

Les propriétés de reconnaissance antigénique d’'un anticorps monoclonal, ainsi que ses propriétés
effectrices sont intimement liées a sa structure. Ainsi, il est nécessaire de disposer de techniques
biophysiques complémentaires permettant de caractériser finement I'ensemble des micro-
hétérogénéités jouant un rble déterminant dans I'activité des anticorps, telles que leur séquence en

acides aminés (ex: déamidation), la formation des ponts disulfures ou encore leur profil de



glycosylation.®” La MS intervient de cette maniére dés les premiéres étapes du développement de ces
biomolécules & visée thérapeutique,® en faisant appel pour cela & différentes approches
protéomiques résumées dans une revue récente.’’ Alors que le potentiel de la MS pour I'étude de la
structure primaire des anticorps et de leurs modifications post-traductionnelles est clairement
démontré, seules quelques d’'études ont rapporté jusque-la I'observation directe de complexes non-

covalents mAb / Ag par MS supramoléculaire.sg' 40

Ainsi, c'est dans le contexte général de I'étude des
propriétés de reconnaissance antigénique d’anticorps monoclonaux a visée thérapeutique que

viennent s’inscrire les travaux décrits dans ce chapitre.

2) CONTEXTE DE L’ETUDE

Les travaux menés par I'équipe du Dr Nathalie Corvaia (Centre d'Immunologie Pierre Fabre, Saint-
Julien-en-Genevois) ont permis d'identifier la protéine transmembranaire JAM-A (Junctional Adhesion
Molecule A) comme une cible potentielle dans le traitement contre le cancer des poumons (travaux en
cours de publication). De plus, il a été montré dans cette étude que I'anticorps monoclonal murin 6F4
dirigé contre JAM-A présente des propriétés antiprolifératives et antitumorales particulierement

intéressantes.

Dans l'objectif de comprendre le mécanisme d’action de cet anticorps et de sa forme humanisée, des
expériences de MS supramoléculaire ont ainsi été entreprises afin d'étudier la formation des
complexes immuns entre le domaine extracellulaire de JAM-A et ces deux anticorps. Dans le cadre de
ce projet mené en collaboration avec les équipes du Dr Nathalie Corvaia et du Dr Alain Beck (Centre
d'Immunologie Pierre Fabre, Saint-Julien-en-Genevois), les résultats obtenus par nanoESI-MS sur
puce microfluidique et par nanoESI-IM-MS ont fait I'objet d'un article publié dans Analytical Chemistry

(cf. page 233) dont un résumé des principaux résultats figure ci-dessous.

3) RESUME DE LA STRATEGIE MISE EN CEUVRE ET DES RESULTATS OBTENUS

3.1) Mise en évidence d’'une hétérogeénéité structura le de I'antigéne recombinant

La purification de I'antigéne recombinant JAM-A (domaine extracellulaire — 24,5 kDa) a été réalisée de
deux maniéres (fraction soluble et corps d’inclusion) et la mesure de masse en conditions
dénaturantes a permis de mettre en évidence un nombre de ponts disulfures  qui difféere entre les
deux lots (-2 Da par pont formé). De plus, I'analyse par nanoESI-IM-MS a également révélé la
présence de différentes populations au sein de chacun des lots, indiquant I'existence d’'une
hétérogénéité intrinseque liée a l'appariement des cystéines au travers de ponts disulfures

(figures 3a et 3b). Ces résultats ont d’'une part été confirmés par I'analyse de I'antigene réduit pour
lequel une unique population a été détectée (figure 3c), et d’autre part par une analyse LC-MS ayant

confirmé la présence d’'un mélange de différentes espéces.
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Figure 3 : Analyse des différents lots d’antigene par IM-MS en conditions dénaturantes. Cl : corps d'inclusion,
FS : Fraction soluble. Vc =30V ; bP = 2,1 mbar ; Trap CE =10 V ; Trap bias =25V ; Pjys = 0,5 mbar ; IMS WH =

8 V; IMS WV = 250 m/s. Adapté d’'apres l'article page 233.

3.2) Influence de I'hétérogénéité des ponts disulfu
JAM-A native

res sur la conformation de la protéine

La complémentarité de forme entre I'épitope et le paratope intervient de maniére directe dans la
formation des complexes immuns, c’est pourquoi les deux lots de JAM-A ont été analysés par
nanoESI-MS en conditions non-dénaturantes afin d'étudier I'état de repliement de la protéine. Quel
que soit le lot considéré, les spectres de masse ainsi obtenus ont mis en évidence I'existence d’'un
équilibre monomere / dimére de JAM-A. De plus, I'analyse de la distribution des états de charge a
révélé que la protéine adopte une structure compacte en solution, confirmée par les mesures
réalisées par nanoESI-IM-MS indiquant des sections efficaces homogénes et identiques quel que soit
le lot analysé. Ces résultats démontrent que I'hétérogénéité d’appariement des cystéines n'affecte

pas de maniére drastique I'état de repliement de la protéine en solution

3.3) Stcechiométrie des complexes anticorps / antigé  ne

Afin de déterminer la stoechiométrie de fixation de JAM-A aux anticorps murin (mumAb) et humanisé
(hzmAb), des expériences de titrage ont été réalisées en présence d’'une quantité fixe d’anticorps et
de quantités croissantes d'antigeéne. Quel que soit I'anticorps considéré, les spectres de masse
nanoESI-MS ont ainsi montré la formation de complexes successifs contenant jusqu'a 4 molécules
d’antigéne par anticorps , résultant hypothétiquement de la fixation d’'un dimére de JAM-A sur
chaque fragment Fab. Par ailleurs, des expériences de titrage complémentaires ont été menées avec
le fragment Fab de l'anticorps humanisé, montrant la formation de complexes Fab / JAM-A de
stoeechiométrie 1:2 et confirmant de ce fait la possibilité pour chaque fragment Fab de I'anticorps de
fixé un dimére de JAM-A



3.4) Spécificité de reconnaissance de JAM-A

Dans l'objectif de vérifier la spécificité des complexes immuns détectés entre les anticorps 6F4 et
JAM-A, des expériences de contrble ont été effectuées avec un antigene et un anticorps n’étant pas
sensés interagir avec les biomolécules faisant I'objet de cette étude. En effet, I'analyse par nanoESI-
MS des différentes combinaisons mAb / Ag, a confirmé I'absence de complexes entre JAM-A et
l'anticorps controle négatif ainsi qu’entre les anticorps 6F4 et I'antigéne contrdle négatif. Ces résultats
démontrent que les complexes détectés en phase gazeuse résultent b ien d’'une reconnaissance

spécifique ayant lieu en solution
3.5) Affinité relative des anticorps mumAb et hzmAb pour JAM-A

Le passage d'un anticorps murin a sa forme humanisée nécessite de s’assurer que laffinité de
I'anticorps pour sa cible a été conservée au cours du processus d’humanisation. Dans le cas présent,
la comparaison des intensités relatives des complexes immuns formés entre JAM-A et les anticorps
6F4 murin et humanisé lors des expériences de titrage a révélé des proportions de complexes tout a
fait comparables, suggérant que les deux anticorps ont des affinités du méme ordre de grandeur pour

JAM-A et indiquant ainsi la fiabilité du processus d’humanisation de I'anticorps.

4) CONCLUSION DE L’'ETUDE

Dans cette étude, la MS supramoléculaire a permis d'obtenir des informations déterminantes
concernant les propriétés de reconnaissance de l'antigene JAM-A par l'anticorps 6F4, révélant
notamment la capacité de I'anticorps a fixer spécifiquement jusqu’a 4 molécules d’'antigéne et cela

avec une affinité comparable entre ses formes murine et huma  nisée.

Finalement, il faut souligner que les avantages du nanospray sur puce microfluidique (rapidité,
réduction de la consommation d’échantillon, automat isation ), combinés au contenu informatif

de la mobilité ionique couplée a la spectrométrie de mass e contribuent a étendre le potentiel de la
MS supramoléculaire comme technique biophysique complémentaire pour la caractérisation

d’anticorps monoclonaux et autres biomolécules thérapeutiques de haute valeur ajoutée
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Chapitre 1l : Caractérisation de Complexes Immuns

Extending Mass Spectrometry Contribution to
Therapeutic Monoclonal Antibody Lead
Optimization: Characterization of Immune
Complexes Using Noncovalent ESI-MS

Cédric Atmanene,! Elsa Wagner-Rousset,*¥ Martine Malissard,* Bertrand Chol,* Alain Robert,*
Nathalie Corvaia,* Alain Van Dorsselaer,’ Alain Beck,* and Sarah Sanglier-Cianférani*t

Laboratoire de Spectrométrie de Masse BioOrganique (LSMBO), IPHC-DSA, University of Strasbourg UDS,
CNRS, UMR7178; 25 rue Becquerel, 67087 Strasbourg, France, and Centre d’Immunologie Pierre-Fabre (CIPF),
5 Av. Napoléon Ill, BP 60497, 74164 Saint-Julien-En-Genevois, France

Monoclonal antibodies (mAbs) have taken on an increas-
ing importance for the treatment of various diseases
including cancers, immunological disorders, and other
pathologies. These large biomolecules display specific
structural features, which affect their efficiency and need,
therefore, to be extensively characterized using sensitive
and orthogonal analytical techniques. Among them, mass
spectrometry (MS) has become the method of choice to
study mAb amino acid sequences as well as their post-
translational modifications. In the present work, recent
noncovalent MS-technologies including automated chip-
based nanoelectrospray MS and traveling wave ion mobil-
ity MS were used for the first time to characterize im-
mune complexes involving both murine and humanized
mAb 6F4 directed against human JAM-A, a newly identi-
fied antigenic protein (Ag) overexpressed in tumor cells.
MS-based structural insights evidenced that heteroge-
neous disulfide bridge pairings of recombinant JAM-A
alter neither its native structure nor mAbs 6F4 recognition
properties. Investigations focused on mAb:Ag complexes
revealed that, similarly to murine mAb, humanized mAb
6F4 binds selectively up to four antigen molecules with a
similar affinity, confirming in this way the reliability of the
humanization process. Noncovalent MS appears as an
additional supporting technique for therapeutic mAbs lead
characterization and development.

Monoclonal antibodies (mAbs) and related-products (Fab
(fragment antigen binding) fragments, Fc-fusion proteins, radio-,
and antibody-drug conjugates) are the fastest growing class of
therapeutics with currently more than 30 G-type immunoglobulins
(IgGs) and derivatives approved worldwide.! Because of their
versatility as therapeutic agents, their high target specificity and
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their lower clinical attrition rates compared to small-drugs, more
then 200 mAb candidates are currently investigated in clinical
trials.> Moreover beside mAbs, smaller protein scaffolds are
proposed as alternatives to whole IgGs and have reached the early
clinical development stage for safety and proof-of-concept studies.®

Most marketed mAbs and derivatives are indicated in oncology
and in inflammatory diseases, but many other pathologies are now
also successfully treated by mAbs, including ischemia, organ
rejections, respiratory syncytial virus infections, asthma, psoriasis,
age-related macular degeneration, hemoglobinuria as well as more
and more orphan diseases.*

Following the first clinical attempts to use murine mAbs in
human, the triggered immune responses against these “nonself”
proteins led, in most cases, to a reduction of efficacy by neutraliza-
tion antibodies and safety issues like infusion reactions.® In the
last two decades, the generation of chimeric, humanized, and
human antibodies by molecular biology engineering greatly
improved the immunogenic profiles of the subsequent mAbs
tested in humans, by reducing the number of amino acids of
mouse origin while retaining the appropriate affinity for the target
antigen. Humanized mAbs are generated by grafting the 6 heavy
and light chains complementary determining regions (CDRs)
responsible for antigen binding, from a murine mAb of pharma-
cological interest, to human antibody frameworks of IgG1, 2, or 4
isotype.®” More specifically in oncology the generation of mAbs
against new specific surface antigens of tumor cells constitutes a
very active field involving both the generation of novel therapeutic
antibodies and the identification of biomarkers.®

Indeed, several groups tried to identify new potential antigens
as targets for immunotherapy using microarrays, phage display
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technologies or proteomic approaches.” Other functional ap-
proaches consist in immunization of mice with cancer cells or
tissues in order to generate antibodies, which are further screened
on the basis of their antitumoral properties. In a second step, the
corresponding target is identified by a proteomic approach and
validated using several methodologies including Western blots,
immunoprecipitation and flow cytometry with transfected siRNA-
treated cells. As a result of immunization with breast cancer cells
(MCEF-7), the murine mAb 6F4 (mumAb) was selected for its
remarkable in vitro and in vivo antiproliferative and antitumoral
properties (Corvaia, N. et al., manuscript in preparation). Within
the same study, proteomics was used to identify mAb 6F4 target
as the junctional adhesion molecule A (JAM-A), which is a single
transmembrane protein belonging to the immunoglobulin super-
family.’® JAM-A localizes in tight junctions in normal epithelial
and endothelial cells where homophilic JAM-A interactions were
shown to be important for regulation of epithelial barrier func-
tion.™ This newly identified target is overexpressed in many tumor
tissues and therefore is of prime interest as a target in oncology
(Corvaia, N. et al., manuscript in preparation). The lead murine
mAb 6F4 antibody was then humanized (hzmAb) and a series of
experiments was carried out with both antibodies in order (i) to
demonstrate that the affinity and the antitumoral properties
observed for the murine mAb are conserved in the humanized
version, (ii) to characterize the antibody and antigen complex,
and (iii) to investigate the mechanism of action of both antibodies.

In this context, sensitive and orthogonal analytical methods
are required both for mAbs and recombinant target antigen
structural assessment and quality control. Among them, mass
spectrometry has mainly been applied to characterize mAbs at
the amino acid level including their glycosylation patterns, their
disulfide linkages and other post-translational modifications, which
may impact on their pharmacology, pharmacokinetic, and
immunogenicity.’>~'” Mass spectrometry was also used to identify
antigen epitopic and antibody paratopic regions.'®"*° However,
although soft ionization techniques have been extensively used
to investigate protein—protein assemblies,?* ?* only a limited
number of articles have reported so far the detection of intact
immune complexes using either matrix-assisted laser desorption/
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ionization mass spectrometry (MALDI-MS) or electrospray ioniza-
tion mass spectrometry (ESI-MS). While MALDI-MS requires a
preliminary chemical cross-linking of the interacting partners as
well as the use of a high-mass detector,?*?>2¢ ESI-MS presents
the advantage to allow the direct observation of noncovalent
immune complexes without any chemical modification.?”?®

In the present paper, recent noncovalent MS-technologies
including automated chip-based nanoESI-MS and traveling wave
ion mobility mass spectrometry (TWIMS) were used to study the
formation of immune complexes involving mumAb 6F4 and its
humanized form raised against recombinant human JAM-A extra-
cellular domain (ECD).

Recognition specificity of immune complexes is determined
by the shape complementarity of an antibody and its target
antigen, allowing specific noncovalent interactions to take place
between them. Individual analysis of binding partners is of primary
importance to ensure that they display the expected structural
characteristics, especially those potentially involved in the mo-
lecular recognition. Consequently, as a first step in the present
study, combination of both MS technologies was used to analyze
recombinant antigen batches in order to verify their structural
homogeneity, to determine their oligomerization state and to
check that folded conformation is maintained in the experimental
conditions used for binding assays. Such a quality control provided
the basis of our study, ensuring thus that reliable results could
be obtained with recombinant JAM-A ECD. Formation of immune
complexes between JAM-A ECD and each mAb was then
investigated in order (i) to determine mAb:antigen (Ag) binding
stoichiometry, (ii) to assess mAbs recognition selectivity of the
target antigen, (iii) to compare mumAb and hzmAb relative
binding affinity toward JAM-A ECD, and (iv) to support Ag/Fab
cocrystallization studies.

EXPERIMENTAL SECTION

Molecular Cloning of JAM-A ECD. A construct including
the 242 amino acid extra-cellular domain of human JAM-A receptor
was generated using conventional PCR methods. Oligonucleotides
used for PCR amplification included 5" Ncol and 3’ Xhol restriction
sites for subsequent cloning into pET22b prokaryotic expression
vector (Novagen, Merck Chemical, Nottingham, UK). Resulting
fusion protein enclosed C-terminally located (His) x 6 tag.
Nucleotide sequence was verified by DNA sequencing and the
construct pET22b [JAM-A ECD] was used to transform E. coli
BL21 (DE3) strain.

Production of Recombinant JAM-A ECD and Beta2-
microglobulin. A 180 mL shake flask of grown cells up to 4.0
ODgs0 nm Was used to inoculate a benchtop fermentor (Prelude—
Pierre Guerin, Mauze, France) containing 1.8 L of semidefined
medium and glycerol as carbon source. E. coli cultures were
grown in fed batch mode at pH 7.0, 37 °C with 30% dissolved
oxygen until the absorbance at 620 nm reaches 130 + 10 AU.
Protein expression was induced by adding 0.2 mM IPTG for
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5h at 25 °C. Cells were harvested by centrifugation at 10 000g
for 20 min at 4 °C.

Purification of the Soluble Fractions of JAM-A ECD and
Beta2-microglobulin. Fifty grams of fresh cell dry weight were
resuspended per liter of a selective extracting buffer (20 mM Tris,
400 mM arginine, complete protease inhibitor EDTA free, pH 8.0).
After 4 h at 4 °C under gentle agitation, the supernatant containing
soluble periplasmic proteins was recovered by centrifugation at
10 000g for 20 min. This extract was completed with 500 mM NaCl
and 30 mM imidazole and filtrated (0.2 um) before loading on
IMAC column (NiSepharose FF, GE Healthcare, Piscataway, NJ)
at 140 cm/h. His-tag proteins were eluted with 250 mM imidazole
and finally diafiltered by tangential flow filtration with 20 mM Tris,
500 mM NaCl, 200 mM imidazole, pH 8.0 as buffer.

Purification and Refolding of JAM-A ECD from Inclusion
Bodies. E. coli cell pellet was resuspended in 50 mM Tris-HCl
buffer pH 8.5, 1 mM EDTA, 0.05% Tween 20 (w/v) and incubated
45 min at room temperature under magnetic stirring. Cell lysis
was obtained by 1 h incubation at room temperature with 0.02%
lysozyme solubilized in the previous buffer. Inclusion bodies were
pelleted at 10 000g for 25 min at 4 °C, resuspended in 25 mM
Tris-HCI pH 8.5, 150 mM NaCl, 100 mM DTT, 6 M urea and
incubated 2 h at 37 °C under magnetic stirring. The crude extract
containing JAM-A ECD was recovered from the supernatant of
10 000g centrifugation for 10 min at 4 °C. Two additional steps of
purification including affinity and size exclusion chromatographies
proceeded as follow: sample was diluted 20-fold in 25 mM Tris-
HCI pH 8.5, 150 mM NaCl, 6 M urea and subsequently loaded
onto HiTrap chelating Sepharose column. Bound material was
refolded on the resin using 1% linear gradient from 6 to 0 M urea.
Elution used 0.5% imidazole linear gradient. Fractions containing
JAM-A were pooled, diluted 30-fold in 25 mM Tris-HCI buffer pH
7.5 and applied onto Q-Sepharose column. Bound material was
eluted with 0.5% linear gradient of NaCl. The fractions containing
JAM-A were pooled, concentrated and dialyzed against 25 mM
Tris-HCI pH 8.5, 150 mM NaCl, 200 mM imidazole.

Antibody Production and Purification. The recombinant
antibodies analyzed in this study were expressed in eukaryotic
cell lines® at the Centre d'Immunologie Pierre Fabre (Saint-Julien-
en-Genevois, France) and purified using standard manufacturing
procedures, including a protein A affinity chromatography step
as previously described.*® Humanized antibody hzmAb (IgG4, anti-
hJAM-A) and a negative control (IgG4, anti-hIGF-1R) were purified
from CHO and NSO cell supernatants, respectively, whereas
mumAb (anti-hJAM-A) was purified from a murine hybridoma
(Corvaia N. et al., manuscript in preparation).

Papain Digestion of hzmAb and Purification of the Fab
Fragment. Papain, 1 mg/mL final concentration, was activated
for 30 min at 37 °C in 100 mM sodium acetate buffer pH 5.5,
3 mM EDTA, 50 mM I-cystein. Activated papain was dialyzed
overnight at 4 °C against 100 mM sodium acetate buffer pH 5.5,
3 mM EDTA. Concentration was measured using UV method.
hzmAb and papain were mixed (1:1, w:w) and further incubated
24 h at 37 °C in 100 mM sodium acetate buffer pH 5.5, 10 mM
EDTA, 10 mM 1-cystein. The reaction was stopped by adding 50

(29) Chartrain, M.; Chu, L. Curr. Pharm. Biotechnol. 2008, 9, 447-467.

(30) Beck, A.; Bussat, M. C.; Zorn, N.; Robillard, V.; Klinguer-Hamour, C.; Chenu,
S.; Goetsch, L.; Corvaia, N.; Van Dorsselaer, A.; Haeuw, J. F. J. Chromatogr.,
B: Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 2005, 819, 203-218.
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ug/mL final concentration of E64 (Roche, Indianapolis, IN). E64
(N-[N-(L-3-trans-carboxoxirane-2-carbonyl)-1-leucyl]-agmatine) is
a thiol protease inhibitor which specifically inhibits papain and
other cysteine proteases such as cathepsin B and L, bromelain
and ficin.*! Following dialysis against 20 mM sodium acetate buffer
pH 5.0, the crude Fab preparation was loaded on SP Sepharose
HP column. Bound material was eluted using a 0.25% linear
gradient of NaCl. Fractions containing Fab were pooled,
dialyzed against 20 mM Tris-HCI buffer pH 8.0 and applied to
Mono Q column. Bound material was eluted using a 1% linear
gradient of NaCl. The fractions containing Fab were pooled
and stored at —20 °C.

LC-MS Experiments. LC-MS experiments were performed
using a HPLC system (Alliance 2695, Waters, Manchester, UK)
coupled to an electrospray time-of-flight mass spectrometer (LCT
Premier, Waters, Manchester, UK). Chromatographic separation
was achieved on a ZORBAX 300SB-C8 reversed-phase column 2.1
x 150 mm, 3.5 um (Interchim, Montlucon, France) set at 60 °C.
Reversed-phase HPLC conditions involved propanol gradient using
two mobile phases with a flow rate of 0.25 mL/min. Solvent A
consisted of acidified water (0.1% formic acid) and solvent B of
n-propanol/water 90/10 containing 0.1% formic acid and 0.02%
trifluoric acid. The gradient was setup as follows: 10 min at 0% of
B; 60 min with increasing B from 0 to 60%; 1 min with increasing
B from 60 to 80%; and 10 min of isocratic elution at 80% of B.
Elution was monitored spectrophotometrically between 210 and
300 nm. The LCT Premier was operated in W positive ion mode
with a capillary voltage of 3400 V and a sample cone voltage of
150 V. Acquisitions were performed on the mass range m/z
500—4000 with a 1 s scan time. Calibration was performed using
the singly charged ions produced by a 2 mg/L solution of cesium
iodide in 2-propanol/water (1/1). Data analysis was performed
with MassLynx 4.0 (Waters, Manchester, UK).

Noncovalent nanoESI-MS Experiments. Prior to noncova-
lent mass spectrometry experiments, samples were desalted
against 150 mM ammonium acetate solution at pH 7.2 using gel
filtration columns (NAP-5, GE Healthcare, Little Chalfont, UK).
Samples were subsequently concentrated using centrifugal con-
centrators (Vivaspin, 3 kDa (JAM-A) and 30 kDa (mAbs) molec-
ular weight cutoff membranes, (Sartorius, Gottingen, Germany).
Protein concentration was determined with the Bradford assay
using a 2 g/L BSA solution as standard.

Mass spectrometry experiments were performed on an elec-
trospray time-of-flight mass spectrometer (LCT, Waters, Manches-
ter, UK) equipped with an automated chip-based nanoelectrospray
device (Triversa Nanomate, Advion Biosciences, Ithaca, NY).
Optimal accelerating voltages applied on the sample cone (Vc)
and a well-adapted pressure in the interface (Pi) were used to
allow fragile noncovalent assemblies to be transferred intact from
solution to the gas phase while achieving efficient ion desolvation
and ion transmission through the mass spectrometer. Mass
measurements under denaturing conditions were carried out by
diluting samples to 2 uM in water/acetonitrile/formic acid 50/
50/1 (Ve = 30 V; Pi = 2.5 mbar).*? Experiments in nondenaturing
conditions were achieved in 150 mM ammonium acetate buffer
at pH 7.2 (Vc = 120 V; Pi = 6 mbar).?? External calibration was

(31) Hanada, K.; Tamai, M.; Yamagishi, M.; Ohmura, S.; Sawada, J.; Tanaka, I.
Agric. Biol. Chem. 1978, 42, 523-528.
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performed using the singly charged ions produced by a 3 mg/
mL solution of cesium iodide in 2-propanol/water (1/1). Data
analysis was performed with MassLynx 4.0 (Waters, Manchester,
UK).

Traveling Wave Ion Mobility Mass Spectrometry. TWIMS
experiments were performed using a hybrid quadrupole/ion
mobility separator/time-of-flight instrument (Synapt HDMS, Wa-
ters, Manchester, UK) described elsewhere.®® Samples were
loaded into 4-um i.d. PicoTip nanospray emitters (New Objective,
Woburn, MA) and directly infused after calibration with a 3 mg/
mL solution of cesium iodide in 2-propanol/water (1/1). Ion
mobility data were acquired after careful optimization of the
instrumental parameters. Particularly, while the backing pressure
(bP) was increased to improve ion collisional cooling, the ac-
celerating voltage applied on the sample cone (Vc), the trap
collision energy (Trap CE) and the trap bias voltage were kept to
a minimum so that ions could be transferred without extensive
activation before ion mobility separation while keeping a sufficient
desolvation. For mobility separation, the wave height (IMS WH),
the wave velocity (IMS WV) and the pressure in the ion mobility
cell (Ppys) were optimized to improve the separation of ions
displaying different mobilities. Analyses in denaturing condi-
tions were carried out by diluting samples to 2 uM in water/
acetonitrile/formic acid 50/50/1 (Vc = 30 V; bP = 2.1 mbar;
Trap CE = 10 V; Trap bias = 25 V; IMS WH = 8 V; IMS WV
= 250 m/s; Piys = 0.5 mbar).*2 Experiments in nondenaturing
conditions were achieved in 150 mM ammonium acetate buffer
at pH 7.2 (Vc = 30 V; bP = 4.0 mbar; Trap CE = 10 V; Trap
bias = 25 V; IMS WH = 8 V; IMS WV = 300 m/s; Prys = 0.5
mbar).*? Collision cross section measurements were realized
using a calibration curve obtained with horse heart myoglobin
diluted to 2 uM in water/acetonitrile/formic acid 50/50/1 as
described by Ruotolo et al.>* Data analysis was performed with
MassLynx 4.1 (Waters, Manchester, UK).

RESULTS AND DISCUSSION

JAM-A ECD Displays a Heterogeneous Disulfide Bridge
Pairing. Several factors like the expression system, the cell
culture or fermentation conditions and the purification process
are known to have a crucial impact on protein ternary structure
and especially on disulfide bridge pairing. Therefore, correct S—S
bonds formation between cystein residues needs to be investigated
in-depth.>%6

In the context of the present study, recombinant human JAM-A
ECD was expressed in E. coli and purified either from the soluble
fraction (JAM-A SF) or from inclusion bodies (JAM-A IB). Both
antigen preparations were first analyzed for quality control
purposes under denaturing conditions by nanoESI-MS, nanoESI-

(32) Sanglier, S.; Atmanene, C.; Chevreux, G.; Van Dorsselaer, A. Methods Mol.
Biol. 2008, 484, 217-243.

(33) Pringle, S. D.; Giles, K.; Wildgoose, J. L.; Williams, J. P.; Slade, S. E,;
Thalassinos, K.; Bateman, R. H.; Bowers, M. T.; Scrivens, J. H. Int. J. Mass
Spectrom. 2007, 261, 1-12.

(34) Ruotolo, B. T.; Benesch, J. L. P.; Sandercock, A. M.; Hyung, S.; Robinson,
C. V. Nat. Protoc. 2008, 3, 1139-1152.

(35) Beck, A.; Klinguer-Hamour, C.; Bussat, M. C.; Champion, T.; Haeuw, J. F.;
Goetsch, L.; Wurch, T.; Sugawara, M.; Milon, A.; Van Dorsselaer, A.;
Nguyen, T.; Corvaia, N. J. Pept. Sci. 2007, 13, 588-602.

(36) Haeuw, J.-F.; Beck, A. In Proteomics: Biomedical and Pharmaceutical
Applications; Kluwer Academic Publishers: Dordrecht, The Netherlands,
2004; pp 243—278.

TWIMS and LC-ESI-MS in order to check their purity and
homogeneity.

In nanoESI-MS experiments, JAM-A SF and JAM-A IB mea-
sured molecular weights are 24540.3 £ 0.5 Da and 24542.5 £ 0.6
Da, respectively, which are both in agreement with the theoretical
value calculated from the amino acid sequence (24539.4 Da)
(Table 1). Interestingly, JAM-A IB measured mass is 2 Da higher
than JAM-A SF. Compared to JAM-A SF, JAM-A IB also displays
a charge state distribution shifted toward lower m/z (Figure la
and 1b). Both observations may be correlated to the absence of
a disulfide bond in the case of JAM-A IB. Indeed, lack of disulfide
linkages, resulting in wide open protein structure under denatur-
ing conditions, was reported to increase the number of protonation
sites available during the ESI ionization/desorption process.” The
presence of disulfide bridges in JAM-A was evidenced in the
protein crystal structure revealing two S—S bonds involving four
out the five cysteins present in the protein sequence.*®*° Recom-
binant JAM-A SF and IB batches hence contain different cystein
oxidation states, thus revealing an interbatch heterogeneity.

In order to check the presence of intrabatch heterogeneities,
nanoESI-TWIMS and LC-MS experiments were carried out for
both antigen batches. nanoESI-TWIMS analysis in denaturing
conditions reveals that multiply charged ions of JAM-A IB display
lower m/z with longer drift times than those detected for JAM-A
SF (Figure 1d and e). This observation confirms that JAM-A IB
contains less disulfide bonds resulting in more extended protein
conformations conferring lower mobilities (i.e., longer drift times)
to protein ions.*

Furthermore, detailed observation of the driftscopes of JAM-A
SF and JAM-A IB reveals several ion populations differing one
from the other by their mobilities (see surrounded populations
on Figure 1d and e). We assume that these ion populations
correspond to different gas phase conformers arising from diverse
disulfide bridge pairings. In order to confirm this hypothesis,
JAM-A was analyzed after DTT reduction under the same
experimental and instrumental settings. As shown in Figure 1f,
reduced JAM-A displays a unique ion population, which confirms
that both JAM-A SF and JAM-A IB contain an intrinsic heteroge-
neity linked to the disulfide bridge pairing.

Finally, reversed-phase LC-MS analyses of both JAM-A batches
evidence heterogeneous profiles (Figure 1g and h), whereas the
protein elutes as a single peak after DTT treatment (Figure 1i).
Based on measured masses, these different species can be
assigned to JAM-A containing two S—S bonds (24538.4 Da), one
S—Sbond (24540.4 Da), or no S—S bond (24542.4 Da), supporting
that initial heterogeneity is related to heterogeneous disulfide
bridge pairing.

Taken together these results highlight (i) a crucial impact of
the extraction process (i.e., from inclusion bodies or soluble
fraction) on cysteins oxidation state of the recombinant antigen

(37) Loo, J. A.; Edmonds, C. G.; Udseth, H. R.; Smith, R. D. Anal. Chem. 1990,
62, 693-698.

(38) Kostrewa, D.; Brockhaus, M.; D’Arcy, A.; Dale, G. E.; Nelboeck, P.; Schmid,
G.; Mueller, F.; Bazzoni, G.; Dejana, E.; Bartfai, T.; Winkler, F. K.; Hennig,
M. EMBO J. 2001, 20, 4391-4398.

(39) Prota, A. E.; Campbell, J. A.; Schelling, P.; Forrest, J. C.; Watson, M. J.;
Peters, T. R.; Aurrand-Lions, M.; Imhof, B. A.; Dermody, T. S.; Stehle, T.
Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. A. 2003, 100, 5366-5371.

(40) Valentine, S. J.; Anderson, J. G.; Ellington, A. D.; Clemmer, D. E. J. Phys.
Chem. B 1997, 101, 3891-3900.
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Table 1. Molecular Weights Measured in Denaturing Conditions (Top Panel) and Nondenaturing Conditions (Bottom

Panel)®
Denaturing conditions Glycoforms Calculated MW (Da) Measured MW (Da) AMW (Da) AMW (ppm)
JAM-A SF / 24 539.5° 24 540.3 £ 0.5 0.8 33
JAM-A 1B / 24 539.5° 24 5425+ 0.6 3.0 122
reduced JAM-A / 24 539.5° 24 5435+0.2 4.0 163
control Ag / 12 767.2 12 767.5+£0.1 0.3 23
humanized Fab / 47 117.6 471179+ 0.6 0.3 6
murine mAb GOF/GOF 147 073 147 099 £ 5 +26 177
GOF/G1F 147 236 147 256 + 8 +20 136
GOF/G2F 147 398 147414+ 8 +16 109
humanized mAb GOF/GOF 147 240 147 248 +3 +8 54
GOF/G1F 147 402 147 411+ 6 +9 61
GOF/G2F 147 565 147570 +3 +5 34
G1F/G2F 147 727 147728 + 7 +1 7
G2F/G2F 147 889 147 888 + 6 -1 7
negative control mAb GOF/GOF 148 576 148 583 + 3 +7 47
GOF/G1F 148 738 148 748 + 4 +10 67
GOF/G2F 148 901 148912 +4 +11 74
G1F/G2F 149 063 149074 + 3 +11 74
G2F/G2F 149 225 149232 + 2 +7 47
G2F/G2F + Gal 149 387 149 388 + 6 +1 7
G2F/G2F + 2Gal 149 549 149 542 + 10 -7 47
Nondenaturing conditions Binding stoichiometry Calculated MW (Da) Measured MW (Da) AMW¢ (Da) AMW (%)
JAM-A SF monomer 24 539.5° 24541 +1 1.5 0.01%
dimer 49 079.0° 49083 +1 4 0.01%
JAM-A IB monomer 24 539.5" 24543+ 1 3.5 0.01%
dimer 49 079.0° 49 088 + 1 9 0.02%
murine mAb: JAM-A IB 1:0 147 073 147 099 £ 5 +26 0.02%
1:1 171 663 171783 £ 15 +121 0.10%
1:2 196 205 196 368 + 8 +163 0.10%
1:3 220 748 220 878 + 15 +131 0.10%
1:4 245 290 245485+ 15 +195 0.10%
humanized mAb: JAM-A 1B 1.0 147 240 147 248 + 16 +8 0.01%
1:1 171 814 172 000 + 16 +187 0.10%
1:2 196 356 196 522 + 26 +166 0.10%
1:3 220 899 221187+ 22 +289 0.10%
1:4 245 441 246 067 + 31 +626 0.30%
negative control mAb 1:0 149 074 149 088 + 1 +14 0.01%
humanized Fab: JAM-A IB 1:0 47 118 47122+ 2 +4 0.01%
1.1 71 665 71687 +3 +23 0.03%
2:2 143 329 143410 +4 +81 0.06%
1:2 96 207 96214+ 4 +7 0.01%

@ AMW = measured MW - calculated MW. ® Antigen molecular weights are calculated based on two disulfide bridges.

and (ii) an intrinsic disulfide bridge heterogeneity observed mainly
for the IB batch and to a lower extent for the SF batch.
Determination of JAM-A Oligomerization State. In some
cases, small modifications of pharmaceutical proteins may have
dramatic consequences on protein properties and activities,*!
especially when protein conformations are altered.*? Given the
differences observed in denaturing conditions between JAM-A SF
and JAM-A IB, it was of interest to check if the disulfide bridge
pairing heterogeneity is likely to induce differences in the native

(41) Rehder, D. S,; Chelius, D.; McAuley, A.; Dillon, T. M.; Xiao, G.; Crouse-
Zeineddini, J.; Vardanyan, L.; Perico, N.; Mukku, V.; Brems, D. N,
Matsumura, M.; Bondarenko, P. V. Biochemistry 2008, 47, 2518-2530.
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conformation of the protein. nanoESI-MS and nanoESI-TWIMS
experiments were thus carried out under nondenaturing condi-
tions.

nanoESI-MS analyses of both JAM-A SF and JAM-A IB (Figure
2a and b, respectively) lead to similar ESI mass spectra with the
detection of two main ion distributions in the mass ranges m/z
2000—3000 and m/z 3500—4500. These species correspond
respectively to JAM-A monomer (24541 + 1 Da for JAM-A SF and
24543 + 1 Da for JAM-A IB) and JAM-A dimer (49083 + 1 Da for
JAM-A SF and 49088 + 1 Da for JAM-A IB). Interestingly,

(42) Bobst, C. E.; Abzalimov, R. R.; Houde, D.; Kloczewiak, M.; Mhatre, R;;
Berkowitz, S. A.; Kaltashov, 1. A. Anal. Chem. 2008, 80, 7473-7481.
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Figure 1. JAM-A analyses under denaturing conditions. (a—c) nanoESI-MS analyses of JAM-A SF, JAM-A IB, and DTT-reduced JAM-A IB,
respectively. (d—f) nanoESI-TWIMS analyses of JAM-A SF, JAM-A IB, and DTT-reduced JAM-A IB, respectively. (g—i) UV trace after LC-MS
analyses of JAM-A SF, JAM-A IB, and DTT-reduced JAM-A IB, respectively. * refers to a copurified protein (26754.6 + 0.9 Da). Surrounded
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Figure 2. JAM-A analyses under nondenaturing conditions. (a, ¢) JAM-A SF (5 uM) and (b, d) JAM-A IB (5 uM) were analyzed either by (a,
b) nanoESI-MS experiments or (c, d) nanoESI-TWIMS experiments. (e—j) Black and gray curves are related to JAM-A SF and JAM-A B collision
cross sections, respectively. Vertical dashed lines correspond to molecular weight-based estimations of collision cross sections for (e—g) JAM-A
monomer and (h—j) JAM-A dimer. Numeric values for JAM-A monomer and dimer cross sections are 2056 A2 and 3264 A2, respectively.

increasing antigen concentration from 5 to 40 uM favors the dimer
formation which relative intensity increases from 35 to 61% (see
Supporting Information (SI) Figure S1). Detection of dimeric
JAM-A is consistent with the X-ray crystallography structure

showing two antigen molecules interacting together through
extensive ionic and hydrophobic interactions.® In addition, it is
noteworthy that the small proportion of protein trimer and
tetramer which appears at 5 uM does not significantly increase
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Figure 3. Determination of mAb:Ag binding stoichiometries. (a—d) mumAb was analyzed at 5 uM either (a) alone or in presence of (b) 5 uM,
(c) 10 uM, and (d) 40 uM JAM-A IB. (e—h) hzmAb was analyzed at 5 uM either (e) alone or in presence of (f) 5 uM, (g) 10 M, and (h) 40 uM
JAM-A IB. (i—1) hzFab was analyzed at 10 uM either (i) alone or in presence of (j) 5 uM, k) 10 uM and (l) 40 uM JAM-A IB.

at 40 uM (<10%) suggesting that these higher oligomerization
states arise from a nonspecific aggregation occurring in solution
and/or during the ESI process.

Finally, an increasing number of published works indicates that
electrosprayed proteins conserve at least part of their solution
phase structure when transferred in the gas phase under gentle
conditions.**~*® Therefore, TWIMS experiments were performed
under nondenaturing conditions to get further details on the native
structure of the studied antigen batches. Driftscopes obtained for
both JAM-A SF and JAM-A IB show the detection of antigen
monomer and dimer ions with arrival time distributions ranging
from 4.5 to 9 ms and from 7 to 12 ms, respectively (Figure 2c and
d). On the contrary to driftscopes obtained under denaturing
conditions, homogeneous monomeric and dimeric ion populations
are detected under nondenaturing conditions, which is a first
indication that both antigen batches are uniformly folded despite
their heterogeneous S—S bonding. Moreover, Figure 2e—j rep-
resents corresponding collision cross-section (CCS) estimations

(43) Ruotolo, B. T.; Giles, K.; Campuzano, I.; Sandercock, A. M.; Bateman, R. H.;
Robinson, C. V. Science 2005, 310, 1658-1661.

(44) Ruotolo, B. T.; Robinson, C. V. Curr. Opin. Chem. Biol. 2006, 10, 402—
408.

(45) Scarff, C. A.; Thalassinos, K.; Hilton, G. R; Scrivens, J. H. Rapid Commun.
Mass Spectrom. 2008, 22, 3297-3304.
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of the most intense charge states. Averaged CCS of JAM-A CI
(monomer: 2205 + 155 A2 and dimer: 3485 + 37 A2) and JAM-A
SF (monomer: 2163 + 116 A% and dimer: 3456 + 32 A?) are
similar and in good agreement with molecular weight-based
estimations (monomer: 2056 A? and dimer: 3264 A?).3* There-
fore, previously described heterogeneities linked to cysteins
oxidation state and disulfide bridge pairing do not seem to
affect the global protein conformation.

Intact mAbs Analyses. mAbs integrity and homogeneity were
first checked by mass spectrometry analyses under denaturing
conditions. In these conditions, each mAb displays a broad charge
state distribution in the mass range m/z 2500—5000. Mass
measurements were performed with a mean relative error below
100 ppm for the different glycoforms (Table 1), which gave rise
to typical mAbs glycosylation profiles on deconvoluted mass
spectra (see SI Figure S2).46

Mass spectrometry analyses were then performed under
nondenaturing conditions. As illustrated on Figures 3a, e and 4a,
mADbs are detected in the mass range »:/z 5500—7000 with narrow
charge states distributions centered on the 22+ and 23+ charge

(46) Beck, A.; Wagner-Rousset, E.; Bussat, M. C.; Lokteff, M.; Klinguer-Hamour,
C.; Haeuw, J. F.; Goetsch, L.; Wurch, T.; Van Dorsselaer, A.; Corvaia, N.
Curr. Pharm. Biotechnol. 2008, 9, 482-501.
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Figure 4. Assessment of mAb:Ag binding selectivity. (a—b) Negative
control mAb was diluted at 5 uM either (a) alone or (b) in presence
of 10 uM JAM-IB. (c) mumAb, and (d) hzmAb were incubated at 5
uM in presence of 10 uM negative control antigen.

states. This observation suggests that a native-like structure of
mAbs is retained in solution.*” In addition, efficient desalting
and ion desolvation are achieved as indicated by the detection
of resolved glycoforms (data not shown). For each mAb, mass
measurements of the most abundant glycoforms fall within
+0.05% of the corresponding theoretical molecular weights
(Table 1).

mAbs Specifically Bind up to Four JAM-A Molecules. The
knowledge of mAb:Ag binding stoichiometry is of primary
importance to understand recognition mechanisms involved in
immune complexes and to gain insights in possible mechanism
of action. For several FDA and EMEA-approved mAbs, size-
exclusion chromatography (SEC) was successfully used to inves-
tigate noncovalent mAb:Ag immune complexes. In the case of
mAb:TNFalpha complexes, different stoichiometries were found
for adalimumab (human IgG1, 3:3 ratio), infliximab (chimeric
IgG1, 1:1 ratio), and etanercept (Fc-fusion protein, 6:3 ratio)
and were correlated to different neutralizing mechanisms and

(47) Chowdhury, S. K.; Katta, V.; Chait, B. T. J. Am. Chem. Soc. 1990, 112,
9012-9013.

pharmacokinetic profiles.*®*° In the case of mAb:EGFR ECD
complexes both panitumumab (human IgG2) and cetuximab
(chimeric IgG1) were shown by SEC to have a 1:2 molecular
ratio.*!

We also used SEC to characterize mumAb and hzmAb:JAM-A
ECD complexes, which yielded complicated profiles difficult to
interpret from a ratio point of view (data not shown). Noncovalent
nanoESI-MS titration experiments were then carried out in order
to address the stoichiometry question. A fixed amount of mAb
(5 uM) was incubated with increasing amounts of JAM-A IB. As
shown on Figure 3b, when mumAb and JAM-A IB are present in
equimolar concentrations, three species are detected: the intact
mAb (MW = 147099 + 5 Da) and two additional compounds
corresponding to the formation of 1:1 and 1:2 mAb:Ag complexes
(MW = 171783 £ 15 Da and 196368 + 8 Da, respectively). Then,
increasing JAM-A IB concentration up to two molar equivalents
(10 uM) induces an almost quantitative shift of the equilibrium
toward the formation of the 1:2 mumAb:Ag complex (Figure 3c).
Finally, addition of an 8-fold molar excess of JAM-A IB (40 uM),
leads mainly to the formation of a 1:4 mumAb:Ag complex (MW
= 245485 + 13 Da) with a small proportion of 1:3 complex (MW
= 220878 + 15 Da) (Figure 3d). Interestingly, in spite of this high
antigen molar excess, no higher order complexes are detected
which indicates that mumAb is able to bind up to four antigen
molecules. The observed binding stoichiometries may result from
mumAb association with JAM-A either as a monomer or as a
dimer. The same kind of experiment was also performed with
hzmAb. Similarly to mumAb, results depicted on Figure 3e—h
demonstrate that hzmAb is able to bind up to four JAM-A IB
molecules. Same experiments were carried out with JAM-A SF
(data not shown) and lead to similar results, which ascertains that
the previously described antigen heterogeneity does not affect
mAbs 6F4 recognition. Note also that absence of heterogeneous
glycosylation patterns for recombinant JAM-A ECD corresponds
to a favorable case and that the use of noncovalent nanoESI-MS
to monitor the formation of immune complex is limited to low-
heterogeneity samples.

To gain further insights into the formation of these immune
complexes, titration experiments were performed with the human-
ized papain-generated Fab fragment (hzFab). Since the corre-
sponding hzmAb is bivalent, experiments used twice as much
hzFab concentration (10 uM) such that hzFab and hzmAb
titrations could be compared. In the presence of 5 uM JAM-A IB,
the main ion distribution is related to the 11+ to 13+ charge states
of unbound hzFab (MW = 47122 + 2 Da) (Figure 3j). Two
additional low intense species are detected with molecular weights
of 71687 + 2 Da and 143410 + 4 Da which correspond to 1:1 and
2:2 hzFab:JAM-A complexes, respectively. The relative intensities
of 1:1 and 2:2 complexes increase significantly when the concen-
tration of JAM-A IB is raised to 10 M. Since the hzFab fragment
appears quasi-exclusively monomeric in absence of JAM-A (Figure
3i), the detection of 2:2 complex is most likely due to the binding
of two Fab fragments per JAM-A homodimer. Interestingly,
increasing JAM-A IB concentration to 40 M induces a quasi-
quantitative shift of the equilibrium toward the formation of the

(48) Kim, M. S.; Lee, S. H,; Song, M. Y.; Yoo, T. H.; Lee, B. K;; Kim, Y. S. J.
Mol. Biol. 2007, 374, 1374-1388.

(49) Santora, L. C.; Kaymakcalan, Z.; Sakorafas, P.; Krull, . S.; Grant, K. Anal.
Biochem. 2001, 299, 119-129.
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1:2 hzFab:JAM-A. Almost no higher order assemblies are detected
even in the presence of such a large antigen excess. According
to these results, the formation of 1:4 mAb:Ag complexes previously
described must result from the recognition of two JAM-A ho-
modimers by the antibody, each one interacting with one of the
Fab arms. This unusual ratio for mAb/antigen complexes con-
trasts with the previously described TNF and EGFR mAbs binding
ratios or with bevacizumab Fab/VEGF-A complexes (2 Fabs for
1 VEGF-A dimer, as assessed by cocrystallography).” Interestingly,
the fact that mAbs 6F4 are able to bind four JAM-A ECD chains
suggest that these mAbs may bind JAM-A tetramers in a cellular
context.

mAbs Selectively Recognize JAM-A. The great interest
aroused by mAbs in the therapeutic field is largely due to their
high selectivity toward their target antigen. In such a context,
control experiments were designed in order to assess the
selectivity of previously detected mAb:Ag complexes. For that
purpose, E. coli produced 12.8 kDa beta2-microglobulin antigen
and humanized 1gG4, which specifically targets another trans-
membrane receptor (same subclass as our studied mAb) were
selected as negative controls. Each molecular entity was first
analyzed under nondenaturing conditions alone and in combina-
tion with either JAM-A or mAbs (mAb/Ag, 5 uM/10 uM).
Analyses were performed under strictly identical experimental
conditions as applied to detect previously described noncovalent
immune complexes. As shown on Figure 4c and d, neither mumAb
nor hzmAb bind the negative control antigen. Similarly, no
complex is detected between JAM-A IB and the negative control
mADb (Figure 4b). These results unambiguously confirm that both
mumAb:JAM-A and hzmAb:JAM-A complexes arise from a selec-
tive recognition in solution and not from any artifact of the MS
technique.

mumAb and hzmAb Display Similar Binding Affinities.
Along with specificity, affinity of mAb toward its target is crucial
for its therapeutic efficiency.****%! Many different biophysical
methods are commonly used to assess the stability of mAb:Ag
interactions and more generally of noncovalent complexes involv-
ing proteins,®**® as for example surface plasmon resonance
(SPR),** enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA),*® or
SEC.** Immune complexes usually display dissociation constants
in the picomolar and nanomolar ranges while noncovalent ESI-
MS is much more suited to complexes with high nanomolar up
to low micromolar dissociation constants.’®>” Moreover, con-
sidering MS response factors which include ionization efficiency,
ion transmission through the mass spectrometer and detec-
tion, discrepancies are likely to occur between free mAbs and

(50) Bachmann, M. F.; Kalinke, U.; Althage, A.; Freer, G.; Burkhart, C.; Roost,
H.; Aguet, M.; Hengartner, H.; Zinkernagel, R. M. Science 1997, 276, 2024—
2027.

(51) Usinger, W. R;; Lucas, A. H. Infect. Immun. 1999, 67, 2366-2370.

(52) Hensley, P. Structure 1996, 4, 367-373.

(53) Neri, D.; Montigiani, S.; Kirkham, P. M. Trends Biotechnol. 1996, 14, 465—
470.

(54) Lofgren, J. A.; Dhandapani, S.; Pennucci, J. J.; Abbott, C. M.; Mytych, D. T.;
Kaliyaperumal, A.; Swanson, S. J.; Mullenix, M. C. J. Immunol. 2007, 178,
7467-7472.

(55) Orosz, F.; Ovadi, J. J. Immunol. Methods 2002, 270, 155-162.

(56) Griffey, R. H.; Sannes-Lowery, K. A.; Drader, J. J.; Mohan, V.; Swayze, E. E,;
Hofstadler, S. A. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 9933-9938.

(57) Sannes-Lowery, K. A.; Griffey, R. H.; Hofstadler, S. A. Anal. Biochem. 2000,
280, 264-271.
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mAb:Ag complexes due to their important mass differences.”® %

Nevertheless, because mumAb and hzmAb have similar mo-
lecular weights, it seems reasonable to compare the relative
intensity of their complexes for a given binding stoichiometry.®
Titration experiments in the present study (Figure 3) showed
that mumADb and hzmAb generated similar complex relative
intensities for a given antigen concentration suggesting similar
affinity of both mAbs for JAM-A. This comparison aims at
roughly estimating relative affinities and would not be reliable
to detect subtle affinity changes. This approach is however
valuable in the present case to ensure that the humanization
process of mAb 6F4 is meaningful and does not lead to a
dramatic loss of affinity for JAM-A.

CONCLUSIONS

Multiple and complementary mass spectrometry methods are
used at all stages of mAbs discovery, preclinical and clinical
development: selection of the best antibody-producing clone with
the right glycoprofile; full structural characterization of research
leads and clinical candidates; identification of “hot spots” which
may be deleterious for stability, pharmacokinetics and pharmacol-
ogy; comparability assays for formulation, scaling-up and process
transfer. In the present study as an extension of the use of MS
for antibody R&D, automated chip-based nanoESI-MS and TWIMS
were used for the first time to characterize mAb:Ag complexes.
Potentialities of both techniques were first illustrated through the
analysis of recombinant JAM-A antigen, which revealed that inter-
and intra- batch heterogeneous disulfide bridge pairings influence
neither JAM-A native ternary/quaternary structure nor mu and
hz mAbs 6F4 binding properties. These techniques provide thus
rapid and reliable way to perform quality control of recombinant
proteins.

Regarding immune complexes, nanoESI-MS experiments en-
lightened that murine and humanized mAbs 6F4 selectively
recognize JAM-A to form specific complexes containing up to four
JAM-A molecules per mAb. This 1:4 mAb:Ag binding stoichiom-
etry was further confirmed by the detection of 1:2 Fab:Ag
complexes suggesting that each Fab arm is able to bind one
antigen homodimer. Our results also indicate that mumAb and
hzmAb have similar relative binding affinity for JAM-A, substan-
tiating the reliability of the humanization process.

Finally, in addition to the valuable information mentioned
above, it is noteworthy that automation availability, assay rapidity
(10 min/experiment) and low sample consumption (2.5 pmol
mAb/experiment) make of noncovalent nanoESI-MS a powerful
technique to investigate the binding properties of immune
complexes. In combination with Fab/antigen cocrystallization
study,®! noncovalent nanoESI-MS will undoubtedly be a strong
support to gain deep insights into structure—function relationships,
providing thus optimized mAb candidates for pharmaceutical and
clinical development.

(58) Ayed, A.; Krutchinsky, A. N.; Ens, W.; Standing, K. G.; Duckworth, H. W.
Rapid Commun. Mass Spectrom. 1998, 12, 339-344.

(59) Gabelica, V.; Galic, N.; Rosu, F.; Houssier, C.; De Pauw, E. J. Mass Spectrom.
2003, 38, 491-501.

(60) Peschke, M.; Verkerk, U. H.; Kebarle, P. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2004,
15, 1424-1434.

(61) Schmitz, K. R.; Ferguson, K. M. Exp. Cell Res. 2009, 315, 659-670.
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CHAPITRE Il

Etude de la Dynamique Structurale de CggR, un
Régulateur Transcriptionnel Ligand-Dépendant

Dans ce chapitre sont exposés les résultats d'une étude concernant la modulation ligand-dépendante
des interactions protéine / ADN intervenant dans le cas de CggR, un facteur de transcription impliqué
dans la régulation des mécanismes de la glycolyse chez Bacillus subtilis. Dans ce projet mené en
collaboration avec I'équipe du Dr Nathalie Declerck (Centre de Biochimie Structurale, Montpellier), la
MS supramoléculaire, et plus particulierement les mesures de sections efficaces par mobilité ionique
ont permis de révéler d'importants changements conformationnels se produisant au sein du complexe
CggR / ADN lors de la fixation d’'un métabolite du glucose.



1) CONTEXTE DE L'ETUDE

L'utilisation du glucose comme source de carbone et d'énergie chez Bacillus subtilis fait intervenir
plusieurs enzymes au cours des étapes de la glycolyse, 'une des principales voies du métabolisme du
carbone chez cette bactérie. CggR (central glycolytic genes repressor) est une protéine de 37 kDa
codée par le premier géne de I'opéron hexacistronique (contenant six génes) gapA (figure 1a).** Cette
protéine est constituée d’'un domaine de fixation a 'ADN situé du coté N-terminal (motif hélice-tour-
hélice), ainsi que d’'un domaine régulateur constituant la partie C-terminale de la protéine. En se fixant
a I'opéron gapA, CggR réprime la transcription des cing autres génes qui codent pour des enzymes

intervenant dans le mécanisme de la glycolyse (figure 1a).**
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Figure 1 : (a) Organisation de I'opéron gapA, adapté d'apres 2 (b) Modéle de régulation ligand-dépendant de la
transcription de I'opéron gapA : influence du FBP sur l'interaction CggR / ADN. O : opérateur entier intégrant les

demi-sites gauche (O.) et droit (Or).

L'interaction CggR / ADN a été étudiée par différentes techniques biophysiques. Il a ainsi été montré
gue la séquence nucléotidique de gapA reconnue par CggR est constituée d’une répétition directe de
deux motifs (figures 1a), appelés opérateur demi-site gauche (O,) et opérateur demi-site droit (Og).*
La protéine se fixe ainsi de maniere coopérative sur I'opérateur entier (O.r) pour former un complexe
protéine / ADN de stoechiométrie 4:1 (figure 1b).** D’autre part, il a été montré que I'ajout de fructose-
1,6-bisphosphate (FBP), un métabolite intermédiaire du glucose, madifie I'interaction CggR / ADN en
se fixant au niveau du domaine régulateur de la protéine et joue ainsi le role d’'inducteur de la

transcription de I'opéron gapA.*®

Plus particulierement, I'étude de ce mécanisme de régulation ligand-dépendant a révélé que le FBP
modifie la dynamique conformationnelle du complexe CggR / ADN et abolit la coopérativité de fixation
de la protéine sur I'ADN cible.** Il a ainsi été suggéré que la fixation de ce sucre effecteur sur CggR

s’accompagne de la dissociation des interactions protéine / protéine au sein du complexe CggR /



ADN (figure 1b), permettant ainsi a I'ARN polymérase de procéder a la transcription de I'opéron

gapA.*

Dans ce projet mené en collaboration avec I'équipe du Dr Nathalie Declerck (Centre de Biochimie
Structurale, Montpellier), nous avons souhaité caractériser plus en détail les modifications structurales
intervenant au sein du complexe CggR / ADN lors de la fixation du FBP. Les résultats ainsi obtenus
par nanoESI-MS sur puce microfluidique ainsi que par nanoESI-IM-MS font I'objet d'un article en
cours de préparation qui sera soumis dans Analytical Chemistry (cf. page 253) et dont un résumé des

principaux résultats figure ci-dessous.
2) RESUME DE LA STRATEGIE MISE EN CEUVRE ET DES RESULTATS OBTENUS

2.1) Effet de la fixation du FBP sur I'état d'oligo  mérisation de CggR

Les expériences menées par nanoESI sur puce microfluidique en conditions non-dénaturantes ont
révélé que la protéine seule est principalement détectée sous la forme d’'un tétramére accompagné
d'une proportion plus faible de monomére et de dimére. De plus, en présence de quantités
croissantes de FBP, le tétrameére est progressivement dissocié pour ne laisser apparaitre que les
formes monomérique et dimérique de CggR, apportant ainsi un premier élément de réponse

concernant I'effet du FBP sur les interactions entr e molécules de CggR . Finalement, concernant
la stoechiométrie d’interaction du FBP, aprés saturation d'un premier site de fixation, les expériences
de titrage ont suggéré I'existence potentielle d’'un deuxiéme site de fixation du FBP par protéine,

venant ainsi appuyer les conclusions de précédents travaux.*®

2.2) Effet de la fixation du FBP sur les interactio  ns protéine / protéine au sein du

complexe CggR / ADN

Selon le modéle exposé sur la figure 2a, la dissociation éventuelle des interactions protéine / protéine
au sein du complexe CggR / ADN ne modifie pas la masse du complexe protéine / ADN car
'opérateur Oy « retient » les différentes sous-unités protéiques au sein de I'édifice supramoléculaire.
En effet, les spectres de masse nanoESI ont permis de confirmer que le complexe CggR/ O de
steechiométrie 4:1 reste quasiment intact méme en pr  ésence d'un excés de FBP conduisant a la

fixation moyenne d’environ une molécule de FBP par sous-unité protéique.

Ainsi, afin de mettre en évidence une éventuelle dissociation des interactions entre les deux diméres
de CggR fixés a I'ADN, un complexe a été formé en incubant CggR non pas en présence de
I'opérateur entier (O.r), mais uniqguement avec le demi-site droit (Or - figure 2b). Apres purification du
complexe par chromatographie d’exclusion stérique, l'analyse par nanoESI-MS sur puce
microfluidique a premiérement confirmé la formation d’'un complexe CggR/ O r de steechiométrie

4:2. Puis, en rajoutant des concentrations croissantes de FBP, les spectres de masse nanoESI ont

permis de montrer la dissociation symétrigue du complexe CggR / Or de stocechiométrie 4:2 en



complexes de stcechiométrie 2:1, démontrant ainsi la capacité du FBP a rompre les in  teractions

protéine / protéine au sein du complexe CggR / ADN
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Figure 2 : Stratégie utilisée pour mettre en évidence la dissociation des interactions protéine / protéine au sein

du complexe CggR / ADN par mesure de masse en conditions non-dénaturantes.

2.3) Changement conformationnel du complexe CggR/  ADN induit par la fixation du FBP

En l'absence de structure cristallographique du complexe CggR / O.r, nous avons souhaité
caractériser ce complexe en croisant les données des techniques de basse résolution que sont la
chromatographie d’exclusion stérique (SEC), la diff raction des rayons X aux petits angles

(SAXS) ainsi que I'IM-MS . En ce qui concerne plus particulierement I''lM-MS, aprés optimisation des
parameétres instrumentaux conformément aux explications fournies dans le chapitre précédent (cf.
Chapitre I, 3.1), les mesures de section efficace du complexe ont permis de mettre en évidence une
augmentation d'environ 5% en présence de FBP, révélant ainsi d'importants changements

conformationnels provoqués par la fixation du sucre effecteur . De plus, la confrontation des
résultats d’'IM-MS, de SAXS et de SEC ont révélé un accord intéressant non seulement sur le plan
qualitatif (mise en évidence des changements conformationnels), mais également sur le plan

guantitatif (dimensions du complexe), illustrant ainsi la capacité de I''M-MS a fournir des

informations sur la conformation des biomolécules e n solution .
2.4) Reésultats complémentaires : rble spécifique du FBP

Dans une expérience de contrdle, nous avons souhaité comparer I'effet du FBP sur le complexe CggR
/ Or avec celui de dérivés tels que le fructose-1-phosphate (F1P), le fructose-6-phosphate (F6P) et le
glucose-1,6-bisphosphate (GBP). Comme le montre la figure 3, bien que ces sucres soient capables
de se fixer sur le complexe CggR / Og, aucun d’entre eux n'est capable de produire un effet
comparable a celui du FBP, ce qui démontre le role spécifique que joue le FBP dans la modulati  on

des interactions protéine / protéine au sein du com plexe CggR / ADN .




Finalement, on considérant la stoechiométrie d’interaction du FBP, le spectre de masse de la figure 3b
indique la formation de complexes CggR / O de stocechiométrie 2:1 contenant jusqu’a 4 molécules de
FBP (2 molécules de FBP par monomeére de CggR), alors que dans le cas de ses dérivés, on observe
essentiellement la fixation de 1 voire 2 molécules de sucre. Le fait qu'une modification sensible du
FBP engendre des effets aussi distincts sur les spectres de masse nanoESI, suggéere que la fixation
de deux molécules de FBP par sous-unité de CggR résulte bien d'une association spécifique en
solution, et non pas d'un artefact quelconque de la technique.46 Ces résultats corroborent ainsi une
précédente étude ayant décrit I'existence de deux sites de fixation par monomere de CggR, 'un de
haute affinité (Kd = 4-7 pM) et I'autre d’affinité plus faible (Kd > 100 pM).*
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Figure 3

. Spécificité du réle du FBP dans la modulation des interactions protéine / protéine au sein du

complexe CggR / ADN. Le complexe CggR / Ogr a été incubé a une concentration de 3 pM dans un tampon
NHsAc 150 mM pH 8,0, soit a) seul, soit en présence de b) 30 uM de FBP, c) 30 uM de F1P, d) 30 uM de F6P et
e) 30 uM de GBP. Les chiffres encerclés correspondent au nombre de molécules de FBP fixées sur les
complexes. Les analyses ont été réalisées a I'aide du couplage Triversa Nanomate — LCT (Ves = 1,85 kV, Pes =
0,8 psi, Vc =200 V, Pi =7 mbar).



3) CONCLUSION DE L’ETUDE

Dans cette étude menée par MS supramoléculaire, il a tout d'abord été possible de mettre en
évidence que la fixation de FBP induit la dissociation des interactions protéine / protéine assurant
l'intégrité du tétramere de CggR en solution. De plus, les données obtenues par nanoESI-MS sur puce
microfluidique ainsi que par nanoESI-IM-MS ont révélé que le FBP provoque également la
dissociation de ces interactions au sein du complexe formé entre CggR et son ADN cible, provoquant
ainsi d'importants changements conformationnels comme en témoigne I'augmentation de 5% de la
section efficace du complexe lors de la fixation du sucre effecteur. Placées dans leur contexte
biologique, ces informations cruciales contribuent ainsi a la compréhension du role de CggR dans la

régulation de la transcription de I'opéron gapA et plus généralement dans le mécanisme de la

glycolyse chez B. subtilis .

D’un point de vue plus général, cette étude a permis de mettre en valeur les développements
méthodologiques réalisés durant ce travail de thése autour du théme de la mobilité ionique, en
révélant notamment une bonne corrélation entre les mesures d’'IM-MS en phase gazeuse et les
données obtenues en solution par SEC et par SAXS . De plus, dans cet exemple, il a été possible
d’étudier simultanément la formation de complexes protéine / protéine, protéine / ligand, protéine /

ADN et protéine / ADN / ligand , pour remonter au final a des informations de stoechiométrie , de

spécificité , de dynamique d’'assemblage ainsi que de dynamique conformationnelle , illustrant
ainsi la versatilité de I'approche MS supramoléculaire pour la caractérisation d'édifices
biologiques .

4) VALORISATION

Les travaux réalisés dans le cadre de ce projet ont fait I'objet d’'un article en cours de rédaction pour

une soumission dans Analytical Chemistry :

» Publication : Atmanene C, Chaix D, Royer CA, Declerck N, Van Dorsselaer A, Sanglier-
Cianferani S. Combination of Noncovalent Mass Spectrometry and Traveling Wave lon
Mobility Spectrometry Reveals Sugar-Induced Conformational Changes of CggR / DNA

Complex.
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Abstract

The central glycolytic genes repressor (CggR) is-8034 transcriptional repressor protein which playeey role inBacillus
subtilis glycolysis by regulating the transcription of thapA operon. Fructose-1,6-bisphosphate (FBP), idedtifis the
effector sugar, has been shown to abolish the hinaiooperativity of CggR to its DNA target and twmdify the
conformational dynamics of the CggR:DNA complex.He present study, noncovalent mass spectrometry (S used ti
get deeper insights into FBP-dependent CggR:DNA actems. FBP binding effect on CggR alone and on CggR|
complex was examined using automated chip-basedefenirospray MS and traveling wave ion mobilityssiapectrometr
(TWIMS). Results first enlightened that tetramerigg® is dissociated into dimers upon FBP binding. thémn evidence
that FBP binding to CggR:DNA complex triggers thergigion of intermolecular protein:protein interaets within the
complex, which significantly affects its conformati as evidenced by a 5% increase of its collisims< section. For tt
first time, the use of TWIMS to probe ligand-inddceonformational modifications of a protein:DNA cplex is reported
with an emphasis on instrumental tuning and corsparwith in-solution techniques.

Abbreviations:
CggR, Central glycolytic genes repressor; FBP, Freeth6-bisphosphate; F6P, Fructose-6-phosphategE®FMS,
nanoelectrospray ionization mass spectrometry; T8/INIraveling wave ion mobility mass spectromet@CS, collision
cross-section

Keywords:
Traveling wave ion mobility, noncovalent mass sp@oetry, automated chip-based nanoelectrospray,
protein — DNA interactions, central glycolytic gsnepressor

INTRODUCTION

The central glycolytic genes repressor (CggR) is-a 37
kDa transcriptional repressor protein which playkes
role in Bacillus subtilis glycolysis by regulating the
transcription of thegapA operon-® While CggR is
encoded by the first gene of this hexacistronicropge
key glycolytic enzymes are the products of the five
additional gene$.® CggR is able to bind to a DNA
operator sequence located in thapA leader region,
acting thus as transcriptional repressorgapA genes
The full-length operator consists of a 45-basepatA
sequence containing two direct repdatmteractions
between CggR and both the full-length operatqrj@s
well as the independent left (Dand right (@) half-site
operators have been extensively studied using akever
biophysical  technique¥® In  particular, those
investigations revealed that CggR, initially presémt
solution as a concentration-dependent mixture of
different oligomers, binds to the target DNA as a
tetramer’ ° Moreover, CggR oligomerization state and its
interaction with DNA have been shown to be modulate
by the binding of fructose-1,6-bisphospate (FBF).®
While this sugar prevents the formation of CggR bigh
order oligomers (higher than dimer), it also maifihe

binding cooperativity of CggR to its DNA targs
increased FBP concentrations induce a decrease iR
affinity for its DNA partner” ® ° These observatior
have been interpreted as arising from disruptior
intermolecular protein:protein interactions, leagio the
dissociation of CggR tetramer in two independent dir
which remain “sealed” to the DNA sequence, presey
thus the 4:1 CggR:DNA binding stoichiometry.
Deciphering such intricate biological mechanis
involved in the regulation of genes expression i
challenging task, which often requires complemen
approaches combining the benefits of orthog
biophysical techniques to study protein:DI
interactions. In this context, nanoelectrospray g
spectrometry (nanoESI-MS) plays a key role
demonstrated by the growing number of reported &
focused on the characterization of protein:oligdaoiide
complexeg?™® Since the first evidences of the possibi
to analyze intact noncovalent assemblies in thepbase
using electrospray ionizatidft, #* important methodc
logical and instrumental achievements have
realized, allowing now complexes of varic
compositions and different sizes ranging from st
hundreds up to more than millions Daltons to
investigated with this techniqdé.Based on accura



mass measurements, noncovalent MS (i.e., MS for the
study of noncovalent assemblies) can provide cfucia
information on protein oligomerization states and
protein:ligand binding stoichiometrié$?®> Moreover,
MS-based strategies have also been developed to get
insights into the 3D architecture of intact progeiand
noncovalent complexes.These strategies includegehar
state distribution analysf§;?® limited proteolysig®>3?
footprinting techniques (e.g., H/D excharf§é® or
hydroxyl radical labeling® *> *J as well as chemical and
gas-phase dissociation of intact comple¥e& 3which
altogether provide information on topology, solvent
exposed area, interaction networks and conformaition
dynamics of supramolecular assemblies.

More recently, traveling-wave ion mobility mass
spectrometry (TWIMS) has been introduced as a
powerful technique to probe the size / shape of
macromolecular ions in the gas ph&se€>* The basic
principle of TWIMS relies on the ability of gas sea
ions to fly through a neutral buffer gas under the
influence of a weak electric field. lons with extexd
structure experience more collisions with the huffes
than ions with compact structure. Since those siotis
impede ions progression through the ion mobility, ce
information on the shape / size of gas-phase iansbe
derived from the measurement of their drift time,,ithe
time required by an ion to go through the ion mpil
cell.

In the present work, we used a combination of MS-
based techniques to investigate FBP-modulated
interactions between CggR and its target DNA. As« fi
step, automated chip-based nanoESI-MS experiments
were carried out in nondenaturing conditions to
investigate FBP binding effect on both CggR
oligomerization state and CggR:DNA complex stability.
Using a protein:DNA assembly formed with two
independent DNA binding sites (half-site operatove?
demonstrated that FBP-binding disrupts proteinginot
interactions within CggR:DNA complex. Impact of such
structural modifications on CggR:full-length DNA
complex was subsequently investigated using nanroESI
TWIMS, which revealed important conformational
changes triggered by sugar binding. Finally, data
provided by nanoESI-TWIMS experiments are discussed
in the light of the results obtained by size-exidns
chromatography (SEC) and small-angle X-ray scatjerin
(SAXS), highlighting both qualitative and quantivat
adequacy between gas phase nanoESI-TWIMS
measurements and outcomes from in-solution teclesiqu

EXPERIMENTAL SECTION

Protein expression and purification

CggR was produced in E. coli with a N-terminal His-
tag and the protein was purified by affinity
chromatography essentially as described previdusly.
Cells were resuspended in 50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 10 mM imidazole, 3 mMpB-mercaptoethanol, 1
mM benzamidine, pH 8 buffer (HT buffer) supplemehte
with 5 mM benzamidine. Cells were lysed by sonicatio
after 30 min incubation on ice with 0.2 mg/mL of
lysozyme together with 2g/mL of DNase 1 and 50 mM
NaHPO,. After centrifugation at 18000 rpm for 20 min
at 4°C, the cell supernatant was loaded onto?&NITA
agarose resin (Qiagen, Germantown, MD) and incudbate
for 30 min at 4°C with gentle shaking. The resin e
washed extensively with HT buffer supplemented with

successively, 50 mM NHPQO,, 50 mM KCI, 50 mM
NaHPO, and 0.4 M KCI, before eluting the protein w
300 mM imidazole in HT buffer. The most concentrk
fractions were dialysed against 20 mM Tris-HCI, :
mM NaCl, 2 mM DTT, and 2 mM EDTA, 10% glycer
buffer, pH 8. The fractions were pooled and pro
aliquots were stored at —80°C. Protein concentratiag
determined by Bradford assay.

DNA/protein complex purification

The oligonucleotides containing the full-lengt, s
operator (45 bp 5- TGACGGGACGTTTTTTGTCAT
GCGGGACATATAATGTCCAGCAA-3’) or the half
site Ogr (23 bp 5-TAGCGGGACATATAATGTCC
AGC-3’) were purchased from Eurogentec. The si
and anti-sense strands were hybridized by heatil
mixture at 50 uM in TE buffer, 150 mM NacCl to 90
for 10 min and slowly cooling down to room temparat
using a thermocycler. Complexes with DNA were forr
by mixing the purified protein and DNA at a molatio
of 41 Opr) or 2:1(0g) (protein/DNA) in a final
volume of 500 pL. The complex was purified by ¢
exclusion chromatography, using a Superdex 200
10/30 (GE Healthcare) column pre-equilibrated wath
mM Tris-HCI pH 8.0 containing 150 mM NaCl, 2 m
EDTA and 2 mM DTT. The protein:DNA complexes w
eluted in a single peak and the most concent
fractions (500 pL) were pooled and eventu
concentrated to a final of concentration of 1 niga
complex as estimated by Bradford assay.

Samples buffer exchange

Prior to any mass spectrometry experiments, Cggk
CggR:DNA complexes were desalted against 150
ammonium acetate solution pH 8.0 (adjusted
ammonia). While CggR was buffer exchanged usir
microcentrifuge gel filtration column (Zeba 0.5 1
Thermo Scientific, Rockford, IL), CggR:DNA complex
were buffer exchanged using 7 successive concimtré
dilution steps performed with centrifugal concetdra
(Vivaspin, 30 kDa molecular-weight cutoff membrar
Sartorius, Gottingen, Germany). Protein concermutn
was determined by Bradford assay. Fructose:
bisphosphate (FBP) trisodium salt hydrate was @aget
from Sigma Aldrich (Steinheim, Germany) and sod
counter-ions were exchanged against volatile amuam
ions using a 1 ml anionic exchange column (HiTrag
Sepharose, GE Healthcare, Little Chalfont, U
Subsequent quantification of desalted FBP
performed by LC-MS/MS analysis using an HP
system (1100 Series, Agilent Technologies, Santaa(
CA, USA) coupled to an electrospray triple quadrey
mass  spectrometer (LC/MS  6410B,  Agili
Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Noncovalent nanoESI-MS experiments

Noncovalent mass spectrometry experiments
carried out on an electrospray time-of-flight m
spectrometer (LCT, Waters, Manchester, UK) equif
with an automated chip-based nanoelectrospray e
(Triversa Nanomate, Advion Biosciences, lIthaca,
USA). Mass spectra were recorded in the positive
mode over the mass range m/z 500-12000
calibration with a 2 g/l solution of cesium iodidte 2-
propanol/water (1/1). His-tagged CggR mono



molecular weight was first measured in denaturing
conditions by diluting the protein to 5 uM in a 1\v)
water:acetonitrile mixture acidified with 1% (v/fQrmic
acid. Measured molecular weight (38780.3 + 0.8 Bas

in good agreement with the mass calculated from the
theoretical amino acid sequence (38780.8 Da).
Experiments under nondenaturing conditions were
performed by diluting samples in 150 mM ammonium
acetate buffer pH 8.0. Instrumental settings were
carefully tuned in order to preserve the integrify
noncovalent assemblies in the gas phase while iegsur
an optimal ion desolvation and transmission throtigh
mass spectrometer. This optimization especiallycears
the pressure (Pi) in the first pumping stage of the
instrument as well as the accelerating voltageiegpn

the sampling cone (Vc). Vc and Pi values were
differently adjusted for CggR and CggR:DNA assemblies
and are mentioned in figures legend. Data analysis
performed with MassLynx 4.1 (Waters, Manchester,
UK).

Traveling wave ion mobility mass spectrometry

NanoESI-TWIMS experiments were performed using a
hybrid quadrupole / ion mobility separator / timiefight
instrument (Synapt HDMS, Waters, Manchester, UK)
described elsewhefé. External calibration was
performed in the positive ion mode with a 3 mg/ml
solution of cesium iodide in 2-propanol/water (1/1)
Samples were infused using 4-um i.d. PicoTip naraysp
emitters (New Objective, Woburn, MA, USA) and ion
mobility data were recorded after careful optinizatof
instrumental parameters (see Results and Discyssion
Particularly, while the pressure in the first pumpistage
(backing pressure) and in the Trap T-wave deviceewe
raised to 5.1 mbar and 0.065 mbar, respectivelg, th
accelerating voltage applied on the sampling cdhe,
trap collision energy voltage and the trap biastags
were set to 50 V, 10 V and 15 V, respectively. For
mobility separation, the wave height, the wave e&jo
and the pressure in the ion mobility cell were eetipely
set to 11 V, 300 m/s and 0.5 mbar corresponding to
optimized parameters providing an improved sepamati
of ions displaying different mobilities. Collisionrass
section (CCS) measurements were realized using a
calibration curve obtained with horse heart myoglpb
bovine cytochrome C and bovine ubiquitin diluted2to
MM in 1:1 (v/v) water:acetonitrile mixture acidifiewvith
1% (v/v) formic acid according to the procedure
described by Ruotol@t al.*® CCS determination was
performed in duplicate showing a reproducibilityttbe
than 2%. Data analysis was performed with MassLynx
4.1 (Waters, Manchester, UK).

Collision cross section computation by MOBCAL

Theoretical CCS were determined using the open
source program MOBCAE2 * which was modified as
described elsewhefé.While the PDB file 1TGU was
used for bovine liver catalad&coordinate files for free
and FBP-bound CggRi®@ complex were obtained from
SAXS data modeling using the program SASREF (Chaix
et al., manuscript in preparation). Only CCS calculated
with the exact hard sphere scattering (EHSS) methied
reported here since it provides better CCS estimation
proteins than the projection approximation modeégjo
and it requires much less computation time compéwed
the trajectory methotf.

RESULTS AND DISCUSSION

NanoESI-MS investigation of FBP-binding effect on
CggR and CggR:DNA complexes

FBP-binding alters CggR quaternary structure

In the present study, CggR was first analyzed alar
order to investigate its oligomerization state untlee
present experimental conditions. When diluted tquR0
(monomer concentration), CggR is mainly detected
tetramer (155145 + 3 Da) accompanied to a lowesrg
by monomeric (38781 = 2 Da) and dimeric (77567
Da) forms of the protein (figure 1a). Since it Haemen
reported that CggR oligomerization state is depende
protein concentratioh,'® experiments were also carri
out with protein diluted from 10 to 40 pM, showing
significant differences in this concentration rar({@ata
not shown). The theoretical molecular weight of
CggR dimer and tetramer being 77561 Da and 15
Da, respectively, it can be deduced that no carthaltg
ligand remains bound to the purified protein, imtrast
to the protein preparation used for crystallizatibn
Rezacovat al.™’

The binding of FBP, the effector sugar of CggR,
been studied previously using different techniq
providing insights into its binding stoichiometrynd
affinity, as well as its effect on protein strueuand
oligomerization staté.® 1°While these studies univocal
showed that FBP binding prevents the formation ggie
high molecular weight aggregates, different sugadihg
stoichiometries were proposed. Indeed, X
crystallography and isothermal titration caloriryesmly
detected a single FBP molecule bound per C
molecule” *° whereas fluorescence anisotropy, limi
proteolysis and pressure perturbation experinr
suggested the presence of two non-equivalent
binding sites per CggR mononTfeAs mass resolutio
afforded by noncovalent mass spectrometry allow
direct visualization of all different species pnesén
solution, this technique was well suited in thesprg
case to simultaneously observe FBP-binding effat
CggR oligomerization state and to determine its Inig
stoichiometry to the protein. Titration experime
involving a fixed CggR concentration and increas
amounts of FBP were thus monitored by nanoESI-
NanoESI mass spectra obtained after incubation g
(20 uM) with 0.5 to 1.5 molar equivalents of FBR ¢
30 puM) show that CggR tetramer is progressi
dissociated into dimers, evidencing that bindingtidé
effector sugar triggers the disruption of interncoler
protein:protein interactions (figure 1b to d).

Regarding FBP binding stoichiometry, nanoESI n
spectrum obtained in presence of an equir
concentration of FBP (20 uM - figure 1c) is suffitig¢o
fully saturate CggR with one sugar molecule per jamc
monomer. Interestingly, in presence of 30 uM of F
CggR tetramer is totally dissociated and the bindihg
second FBP molecule per protein subunit becc
observable on CggR monomer (1:2 CggR:FBP comy
and dimer (2:4 CggR:FBP complex). Unfortunat
attempts to saturate this second binding site d
because higher FBP concentrations led to noisy
spectra, precluding clear interpretation and caordiion
of the specificity of this second binding event.
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Figure 1. NanoESI-MS monitoring of FBP binding to CggR. CggRs diluted to 20 uM (monomer concentration) aralyered either (a
alone or in presence of (b) 10 uM FBP, (c) 20 pMPRBid (d) 30 M FBP. Enlarged mass spectra fromighehand columns correspo
to the +12 charge state of monomeric Cggi ¢@lumn) and the +18 charge state of dimeric C@®fRe0lumn). Vc = 120 V, Pi = 6 mbar.

In conclusion, the present titration experiments
highlight that FBP binding to CggR is responsibletfor
disruption of intermolecular protein:protein intetians
leading to the dissociation of CggR tetramer intoatsn
Results also show that CggR contains a high-affinity
binding site which can be fully saturated by FBPhgsi
micromolar analyte concentrations, which is in agrent
with previously determined Kd values ranging frono3
7 UM?, 10

FBP-binding induces the dissociation of protein:protein
interactionsinvolved in CggR: DNA complex

In a previously published study, formation of the
complex between CggR and its full-length DNA operator
was investigated by analytical ultracentrifugation,
revealing a 4:1 protein:DNA binding stoichiometry.
Additionally, it was evidenced that FBP abolishés t
binding cooperativity of CggR to its target DNA witto
altering the binding stoichiometry of the complex,
suggesting a possible sugar-induced disruption of
intermolecular protein:protein interactions withitne
CggR:DNA complex. In order to examine this hypothesi
in the present work, nanoESI-MS experiments were

performed with CggR in complex with either the fi
length DNA operator (&) or the right half-site operat:

(Or)-

a) 4:1 CggR:0, 4

4:1:n CggR:0 ,:FBP
/—%

)

Figure 2. Working hypothesis used to enlighten FBP-indu
disruption of protein:protein interactions withinggR:DNA
complex. Upon FBP-induced disruption of proteintpio
interactions, (a) molecular weight of 4:1 CggR:Qemains
constant AMW = 0 Da), while (b) 4:2 CggRidissociatior
can be evidenced through mass measurements in matndag
conditions.

The rational behind the use of a half-site operisttiat
the disruption of protein:protein contacts withihe



CggR:Qr complex would not change the molecular noncovalent nanoESI-MS to determine their binc

weight of the complex because full-length DNA would stoichiometries. NanoESI mass spectrum obtainethfs
act as a framework retaining protein subunits wmittie complex involving the full-length operator (figur@a)
complex (figure 2a). Therefore, noncovalent MS doul reveals the presence of a unique species whichumest
remain blind to such structural modifications. molecular weight (182868 + 9 Da) indicates
Nevertheless, the use of two independent half-site  formation of a 4:1 CggR:@ complex (182802 Da). |
operators, i.e., which are not covalently bound nthe the case of the right half-site operatas @@gure 3e), the
other as in the case of @operator, would result in a most intense species is detected in the mass nauig
complex whose integrity depends solely on noncovale 7000-9000 with a molecular weight of 183356 + 5
protein:protein interactions. Consequently, disiptof corresponding to the 4:2 CggRi©@omplex (183298 Da)
those interactions upon FBP binding would provoke An additional minor ion distribution assigned teet@:1
complex dissociation, enabling thus the effect wfes CggR:G; complex (91649 Da) is also detected in
binding to be monitored by noncovalent nanoESI-MS mass range m/z 4000-6000 with a measured mole
(figure 2b). weight of 91664 = 5 Da. It is noteworthy that qu
Accordingly, both complexes were first formiedvitro, quantitative formation of the 4:2 CggRiOcomplex

purified by size-exclusion chromatography (see (instead of independent 2:1 CggR:Ocomplexes
Experimental Section) and subsequently analyzed by provides here a direct evidence for thsterce of
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Figure 3. NanoESI-MS monitoring of FBP binding effect on CgDORA complex. (a-d) CggR:@ complex and (e-h) CggRiromplex
were diluted to 3 uM either (a, e) alone or in pres of (b, f) 3 uM FBP, (c, g) 15 uM FBP and (d3® 1M FBP. Insets represent enlarg
mass spectra showing (a-d) the +23 charge stdteecf:1 CggR:G complex and (e-h) the +20 charge state of theC3gR:Gx complex.
Circled numbers correspond to the number of FBReoubés bound to each complex. V¢ = 200 V, Pi = amb



intermolecular  protein:protein  interactions  within
CggR:DNA complex. In previously published works, this
information about CggR:DNA complex architecture
could only be indirectly inferred from correlation
between the protein tetrameric oligomerizationestatd
the 4:1 protein:full-length DNA binding stoichiomgf
Titration experiments were then carried out by
incubating CggR:DNA complexes (3 uM) in the presence
of increasing FBP concentrations. In the case ofuhlie
length operator, the 4:1 CggRiOcomplex remains
almost completely intact upon FBP addition (fig@eed).
Indeed, although the 4:1 CggR{&Xomplex mainly binds
three or four FBP molecules in the presence oh&dkl
molar excess of this effector sugar (30 pM — figBdd,
only a small fraction of the 2:1 CggR:©complex is
observed. This observation is consistent with mnevi
fluorescence anisotropy and electrophoretic motslitift
assay experiments showing that even millimolar
concentrations of FBP do not allow a complete releds
CggR from the comple.X°In contrast, incubation of 4:2
CggR:G; complex (3 uM) with 1 molar equivalent of
FBP (3 uM) is sufficient to induce its partial disgation
into 2:1 CggR:@Q complexes (figure 3f). Complete
dissociation is observed in presence of 5 molar
equivalents (15 pM) of effector sugar (figure 3g),
demonstrating the ability of FBP to induce the digian
of protein:protein interactions ensuring the iniygof
the 4:2 CggR:@ complex.
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Figure 4. Assessment of the specificity of FBP-binding effect
CggR:DNA interactions. CggR#romplex was diluted to 3 uM
in 150 mM ammonium acetate buffer at pH 8.0 andyaed
either (a) alone or in presence of (b) 30 uM FB& @) 30 uM
F6P. Insets represent enlarged mass spectra shaiéng20
charge state of the 2:1 CggR:@omplex. Circled numbers
correspond to the number of FBP molecules bouncatch
complex. V¢ =200 V, Pi =7 mbar.

Interestingly, nanoESI mass spectra obtained in the
case of the half-site operator (figure 3e-h) shdat t

increasing FBP concentration leads first to com
saturation with a single FBP molecule per CggR sut
(detection of 2:1:2 CggR¥FBP complex), in agreeme
with the presence of a micromolar binding site ba
protein” ® Then, in the presence of 30 uM FBP (fig
3h), complexes containing a second FBP molecule
CggR subunit are also observed (detection of 2:18
2:1:4 CggR:Q:FBP complexes), suggesting the prese
of a second binding site on the protein.

In order to asses the specificity of the dete
complexes, control experiment was performed
fructose-6-phosphate (F6P) whose affinity for Cggf
much lower (Kd = 94 pM) than FBP (Kd = 3-7 pf
Mass spectra acquired under strictly ident
experimental and instrumental conditions first shbat
F6P-binding does not trigger the disruption
protein:protein interactions as observed in thee caf
FBP (figure 4), confirming thus the specific roleRBP
in the modulation of CggR:DNA cooperati
interaction€ Moreover, considering the sugar bind
stoichiometry, comparison of figures 4b and 4cdaths
that only one F6P molecule is bound per CggR mont
(detection of 2:1:1 and 2:1:2 CggR«®6P complexes
while FBP is able to bind twice to the protein (atitmn
of 2:1:3 and 2:1:4 CggRiF6P complexes) und
identical conditions. The fact that nanoESI masscsp
reflect subtle modifications of the ligand struet
strongly suggests that complexes detected in the
phase arise from a specific association in soliffiand
strengthens thus previous observations indicating
presence of a second FBP binding site per C
subunit’'8

NanoESI-TWIMS experiments evidence CggR:DNA
conformational changes upon FBP binding

From the data collected so far, it is evident thBP
specifically triggers the disruption of protein:pim
interactions within CggR tetramer as well as
CggR:G; complex. Extrapolating such observations
the 4:1 CggR:@ complex implies that importal
conformational changes occur upon FBP binding. édg
the strongest hint for such modifications arisesnfrthe
outcomes of fluorescence-based techniques, sugg
that sugar binding increases the conformationahohyos
of the CggR:@z complex’ In noncovalent MS
modifications of the tridimensional structure
biomolecules can be evidenced by a shift in thegg
state distribution: the more extended the structthre
higher the number of charges carried by prot&ins.the
present titration experiments, increasing F
concentration only provokes a small shift of the
CggR:Qk complex charge state distribution, which m
value increases from 22.6 in absence of FBP (fi(ak
to 23.8 in presence of 30 uM FBP (figure 3d), sstgg
thus a slightly extended conformation of the comypte
presence of effector sugar. In order to get degyséyhts
into this conformational transition, nanoESI-TWIM
experiments were performed with CggRzOCcomplex,
both in absence and presence of effector sugar.

Optimization of instrumental settings for native CCS
determination of CggR: DNA complexes

In conventional noncovalent MS experiments,
essential condition to be fulfilled is that integriof
fragile assemblies formed in solution is maintaiirethe
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Figure5. Influence of collision activation on the detectiohCggR:Qr complex. CggR:& complex was diluted to 3 pM in 150 ml
ammonium acetate buffer at pH 8.0 and analyzeere{th c, e) in low-activating conditions (Trap €H0 V) or (b, d, f) in high-activatin
conditions (Trap CE = 100 V). (a, b) Y-axes of fsdlale mass spectra were normalized to the injeakthe +24 charge state of spectr
(b). (c, d) Enlarged mass spectra showing thewidth at half maximum of CggRi® complex +25 charge state. (e, f) Arrival-tin

distributions of the +25 charge state of Cggir:Ebmplex.

gas phase throughout their transfer in the mass
spectrometer. While thisine qua non condition is still
true for nanoESI-TWIMS experiments, an additional
requirement has to be matched for correct CCS
determination of native proteins and complexeseéu
several reports have enlightened that, upon high
activating conditions, ions undergo conformational
transitions before disruption of protein:protein or
protein:ligand associatioris. 3 46 4-%2gych structural
modifications are likely to alter the measured tdiihes
(and consequently the derived CCS values) and Hange t
to be avoided using a fine instrumental tuning.sThi
optimization concerns especially the accelerating
voltages applied before the ion mobility stage,chihare
namely the sampling cone voltage (Vc), the coliisio
energy voltage applied at the entrance of the Traave
device (Trap CE), and the bias voltage applied betwe
the trap and the ion mobility T-wave devices (Thégs).
All these voltages have to be kept to a minimunueab
allow ions to be transferred without extensive \ation
before entering the ion mobility cell. In addition,
pressures in the first pumping stage of the mass
spectrometer as well as in the Trap T-wave can laso
increased to improve collisional cooling. Altervatly,
once ions have been separated in the traveling veave
mobility cell, high transfer collision energy vadies
(Transfer CE) can be used to improve their desawati
without affecting drift time measuremefit°

A trade-off arising from the use of such smooth
conditions is that ions may be poorly desolvateding
thus rise to broad peaks on ESI mass spectra, vdaich
sometimes be deleterious when a sufficient mass
resolution is required to distinguish between défe
species. As an example of the effect of above-rorat
accelerating voltages, figure 5 illustrates théuierfice of

a high Trap CE voltage on both the mass spectrum
the arrival time distribution obtained for the 4
CggR:Qgr complex. While this assembly remains inti
upon increase of the Trap CE voltage from 10 V t0
V, the full-width at half maximum of the +25 chargiate
decreases from 28.5 m/z to 11.1 m/z (61% decrease
its absolute intensity increases in the same thoen 4.6
counts / scan to 8.1 counts / scan (76% incred$ese
observations indicate an improved ion desolvatiod
transmission when a Trap CE voltage of 100 V is u
Such instrumental conditions would be well-suited
conventional noncovalent MS experiments aiming
determining the complex binding stoichiomet
However, in the present case, figures 5e and 5fghat
the measured drift time of the +25 charge statéss
from 10.65 ms (Trap CE = 10 V) to 13.65 ms (Trap C
100 V). Together with the substantial broadeninghef
arrival time distribution, this 28% increase of theft
time indicates that, under these activating cood#j the
complex has experienced structural modificati
resulting in more extended conformations. While
monitoring of such collision-induced conformatior
evolution of noncovalent complexes can provide wis
information on their gas phase stabifity,>> 2 such
alteration of the complex structure prevents
determination of its native collision cross section
Additionally, while water and buffer adducts caugit
the complex structure are responsible for largepoatly
resolved peaks on nanoESI mass spectra, it is oateyv
that their presence might be beneficial for nedivas
CCS determination. Indeed, small ions and wi
molecules can display specific structural roles,rar
particulalry in the case of protein:DNA interaction As
a consequence, analyzing poorly desolvated (ofatigri
hydrated) ions, instead of completely anhydrdons,
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Figure 6. NanoESI-TWIMS monitoring of FBP-induced conformati modifications of CggR:@ complex. (a, b) Driftscopes wel
obtained for 4:1 CggR:@ complex diluted to 3 uM either (a) alone or (b)piesence of 30 uM FBP. Arrival time distributiomxima of
the most intense charge states are linked togbthdashed curves. (c-f) CCS estimation for the @427+ charge states of free and FE
bound 4:1 CggR:( complex. Black and grey curves are related todreFBP-bound 4:1 CggR:complex, respectively.

might potentially give rise to gas phase ions with
conformation closer to that adopted in soluftbrlhis
proposition is supported by several works suggg<tiat
smaller CCS values than those derived from NMR and X-
ray crystallography structures, result from shrigeaof
protein structure in a solvent-free environm&nt* %
Consequently, a Trap CE voltage of 10 V was preferred
in the present study in order to preserve complexes
native-like conformation to the detriment of peak
resolution on nanoESI mass spectra.

NanoES-TWIMS calibration for CCS determination of
large noncovalent assemblies

Several works have reported the use of ions with
known collision cross section (CCS) to get an erogiri
relationship allowing the CCS of an analyte of insétte
be derived from its mass- and charge-corrected tilrie
as measured by TWIMS experimeffts***! Indeed,
denatured proteins are generally used to calibtiage
instrument for the determination of CCS between 1000
and 4000 A2, which corresponds approximately to
spherical proteins between 10 and 70 Rba.

In the present study, complexes of interest display
molecular weights of about 185 kDa, requiring tlaus
large extrapolation of the calibration curve toessstheir
CCS. With such an extrapolation, small errors in the
slope of the calibration curve may provoke impartan
errors on determined CCS. As a consequence andén ord
to ensure that reliable CCS measurements could be
performed for CggR:DNA complexes, denatured bovine
ubiquitin, bovine cytochrome C as well as horserthea
myoglobin were used to create a calibration cuefindd
with a maximum number of points. This curve was
subsequently used to assess the CCS of bovine liver

catalase in nondenaturing conditions. This proferms
a large tetrameric assembly of about 236 kDa an@@S
can be derived from its crystallographic structtir
providing thus a reference value to estimate tHilitya
of this extrapolation. In the present work, the m&CS
of bovine liver catalase averaged over its five tr
intense charge states (+32 to +36) was 10000 +A35(
which was found to be in good agreement with tHaev:
of 9950 A2 calculated from its crystallographicusture
using the EHSS method from MOBCAL, and showi
thus that reliable CCS estimations could be obtaireed

the extrapolation of the calibration curve up t0Q0 Az,

The collision cross section of CggR:DNA assembly
increases upon FBP binding

In order to investigate the effect of FBP bindingthe
conformation of CggR:DNA assembly, 4:1 CggRsC
complex was incubated at 3 uM in absence or inepiEs
of 30 uM FBP. At these concentrations, previou
described nanoESI-MS experiments have shown tha
CggR:Qr complex mainly binds 3-4 FBP molecules a
that FBP binding induces a complete dissociatiothef
4:2 CggR:@ complex, indicating that importar
structural modifications occur in these conditions.

Accordingly, nanoESI-TWIMS analysis of 4.
CggR:Qr complex in absence of effector sugar ¢
under optimized instrumental conditions, shows that
+24 to +27 charge states of the complex are deteudth
drift times ranging from 8 to 16 ms (figure 6a).0Ee
drift times were corrected for the charge and red.
mass of the corresponding ion, so that CCS of eact
could be estimated using the above-mentio
calibration curve.



Technique Physical quantity No FBP + FBP
TWIMS Rrwims (nm)* 5.36 5.50
SEC Rs (nm) 5.40 5.80
SAXS Ry (nm) 4.46 5.38

Measured MW (Da) 183500 185000
TWIMS MW-based estimation of CCS (A2)* 7860 7900
Measured CCS (A?) 9030 9490

SAXS CCS from MOBCAL ° 11160 11770

Table 1.Comparison of TWIMS, SEC and SAXS experiments paréal on CggR:& complex in absence and presence of FBP. SEC
SAXS data were obtained from Chaixal. (manuscript in preparation). *tgws = (CCS /M2 * CCS = 2.435« MW?? according ta
Ruotoloet al.*® ° SAXS-derived 3D models (Chagt al., manuscript in preparation) were used for CCSreston using the exact ha

sphere scattering method from MOBCAL.

Averaging the CCS of 4:1 CggR:@complex over the
four most intense charge states (+24 to +27) gikias
rise to a value of 9030 + 165 A2 (figure 6¢-f). dontrast,
when 4:1 CggR:Q; complex is incubated with a ten-fold
molar excess of FBP, drifscope obtained under idehti
experimental and instrumental conditions enlightens
significant shift in the measured drift times (figu6b)
which is reflected in corresponding CCS values (fgur
6c-f). Indeed, CCS of 4:1 CggR:Qcomplex averaged
over the +24 to +27 charge states is 9490 + 90 Az,
Together with nanoESI-MS results obtained with CggR
alone and in complex with the right half-site opera
this 5% increase of the CCS upon FBP binding provides
strong evidence that this sugar is indeed ableigger
significant conformational alterations of the 4:1
CggR:Qr complex by disrupting intermolecular
protein:protein interactions without changing the
complex binding stoichiometry.

Comparison with in-solution techniques

Even though a growing number of articles have
enlightened that gas phase collision cross sectomsn
good agreement with values derived from other
biophysical technique®; ¥ the question of whether a
protein or a complex can preserve its native canéion
in a solvent-free environment is still a mattedebate’®
571n such a context, it is of interest to compaee réssults
from nanoESI-TWIMS with those obtained by small-
angle X-ray scattering (SAXS) and size-exclusion
chromatography (SEC) experiments which were
performed concomitantly to the present study (Clehix
al., manuscript in preparation). SAXS can provide both
the radius of gyration ( of the analyte of interest as
well as estimations of its 3D structure based ota da
modeling. Regarding SEC, calibration with well-addpte
standards allows Stokes radius g\Rand apparent
molecular weight to be determined from experimental
data. Table 1 summarizes the outcomes of thesereliff
techniques.

While the relationship between;Rnd R depends on
the molecular shape of the analyte, both physical
guantities are sensitive to the global shape arelofi the
molecule in solution. For the comparison of TWIMS
results with these in-solution techniques, the usdi
(Rrwims) of free and FBP-bound 4:1 CggR complex was
derived from the corresponding CCS assuming a
spherical shape of the complex. As shown in tahle 1
Rrwims is in good agreement with both, Bnd R which
evidences that 4:1 CggR:©Qcomplex preserves a folded
native-like conformation in the gas phase, and that

conformational modifications occurring in solutiare at
least partially conserved in this solvent-free emvinent.

Table 1 also shows CCS measured by nano
TWIMS experiments compared to CCS estimations b
on the molecular weight of the corresponding comgse
Those estimations were performed with a relatign
relating the molecular weight to the CCS of roug
spherical ions? Interestingly, significant differences &
observed between measured and estimated CCS, '
strongly suggests that 4:1 CggRzromplex has a nor
spherical shape, which is consistent with the presef
a DNA framework which imposes a rather elonge
shape to this assembly (Chast al., manuscript ir
preparation).

Finally, table 1 also reports CCS values calculdig
MOBCAL using the 3D structures of 4:1 CggR:L
complex obtained by SAXS data modeling (Chetial .,
manuscript in preparation). While those MOBC.
estimations are somewhat higher than correspor
TWIMS values, CCS values still display a 5% differe
between free and FBP-bound forms of the comg
which is in close agreement with the 5% incre
measured in the gas phase.

Consequently, comparison with SEC and SA
validates nanoESI-TWIMS results, showing t
CggR:DNA complex retains a memory of its solut
structure in the gas phase and illustrating thus
potentialities of this technique to probe the sind shap
of proteins and noncovalent complexes in solution.

CONCLUSION

In the present study, we report the use of recet
based technologies to get detailed structural inéion
on FBP-modulated CggR:DNA interactions. NanoE
MS experiments first showed that tetrameric C¢
dissociates into dimers upon FBP binding to the |
(micromolar) affinity binding site of CggR. Thensing
the 4:2 CggR:Q complex, where both half-site operat:
are not covalently bound, we demonstrated that
binding leads to the symmetrical dissociation ois
assembly into 2:1 CggR{Ocomplexes. In contrast, tt
4:1 CggR:Qr assembly remains almost completely int
in presence of FBP, most probably because full-te
DNA acts as a framework holding the different pimoi
subunits together in the complex. However, nanol
TWIMS experiments enlightened important FBP-indu
changes in the structure of the 4:1 CggR:€omplex, as
evidenced by the 5% increase of the complex CCS
FBP binding. Notably, both the symmetrical dissboia
and the increase of the complex CCS triggered by



binding corroborate a previously proposed modelctvhi
suggests that CggR binds primarily as a dimer to each
half-site of the full-length operator and that baiimers
interact subsequently together, resulting in a ecative
protein binding to the DNA target which is aboligha
presence of FBP.Altogether the present results thus
provide important evidences for the understandinthe
mechanisms governing CggR interactions with its DNA
target. The knowledge of such regulation mecharigsm
of crucial importance to decipher the underlyingau
dependent transcriptional activation of glycolygenes in

B. subtilis.

To our knowledge, the present study is the first on
describing the use of nanoESI-TWIMS to detect ldyan
induced conformational changes of a protein.DNA
assembly. While this article stresses the impogavfca
careful instrumental tuning for CCS determination of
native complexes, it also reports an interesting
comparison between those gas phase measurements and
the data obtained by in-solution techniques. Thesel
correlation found between the results from nanoESI-
TWIMS, SAXS and SEC indicates that CCS
measurement in the gas phase can provide reliable
information on the shape / size of native protesimsl
noncovalent complexes in solution. Finally, it i$ o
interest to point out that nanoESI-TWIMS displagsng
unique advantages over hiophysical techniques wduieh
conventionally used for complexes  structural
characterization. Indeed, combining MS dimensiothwi
ion mobility separation affords a simultaneous and
independent determination of the binding stoichitgne
and the CCS of noncovalent assemblies within a few
minutes. Moreover, this technique does not reqdat
modeling since it allows a direct and independent
visualization of all ionizable species presentdluton as
illustrated here through the simultaneous detectibn
protein:protein,  protein:ligand, protein.DNA and
protein:DNA:ligand complexes. Those features make o
nanoESI-TWIMS and more generally of noncovalent
MS, a well-suited technique to investigate hetenegels
and poorly characterized systems where assumptions
required by other techniques for data interpretatan
hardly be justified.
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CONCLUSIONS

Dans cette partie consacrée au couplage entre mobilité ionique et spectrométrie de masse, nous
avons décrit les développements méthodologiques réalisés au cours de ce travail de thése dans le
contexte de la caractérisation de protéines intactes et de complexes non-covalents par MS
supramoléculaire. En insistant sur le principe de fonctionnement du Synapt HDMS, ainsi que sur
limportance de l'optimisation des parameétres instrumentaux , les différents exemples traités dans
cette partie ont illustré les possibilités offertes par I'M-MS pour accéder a des informations concernant
la taille, la forme d’édifices biologiques en solut ion, ainsi que le role spécifique de ligands sur
leur conformation générale . Le potentiel de I'lM-MS ne s’arréte évidemment pas a la mesure de la
section efficace de biomolécules. En effet, les quelques exemples présentés dans ce manuscrit ont
également mis en évidence l'intérét de la technique pour étudier la stabilité en phase gazeuse de
complexes non-covalents , ainsi que l'utilisation de la mobilité ionique comme dimension de
séparation , permettant d’'une part de « nettoyer » les spectres de masse , et d’'autre part de séparer

les différentes isoformes d’une protéine

Dans le contexte de I'étude structurale de biomolécules, I'lM-MS vient se positionner dans la catégorie
des technigues de basse résolution (tableau 1). Cependant, la combinaison de données structurales,
méme de basse résolution, avec la rapidité, les possibilités d’automatisation, la faible consommation
d’échantillon, et surtout la possibilité de visualiser directement et simultanément I'ensemble des
espéeces présentes en solution font de I'lM-MS un outil puissant et complémentaire aux aut  res
techniques biophysiques classiquement mises en ceuvre pour la caractérisation structurale de

protéines et de complexes non-covalents (tableau 1).

Haute Résolution Résolution Intermédiaire Basse Résolution

« Mohilité ionique

« Diffraction des rayons X aux
petits angles (SAXS)

« Chromatographie d’exclusion

 Microscopies (AFM, cryo-EM, ...)*
 Techniques de fluorescence
« Cristallographie des rayons X | ¢ Dichroisme circulaire (CD)

» Résonance magnétique  Techniques de marquage en MS L
- . . . . stérique (SEC)
nucléaire (RMN) (échange H/D, oxydation radicalaire,...) e )
j ) ) « Diffusion dynamique de la
* Protéolyse ménagée N
lumiére (DLS)
* Etc.
* Etc.
. N Topologie et forme détaillée , structure Topologie et forme générale
Informations structurales a : 0 . h ) .
s . secondaire (hélices a / feuillets B), section efficace, rayon de gyration,
I'échelle atomique ] .
surface exposée au solvant , ... rayon hydrodynamique, ...

Tableau 1 : Tableau comparatif des différentes techniques biophysiques couramment utilisées pour la
caractérisation structurale de biomolécules. * AFM : microscopie a force atomique ; cryo-EM : cryo-microscopie

électronique.

Alors que des améliorations du Synapt HDMS sont déja en cours (amélioration du pouvoir résolutif

de la cellule IMS dans le cas du Synapt G2 HDMS), ou a prévoir (compréhension détaillée du

fonctionnement de la cellule IMS pour une détermination plus directe des sections efficaces ),'® cet



instrument ouvre d'ors et déja de nouvelles perspectives en MS supramoléculaire , comme I'étude
de protéines impliquées dans les « maladies conformationnelles  », c’est-a-dire les pathologies telles
gue les maladies d’Alzheimer, de Parkinson ou les maladies a prion, dont I'origine est un repliement
incorrect des protéines.*” L'IM-MS pourrait également présenter un intérét particulier pour I'étude de
protéines intrinséquement non structurées . En effet, ces protéines encore peu caractérisées se

distinguent notamment par leur grande flexibilité et leur capacité a subir d'importantes transitions

conformationnelles, pour lesquelles I'lM-MS pourrait apporter de précieuses informations.*®
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CONCLUSION GENERALE

En introduction de ce travail de thése nous rappelions que « I'histoire et le succés de la spectrométrie
de masse supramoléculaire sont intimement liés aux développements instrumentaux » qui ont été
réalisés au XXeme siécle, et plus particulierement durant ces vingt derniéres années. La premiére
partie de ce manuscrit a donc été consacrée a un rappel bibliographique décrivant les principaux
développements concernant la MS supramoléculaire, en insistant plus particulierement sur les
principes physico-chimiques qui régissent les différentes étapes d'une analyse MS (ionisation,

transmission, discrimination en fonction du rapport m/z et détection).

Nous avons montré dans cette premiére partie que la compréhension détaillée du fonctionnement des
spectromeétres de masse est essentielle en MS supramoléculaire, non seulement pour évaluer le
potentiel et les limitations de I'approche, mais également pour I'optimisation rigoureuse et
systématique des instruments. Cette étape incontournable conditionne la fiabilité des résultats
obtenus, au méme titre que la phase de préparation des échantillons. La maitrise de I'instrument et de
I'échantillon permet alors de mettre en ceuvre différentes stratégies analytiques, également exposées
dans cette premiere partie, qui donnent acces a des informations aussi cruciales que la stcechiométrie
des édifices supramoléculaires, leur affinité, leur spécificité, leur dynamique d’assemblage ou encore
leur conformation. Cette partie bibliographique a donc constitué la base du travail expérimental décrit

dans les parties suivantes.



La seconde partie de ce travail de thése a été consacrée a l'apport du nanospray sur puce
microfluidique en MS supramoléculaire. Nous avons ainsi procédé aux développements
méthodologiques qui ont permis d’automatiser des expériences de MS supramoléculaire grace au
robot Triversa Nanomate (Advion Biosciences). Les avantages et inconvénients de ce systéme ont été

identifiés et le potentiel de I'instrument a ensuite été illustré dans deux cas d’études concrétes :

» La premiére étude, axée sur la caractérisation des interactions entre des molécules de la
famille des calixarénes et des toxines protéiques (  leucotoxines) sécrétées par le
staphylocoque doré , a permis de confirmer I'existence d’interactions spécifiques entre ces

partenaires, et d’en déterminer la stoechiométrie ainsi que les affinités relatives et absolues.

» La seconde étude réalisée concerne la détermination de I'état d'oligomérisation de DAPK
une protéine a activité kinase impliquée dans les mécanismes de mort cellulaire. Dans ce
projet, le croisement des données de MS supramoléculaire et de fluorescence ont permis de
proposer un modéle de régulation de la protéine basé sur une relation structure-activité
dans lequel la dimérisation de la protéine bloque l'accés au site catalytique et réduit donc
I'activité kinase de DAPK.

Le travail présenté dans cette seconde partie ouvre de nouvelles perspectives dans le contexte du
développement de molécules a visée thérapeutique. En effet, alors que l'automatisation et la
réduction de la consommation d'échantillon lites a l'utilisation du nanospray sur puce
microfluidique permettent désormais d'intégrer la MS supramoléculaire dans les phases de criblage
primaire et secondaire de moyen débit , le contenu informatif de la technique en fait également un
outil de choix pour assister les étapes d’optimisation des molécules préalablement s électionnées .
De plus, la versatilité de la MS supramoléculaire permet également de mettre cette approche en
ceuvre dans des études plus fondamentales visant a comprendre a I'échelle moléculaire le role et

les mécanismes d’action de protéines représentant des cibles thérapeutiques potentielles, telles que

les leucotoxines ou la protéine DAPK.

La troisieme partie de ce manuscrit se focalise sur I'étude de complexes protéine / ARN par MS
supramoléculaire, une application qui jusqu’alors a vait trés peu été abordée dans la littérature
Les interactions entre protéines et ARN sont impliquées dans les processus fondamentaux du
fonctionnement cellulaire et justifient de ce fait l'intérét grandissant qui leur est porté. Dans ce
contexte la MS supramoléculaire offre un potentiel intéressant pour la caractérisation de tels édifices,
potentiel qui a été illustré au travers de trois études portant sur des protéines intervenant dans les

modifications post-transcriptionnelles de 'ARN :

» L'étude par MS supramoléculaire de Trml, une protéi ne assurant la méthylation de
'ARNt, a permis de déterminer I'état d'oligomérisation de la protéine, ainsi que la

stoechiométrie de fixation de ’ARNt.



> L'étude de Tgt, une protéine modifiant des ARNt impliqués dans la dysenterie
bactérienne, a premiérement révélé I'état d'oligomérisation dimérique de la protéine, ainsi
gue la steechiométrie du complexe formé entre Tgt et un ARNt cible. De plus, le criblage de
différents inhibiteurs a montré gu’en se fixant a la protéine, ces molécules non seulement
interferent avec la fixation de I'’ARNt, mais sont également capables de dissocier les

complexes Tgt / ARNt préalablement formeés.

> La reconstitution in vitro de complexes ribonucléoprotéiques a boite H/ACA impliqués
dans la pseudouridylation de I'ARN a permis d'illustrer les potentialittss de la MS

supramoléculaire pour I'étude des réseaux d'interaction de complexes protéine / ARN.

Le travail décrit dans cette partie a donc permis de développer des stratégies analytiques pour la
caractérisation de complexes protéine / ARN par MS supramoléculaire, répondant ainsi d’une part a
une demande croissante de la part des biologistes, et assurant d’autre part le lien entre protéomique
descriptive et protéomique fonctionnelle dans la thématique des interactions protéine / ARN qui est

abordée au laboratoire.

La quatrieme et derniere partie de ce manuscrit a été consacrée a l'apport en MS
supramoléculaire du couplage entre mobilité ionique et spectrométrie de masse. Le principe de
cette technologie nouvelle au laboratoire a tout d’abord été détaillé en mettant un accent particulier
sur la stratégie d’'optimisation du Synapt HDMS pour la caractérisation de protéines intactes et de
complexes non-covalents par IM-MS. Les développements méthodologiques réalisés durant ce travail

de thése ont ensuite été concrétisés dans deux études :

» Dans une premiére étude portant sur I'étude des propriétés de reconnaissance
antigénique d’anticorps, I'IM-MS a permis de mettre en évidence I'existence d'une
hétérogénéité de pontage des cystéines au sein de différents lots d’antigene JAM-A. De plus,
il a été montré que cette hétérogénéité structurale n'affecte ni la conformation globale de la
protéine, comme démontré par la mesure de sa section efficace par nanoESI-IM-MS, ni la
reconnaissance spécifique par les anticorps anti-JAM-A qui, elle, a été étudiée par détection
directe en phase gazeuse des complexes immuns formés en solution. Cette étude a ainsi
révélé la formation de complexes anticorps / antigéne de stoechiométrie 1:4, une information
cruciale dans la compréhension du mécanisme d’'action de ces biomolécules a visée

thérapeutique.

» L'objet de la seconde étude concerne l'interaction ligand-dépendante entre le facteur
de transcription CggR et son ADN cible. La combinaison d’expériences menées par
nanoESI-MS sur puce microfluidique et par nanoESI-IM-MS a permis de révéler que la
fixation du fructose-1,6-bisphosphate provoque la dissociation des interactions entre les sous-
unitts de CggR fixées a [I'ADN, provoquant ainsi d’'importants changements
conformationnels mis en évidence par la mesure de la section efficace du complexe en

phase gazeuse (IM-MS), et confirmés par des techniques en solution (SAXS, SEC).



Ainsi, les développements méthodologiques réalisés au cours de cette thése autour du theme de la
mobilité ionique représentent, au sein du laboratoire, une ouverture vers de nouvelles études, ou les
possibilités de séparer des conformeéres d’'une protéine ou bien encore de mesurer la section efficace
d’édifices non-covalents pourront étre pleinement exploitées pour décrypter des mécanismes

biologiques toujours plus complexes.

En conclusion , ce travail de thése a été focalisé sur l'apport en MS supramoléculaire des
développements instrumentaux récents que sont le nanospray sur puce microfluidique et le
coupage entre mobilité ionique et spectrométrie de masse . L'évaluation des performances, les
optimisations instrumentales et les développements méthodologiques liés a ces nouvelles
technologies ont constitué une part importante de ce travail de thése. Nous avons ainsi pu démontrer
la maniere avec laquelle ces nouvelles technologies permettent d’étendre le potentiel de I'approche
MS supramoléculaire pour la caractérisation d’assemblages moléculaires particulierement complexes
(stoechiométrie, spécificité, affinité, réseau d'interaction, dynamique d'assemblage, dynamique

conformationnelle, etc.).

Finalement, il est important de rappeler que les différentes collaborations menées durant cette thése
ont permis de confronter les résultats de la MS supramoléculaire a ceux de techniques biophysiques
plus conventionnelles. De cette confrontation, il ressort que la MS supramoléculaire apparait
désormais comme une technique non seulement complém entaire mais également de plus en
plus indispensable en biologie structurale pour la caractérisation détaillée de complexes non-
covalents . Finalement, notre travail apporte de nombreux éléments montrant que la pertinence des
informations et la faible consommation d'échantillon apportées par les performances
instrumentales actuelles et les développements a venir, font de la MS supramoléculaire une
technique incontournable  dans les nouveaux défis qui se posent en biologie, tels que la

caractérisation de complexes endogenes ou encore de protéines membranaires.



PARTIE EXPERIMENTALE






Informations concernant les échantillons et leur pr

éparation

Le principe des différentes techniques d’échange de tampon utilisées au cours de ce travail de thése

a été décrit dans la premiére partie de ce manuscrit (Partie |, Chapitre Ill, 1). La mise en ceuvre de ces

différentes techniques a été réalisée conformément aux recommandations des fournisseurs.

La concentration des protéines a été mesurée par la méthode de Bradford en utilisant I'albumine de
sérum bovin en tant qu'étalon.’ Concernant les ARN, leur concentration a été déterminée par mesure

directe de leur absorbance a une longueur d’'onde de 260 nm dans I'eau en utilisant un coefficient

d’extinction molaire de 33,3 L.g'l.cm'l.

Le tableau ci-dessous récapitule les conditions d’échange de tampon des protéines étudiées ainsi que

leur masse moléculaire, leur point isoélectrique et leur séquence en acides aminés :

Protéine

Masse
moléculaire
théorique (Da)

pl

Tampon
d'échange

Technique
d'échange

Séquence en acides aminés

LukS-PV

33099.5

8.4

LukF-PV

35233.9

8.8

HIgA

32678.8

9.5

HigC

32993.5

9.3

NH,AC 300 mM
pH 7.5

3 cycles de
dessalage sur
colonne de
filtration sur gel
(Zeba, 0.5 ml)

GPLGSPEFDNNIENIGDGAEVVKRTEDTSSDKWGVTQNI
QFDFVKDKKYNKDALILKMQGFINSKTTYYNYKNTDHIKA
MRWPFQYNIGLKTNDPNVDLINYLPKNKIDSVNVSQTLG
YNIGGNFNSGPSTGGNGSFNYSKTISYNQQNYISEVEHQ
NSKSVQWGIKANSFITSLGKMSGHDPNLFVGYKPYSQN
PRDYFVPDNELPPLVHSGFNPSFIATVSHEKGSGDTSEF
EITYGRNMDVTHATRRTTHYG

GPLGSPEFAQHITPVSEKKVDDKITLYKTTATSDSDKLKIS
QILTFNFIKDKSYDKDTLILKAAGNIYSGYTKPNPKDTISSQ
FYWGSKYNISINSDSNDSVNVVDYAPKNQNEEFQVQQT
VGYSYGGDINISNGLSGGGNGSKSFSETINYKQESYRTS
LDKRTNFKKIGWDVEAHKIMNNGWGPYGRDSYHSTYGN
EMFLGSRQSNLNAGQNFLEYHKMPVLSRGNFNPEFIGVL
SRKQNAAKKSKITVTYQR

GPLGSPEFENKIEDIGQGAEIIKRTQDITSKRLAITQNIQFD
FVKDKKYNKDALVVKMQGFISSRTTYSDLKKYPYIKRMIW
PFQYNISLKTKDSNVDLINYLPKNKIDSADVSQKLGYNIGG
NFQSAPSIGGSGSFNYSKTISYNQKNYVTEVESQNSKGV
KWGVKANSFVTPNGQVSAYDQYLFAQDPTGPAARDYFV
PDNQLPPLIQSGFNPSFITTLSHEKGKGDKSEFEITYGRN
MDATYAYVTRHRLAV

GPLGSANDTEDIGKGNDVEIIKRTEDKTSNKWGVTQNIQ
FDFVKDKKYNKDALILKMQGFISSRTTYYNYKNTNHIKSM
RWPFQYNIGLKTNDKYVSLINYLPKNKIESTNASQTLGYNI
GGNFQSAPSLGGNGSFNYSKSISYTQQNYVSEVEQQNS
KSVLWGVKANSFATKSGQKSAFDSDLFVGYKPHSKDPR
DYFVPDSELPPLVQSGFNPSFIATVSHEKGSSDTSEFEIT
YGRNMDVTHAIKRSTHYGN

DAPK

33750.4

5.4

DAPKdel

33107.7

5.2

NH,Ac 10 mM
pH 8.8

2 cycles de
dessalage sur
colonne de
filtration sur gel
(Zeba, 0.5 ml)

TVFRQENVDDYYDTGEELGSGQFAVVKKCREKSTGLQY
AAKFIKKRRTKSSRRGVSREDIEREVSILKEIQHPNVITLH
EVYENKTDVILILELVAGGELFDFLAEKESLTEEEATEFLK
QILNGVYYLHSLQIAHFDLKPENIMLLDRNVPKPRIKIIDFG
LAHKIDFGNEFKNIFGTPEFVAPEIVNYEPLGLEADMWSI
GVITYILLSGASPFLGDTKQETLANVSAVNYEFEDEYFSN
TSALAKDFIRRLL

TVFRQENVDDYYDTGEELGSGQFAVVKKCREKSTGLQY
AAKFIKKRRTKSREDIEREVSILKEIQHPNVITLHEVYENKT
DVILILELVAGGELFDFLAEKESLTEEEATEFLKQILNGVY
YLHSLQIAHFDLKPENIMLLDRNVPKPRIKIIDFGLAHKIDF
GNEFKNIFGTPEFVAPEIVNYEPLGLEADMWSIGVITYILL
SGASPFLGDTKQETLANVSAVNYEFEDEYFSNTSALAKD
FIRRLLVKDPKK




Masse

. . . Tampon Technique . . o
Protéine moléculaire pl d'échange d'échange Séquence en acides aminés
théorique (Da) 9 g
GSHMAWPGPLLLKDRKGRAYLVFPKEGGVFHHHKGSV
PHEALLEAGPGGVVRTHLGEELSVHRPTLEEYLLHMKRS
28863.3 NH,HCO, 200 ATPTYPKDASAMVTLLDLAPGMRVLEAGTGSGGLTLFLA
Trml 7.4 / RAVGEKGLVESYEARPHHLAQAERNVRAFWQVENVRF
mM pH 8.0 HLGKLEEAELEEAAYDGVALDLMEPWKVLEKAALALKPD
RFLVAYLPNITQVLELVRAAEAHPFRLERVLEVGWREWE
VRLPVAHPRFQQVGHTAFLVALRRW
2 evcles d VEATAQETDRPRFSFSIAAREGKARTGTIEMKRGVIRTPA
g cycl €s de FMPVGTAATVKALKPETVRATGADIILGNTYHLMLRPGAE
essalage sur
427385 NHAC 1 M g RIAKLGGLHSFMGWDRPILTDSGGYQVMSLSSLTKQSEE
Tgt 6.6 colonne de GVTFKSHLDGSRHMLSPERSIEIQHLLGSDIVMAFDECTP
pH 8.0 filtration sur gel YPATPSRAASSMERSMRWAKRSRDAFDSRKEQAENAA
(Zeba, 0.5 ml) LFGIQQGSVFENLRQQSADALAEIGFDGYAVGGLAVGEG
v QDEMFRVLDFSVPMLPDDKP
MAKPSYVKFEVPKELAEKALQAVEIARDTGKIRKGTNETT
L7Ae 13422.6 5.3 KAVERGQAKLVIIAEDVDPEEIVAHLPPLCEEKEIPYIYVPS
KKELGAAAGIEVAAASVAIIEPGKARDLVEEIAMKVRELMK
GPLGSMARDEVRRILPADIKREVIVKDDKAETNPKWGFP
2 cvcles de PDKRPIELHIQYGVINLDKPPGPTSHEVVAWIKRILNLEKA
4 GHGGTLDPKVSGVLPVALERATRVVQALLPAGKEYVALM
Cbf5 38139.6 9.1 | NH,AC 300 mM dessalage sur HLHGDVPEDKIRAVMKEFEGEIIQRPPLRSAVKRRLRTRK
colonne de VYYIEILEIDGRDVLFRVGVEAGTYIRSLIHHIGLALGVGAH
pH 7.5 filtration sur gel MAELRRTRSGPFKEDETLVTLHDLVDYYHFWKEDGIEEY
(Zeba, 0.5 ml) IRKAIQPMEKAVEHL
Nop10 7485.8 102 GPLGSMRFRIRKCPKCGRATLKETCPVCGEKTKVAHPP
p ' RFSPEDPYGEYRRRLKRELLGIGRKEK
11363.5 GPLGSMKRLGKVSHYAKQGLLIVRSTWVPSLNDPVIDKD
Garl ' 10.4 LKFVGIVKDVFGPVKRPYVAIKPKVDDPEKYVGQVLYIDE
RRKKRKERKGRGRMKKKFKG
JAM-A 24539.5 / 1cycle de /
dessalage sur
colonne de
filtration sur gel
Antigéne controle 12767.2 / (NAP-5) /
Anticorps murin 147073 / NH,AC 150 mM 1 cycle de /
P (GOF/GOF) pH 7.5 dessalage sur
colonne de
filtration sur gel
. L 147240 g
Anticorps humanisé / (NAP-5) + /
(GOF/GOF) ;
Concentration par
ultracentrifugation
- o 148576 (Vivaspin,
/
Anticorps controle (GOF/GOF) / MWCO = 30 kDa)
2 cveles de MRGSHHHHHHGSMNQLIQAQKKLLPDLLLVMQKRFEILQ
4 YIRLTEPIGRRSLSASLGISERVLRGEVQFLKEQNLVDIKT
38780.6 6.39 dessalage sur NGMTLTEEGYELLSVLEDTMKDVLGLTLLEKTLKERLNLK
CggR ' ' colonne de DAIIVSGDSDQSPWVKKEMGRAAVACMKKRFSGKNIVAV
o S O | HMAEKASGTYRLLFVPGOLSQGAYSSIEEPSVKE.
NHLAC 150 mM (zeba, 0.5 ml) VLNTIKSASMLVHGIGE
yY
pH 8.0
Complexe 183298 / 7 cycles de /
4:2 CggR:Or dessalage par
ultracentrifugation
Complexe (Vivaspin,
P 182802 / /

4:1 CggR:Og,

MWCO = 30 kDa)




Le tableau ci-dessous récapitule les conditions d’échange de tampon des différents ARN étudiés ainsi

gue leur masse moléculaire et leur séquence nucléotidique :

Séquence nucléotidique

5' ppp-GGUGGGGUUCCCGAGCGGCCAAA
GGGAGCAGACUGUAAAUCUGCCGUCAU
CGACUUCGAAGGUUCGAAUCCUUCCcCcCC
ACCACCA-3'OH

5' ppp-CCCCUGGGGUCUCACACCUCCGG
GAUCAGUGACCGGAGGGCGGUCCCCCA
GGGGACA-3' OH

5' OH-GACCGUCGUGAGA-3' OH

Masse moléculaire . . s
ARN théorique (Da) Tampon d'échange Technique d'échange
2 cycles de dessalage sur
ARNt™" 27511.5 NH,Ac 200 mM pH 8.0 | colonne de filtration sur
gel (Zeba, 0.5 ml)
Pab9l 18597.1
2 cycles de dessalage sur
taPab91 4179.6 NH,ACc 300 mM pH 7.5 | colonne de filtration sur
gel (Zeba, 0.5 ml)
Pab21 19217.5

5' pp-GGGCCCGGCUCCCGCCCUCUCCG
GGGAAUAGUGAACCGGGGGUUCCGGCC
GGGGGUACU-3' OH

Les échantillons mentionnés ci-dessus ont été produits par les collaborateurs suivants :

Echantillons Collaborations
LukS-PV
LukF-PV DanJeI KeIIer_, Institut de Bactériologie de la Faculté de
Benoit Laventie, Médecine de Strasbour
HigA Dr Gilles Prévost 9
HigC
DAPK i i
Michael Zlmmermann, Faculté de Pharmacie, Strasbhourg
DAPKdel Pr Jacques Haiech
Dr Pierre Barraud,
Trml Dr Frédéric Dardel, Université Paris-Descartes, Paris
Dr Carine Tisné
Tgt Dr Tina Ritschel, - . -
RN Pr Dr Gerhard Klebe Phillips-Universitat, Marburg, Allemagne
L7Ae
Cbf5
Nop10 Dr Xavier Manival, Laboratoire ARN-RNP, structure-fonction-
Garl Pr Bruno Charpentier, maturation, Enzymologie Moléculaire et
Pab91 Dr Christiane Branlant Structurale, Nancy
taPab91l
Pab21
JAM-A Dr Elsa Wagner-Rousset,
Antigéne controle Dr Martine Malissard, o
Amticorns murin Dr Bertrand Chol, Centre d'Immunologie Pierre Fabre,
- p — Dr Alain Robert, Saint-Julien-en-Genevois
Anticorps humanisé Dr Nathalie Corvaia,
Anticorps controle Dr Alain Beck
CggR Denis Chaix,
Complexe 4:2 CggR:Og Dr Catherine Royer, Centre de Biochimie Structurale, Montpellier
Complexe 4:1 CggR:Og, Dr Nathalie Declerck

Référence :

1. Bradford MM.

A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein utilizing the principle

of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 1976, 72, 248-254.
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