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22(7), pp. 4144-4157, DOI: 10.1039/c9cp06572¢, 2020
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Publications dans des actes de conférences internationales a comité
de lecture

1. “lonization and Fragmentation of 5-Chlorouracil induced by 100 keV protons collisions”
P. Cafarelli, P. Cargabal, J.P. Champeaux, P. Moretto-Capelle, M. Sence, “5th International
Conference on Radiation Damage in Biomolecular Systems Location - Debrecen, 2008~
RADIATION DAMAGE IN BIOMOLECULAR SYSTEMS, AIP Conf. Proc., 1080, 71
(2008)

2. “A VUV line at the Server Laser at the Paris-Sud University Laser Center”

C. Alcaraz, V. Carniato, F. Lecadre, P. Carcabal, M. Broquier, C. Dedonder-Lardeux, C.
Jouvet, “9th Colloquium on Coherent and Incoherent UV, VUV, and X Sources — Dourdan
2008

Contributions orales dans des conférences nationales et
internationales

1. Franco-Korean Workshop : Biomolecules in the gas phase — Université d’Orsay —
December 2004 — invited talk:

“Conformation of carbohydrates out of the biological medium: What gas phase and hydrated
complexes structure can tell?”

2. Gordon Research Conference : Biomolecules in the gas phase — Bates College, Maine USA
—July 2005 - invited talk:

“Competition between intra- and intermolecular hydrogen bonding in carbohydrate structural
stabilization”

3 — International workshop on photonics and applications — Cantho, Vietham — August 2006
— invited talk:

“Spectroscopy of sugars in the gas phase : conformational selectivity, hydration and
cooperativity”

4 — Isolated Biomolecules and biomolecular interactions — Berlin, Germany — June 2010 —
hot topic presentation:

“100 keV proton irradiation of Halo-Uracils in the gas phase: Specific fragmentation channels
revealed by coincidence measurements.”

5 — Isolated Biomolecules and biomolecular interactions — Les Diablerets, Switzerland —
January 2012 — hot topic presentation:
“Binding energy of singly hydrated monosacharides: measurements vs. theory”
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6 — Core-to-core Symposium — Marseille — Mars 2013 — invited talk :
“Conformation of the core pentasacharide of the N-Glycans: intrinsic preferences vs.
environment effects”.

7 — Symposium on Biomolecular Structure and Function, Saclay — 31/10/2014
“Models for sugar-peptide interactions probed in the gas phase.”

8 — PAMO-JSM SFP, mini-colloque « Enjeux et impact de la caractérisation structurelle de
carbohydrates. », Bordeaux, 6/7/2016

“Spectroscopie IR/UV de carbohydrates neutres: glycoconjugués et glycomimiques isolés et
hydratés. ”

9 — High Resolution Molecular Spectroscopy Conference, Bilbao, 4/9/2018
“Hydrated Lewis antigens in the gas phase: building up the environment or peeling off the
solvent?”

10 — Journées de la Spectroscopie Moléculaire, Rennes, 28-30/06/2021
“Vibrational spectroscopy of sugars in the gas phase.”

11 — Rencontres de Chimie Physique, DCP SFP-SFC, Sete, 20-23/09/2021
“Sugar peptide interactions in the gas phase: structure, conformation and the role of water.”

Séminaires

1 & 2 —Tunis University - November 2000 :
a- "Experimental and theoretical methods for the infrared study of molecular complexes”.
b- "High resolution infrared study of the C2Hs-HCI and C,H2-HCI complexes”.

3 - Princeton University - May 2001:
“Probing intermolecular potential energy surfaces via high resolution intramolecular infrared
spectroscopy of molecular complexes : CoH2-HCI and CoH4-HCL.”

4 - Princeton University — March 2002 :
“Benzene in Helium nanodroplets — How and Why?”

5 - Oxford University — March 2003 :

“Electronic spectroscopy of weakly fluorescent or non fluorescent molecule in superfluid
Helium nanodroplets.”

6 — Orsay University — April 2003 :

“Spectroscopie ¢électronique du benzene dans les agrégats d’hélium superfluide -
Manifestations des interactions solvant — dopant. ”

7 —Lille University — January 2004 :
“ Molécules biologiques en phase gazeuses : importance de I’infrarouge moyen et lointain

8 — Orsay University — January 2004 :
“ Molécules biologiques en phase gazeuse : importance de I’infrarouge moyen et lointain ”

9 — Oxford University — February 2004 :
“ Hydrated clusters of biomolecules in the gas phase. How many waters in your sugar?”

10 — Ecole Polytechnique — Palaiseau — April 2004 :
“Préférence conformationnelle des mono- et polysaccharides et de leurs agrégats hydratés en
phase gazeuse.”
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11 — Orsay University — November 2005: “Spectroscopie infrarouge des sucres en phase
gazeuse : identification et utilisation des signatures spectrales. ”

12 — Colloque Alain Bouissy — Orsay University: “Que peut-on apprendre de 1’étude de
molécules biologiques en phase gazeuse?”

13 — Tokyo Institute of Technology, Japan — December 2006 : “A MALDI source coupled to a
supersonic jet for the production of cold protonated biomolecules and complexes.”

14 — Sendai University, Japan — December 2006 : “ Spectroscopy of sugars in the gas phase :
conformational selectivity, hydration and cooperativity”

15 — Paul Sabatier University— Toulouse — November 2007 : “Photofragmentation de
peptides en phase gazeuse : existe-t-il un lien entre structure et la nature des fragments”

16 — Oncological Institute Claudius Rigaud — Toulouse — January 2009 : “La spectroscopie
comme outil d’étude des effets d’irradiation de molécules radiosensibilisantes.”

17 — Orsay University — April 2012 : “Etude des interactions sucres-peptides en phase
gazeuse.”

18 — Hamburg University, Germany — July 2012 : “Structure and energy of sugar-peptide
complexes in the gas phase.”

19 — Kaiserslautern University, Germany — July 2012 : “Sugar-peptide recognition processes
probed in the gas phase.”

20 — CEA Saclay — Laboratoire Francis Perrin — Février 2012 : “Le pentasaccharide des N-
Glycans. Conformationnelles d’oligosaccharides : préférences intrinséques vs. effets de
I’environnement.”

21 — Séminaire LIDyL, Saclay — 28/03/2014 : Gels moléculaires physiques sondés par
spectroscopie IR en phase gazeuse.

22 — Workshop « Sources d'agrégats et d'ions », Toulouse — 8/9/2014 : Spectroscopie des
sucres en phase gazeuse.

23-24 — Séminaire, Nanjing University (Chine) — 26/10/2015, Zaozhuang University (Chine)
—29/10/2015 : Gas phase spectroscopy of carbohydrates: Structure and interaction.

25 — Séminaire Université du Pays Basque, Bilbao — 24/11/2015 : Carbohydrates:
conformation and molecular recognition in the gas phase.

26 — Journée Scientifique de la Fédération de Chimie Physique Paris Saclay, Orsay —
24/6/2016 : Conformation de Glycomimiques isolés et hydratés en phase gazeuse.

27 — Réunion pleniére du GDR EMIE — 13/11/2018 : Les antigénes de Lewis et ses mimiques
en phase gazeuse : conformations intrinseques et effets d’hydratation.

28 — Séminaire Université de Kaiserslautern — 27/11/2018 : Effects of microhydration on the
conformation of Lewis X antigen and its mimics.
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Parcours

Le fil rouge qui relie les étapes de mon parcours scientifique est 1’étude des systémes
moléculaires ou les interactions non covalentes jouent un réle central, en combinant des
méthodes expérimentales de spectroscopie laser en phase gazeuse et des travaux de chimie
théorique.

L’¢tude des faibles interactions entre les molécules est fondamentale pour la compréhension
d’un trés grand nombre de phénomeénes physiques et chimiques incluant les transferts d’énergie
inélastiques, la dynamique de photo-fragmentation, la liaison hydrogene ou la catalyse par
adsorption sur une surface. Outre ces aspects tres généraux, la liaison hydrogene joue un réle
tres important dans les phénomeénes de solvatation et dans les mécanismes moléculaires du
vivant qui sont au centre de mes travaux. Un moyen d'investigation de ces faibles interactions
est I'étude des complexes moléculaires.

Pendant ma thése (Orsay, LPPM, Dir. A. Picard-Berselini, 1997-2000), j'ai étudié, grace a des
méthodes expérimentales et théoriques sophistiquées, des petits complexes moléculaires
modeles. Grace a la taille réduite des systemes considérés (CoH2-HCI et CoHa-HCI) j’ai obtenu
des informations trés précises sur les interactions en jeu via ’analyse des constantes
rotationnelles et de distorsion centrifuge issues de I’analyse des expériences de spectroscopie
infrarouge (IR) rovibrationnelle & haute résolution. Nous avons complété ces travaux
expérimentaux avec des calculs de chimie quantique a un haut niveau de théorie et dépassant
I’approximation harmonique. Nous avons ainsi pu décortiquer finement les différentes
contributions (électrostatique, dispersion, polarisation) en jeu dans ces complexes modéles.*

Lors de ma premiere expérience post-doctorale (Princeton, Frick Chemical Laboratory, Prof,
G. Scoles et K. K. Lehmann, 2001-2002), j'ai travaillé sur la spectroscopie de molécules piégées
dans des agrégats d'Hélium, ou les interactions de nature quantique (dominées par la dispersion)
entre I'nélium superfluide et la molécule piégée sont responsables de nombreuses observations
expérimentales qui restaient & interpréter. J’ai mis en place une technique expérimentale qui a
permis I’observation du spectre du benzene en agrégat d’Hélium, puis d’autres systemes
aromatiques plus complexes.*° Ces expériences extrémement exigeantes, étaient probablement
les plus difficiles que j’ai été appelées & mener et il y avait une vraie émulation entre les rares
groupes qui maitrisaient ces techniques a I’époque. L’observation des spectres du benzéne était
importante pour aller plus avant dans la spectroscopie de molécules aromatiques plus
complexes.

C’est pendant mon deuxi¢éme post-doc (Oxford, Physical and Theoretical Chemical Laboratory,
Prof. J. P. Simons, 2003-2005) que j’ai découvert le monde des biomolécules.®™® Jai travaillé
sur plusieurs types de biomolécules comme les acides aminés et les neurotransmetteurs. J’ai
surtout eu la chance d’arriver dans cette équipe au moment ou les premiers travaux de
spectroscopie des sucres en phase gazeuse y étaient menés. J’ai ainsi pu contribuer a
I’émergence des approches expérimentales et théoriques dediées a ces molécules
particulierement difficiles a traiter par leur complexité et diversité structurelle,
conformationnelle et chimique (donc souvent disponibles uniquement en faibles quantités). En
partant des monosaccharides les plus basiques, puis des premiers disaccharides, ainsi que les
complexes hydratés, nous avons vite progressé dans 1’exploration de ces systémes qui sont au
cceur de mes travaux et de mes projets. Leur propriétés conformationnelles sont dictées par un
équilibre subtil entre flexibilité et intégrité structurale garanti par des interactions non-
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covalentes essentiellement dominées par [’¢électrostatique, avec des contributions de
polarisation (mes travaux ont mis en évidence 1I’importance de la coopérativité) ainsi que
dispersives (notamment dans des interactions de type CH - r). La finesse et la subtilité des
informations moléculaires portées par les conformations des glycans (on parle de
« glycocode ») leur confere des roles fondamentaux dans les processus biologiques de
reconnaissance moléculaire qui sont parmi les nombreuses fonctions des sucres, ceux qui
suscitent le plus ma curiosité et motivent mes travaux actuels.

Jai été recruté au CNRS en 2005 et j’ai rejoint le groupe de Christophe Jouvet au LPPM. J’ai
participé aux travaux de 1’équipe sur la photofragmentation de molécules protonées,'®18
notamment avec le dispositif Arc-En-Ciel, développé gréace a la réunion de 1’équipe du LPPM
et de celle de Jacqueline Fayeton et Michel Barat du LCAM. Avec ce dispositif unique au
monde ou les fragments neutres et ioniques d’un méme événement de dissociation sont détectés
en coincidence, nous avons pu établir les mécanismes de photofragmentation de ces molécules.
En paralléle, j’ai contribu¢ a la création du Centre Laser de I’Université Paris Sud (CLUPS).
Les premiers lasers du CLUPS ont été livrés au moment de mon recrutement et, a partir d’une
page blanche, avec Christophe Jouvet, Claude Dedonder-Lardeux et Michel Broquier, nous
avons mis en place cet outil de mutualisation de sources laser qui a permis de nombreuses
collaborations dans la communauté nationale et internationale.%%

En 2008, dans le cadre d’une mobilité géographique et thématique, j’ai rejoint pour 2 ans le
groupe de Patrick Moretto Capelle au LCAR a Toulouse ou nous avons travaillé sur 1’étude des
mécanismes de fragmentation des HaloUracils (des radiosensibilisants utilisés dans des
radiothérapies) soumis au rayonnement ionisants de haute énergie, notamment des collisions
avec des protons de 100 keV. Pour la premiére fois, je n’utilisais plus des photons de quelques
eV maximum mais des particules chargées de 100 keV qui pouvaient déposer plusieurs dizaines
d’eV dans les molécules. Les mécanismes et cinématiques de fragmentation des especes
doublement chargées étaient étudiées grace a la détection en coincidence des fragments
ioniques. 212 Cela m’a permis de découvrir les biomolécules sous de nouveaux aspects, avant
de revenir vers leur spectroscopie.

En 2011, je suis retourné¢ a I’'ISMO a Orsay pour y installer le dispositif expérimental
CARLOTTA que j’avais développé a Oxford lorsque j’y étais post-doctorant. CARLOTTA
inclut une source de vaporisation laser de molécules non volatiles couplée a un jet supersonique
et une détection par spectrométrie de masse. J’ai ainsi pu assoir mon activité de recherche
propre, prenant le relais des travaux pionniers menés a Oxford et leur donnant un nouvel essor
en explorant les capacités de ce dispositif, devenu trés performant pour étudier par
spectroscopie a double résonance IR-UV des édifices biomoléculaires. En améliorant les
performances de ce dispositif, en particulier de sa source de désorption laser, j’ai étudié des
oligosaccharides de plus en plus complexes,®* des complexes hydratés,?® des glycopeptides et
des complexes formés par des sucres et des modeles de peptides.?6?

En paralléle de ces travaux qui représentent mon « cceur de métier », les performances atteintes
par le dispositif CARLOTTA a suscité 1’intérét de plusieurs groupes avec lesquels je collabore.
J’ai ainsi abordé d’autres types de molécules comme des neurotransmetteurs, des modeéles de
peptides, glycopeptides, et, plus récemment les furanosides. En dehors du contexte biologique,
j’ai pu aussi appliquer 1’approche expérimentale a des composants de gels moléculaires
physiques ou encore des précurseurs des Covalent Organic Frameworks (COFs).
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Thématiques de recherche

Mes recherches portent sur I’exploration des paysages conformationnels de molécules d’intérét
biologique et I’étude de leurs interactions avec d’autres systemes moléculaires. Ces édifices
moléculaires sont flexibles et peuvent adopter un grand nombre de conformations différant les
unes des autres par des réseaux d’interactions non-covalentes (liaison hydrogéne, liaison de van
der Waals) qui les rigidifient et gouvernent leurs propriétés structurales. En portant les systemes
moléculaires en dehors de leur environnement physiologique naturel, dans la phase gazeuse, il
est possible d’interroger leurs propriétés intrinseques (molécules isolées). L’effet de
I’environnement sur ces propriétés est ensuite étudié, toujours dans la phase gazeuse, lorsque
les systémes forment des complexes de taille controlée avec d’autres molécules.

La spectroscopie vibrationnelle infrarouge est une sonde des structures moléculaires et fournit
des signatures expérimentales des interactions non-covalentes mises en jeu. Pour étudier les
molécules, I’outil principal que j’utilise est la spectroscopie vibrationnelle a double résonance
en phase gazeuse, qui permet une sélectivité conformationnelle, nécessaire avec des systemes
de grande taille et flexibles, afin d’obtenir des spectres vibrationnels de chaque conformére
individuellement. En complément des expériences, la modélisation moléculaire (mécanique
moléculaire et chimie quantique) permet d’interpréter les résultats expérimentaux pour
caractériser les conformations des systéemes observés, et interroger les interactions qui régissent
les propriétés des molécules.

Au centre de mon activité se trouvent les carbohydrates — ou sucres, une importante famille de
biomolécules qui reste largement inexplorée en comparaison aux autres systemes moléculaires
d’intérét biologiques tels que les peptides ou les acides nucléiques. Au-dela de leur fonction,
bien connue, de source d’énergie dans les systémes vivants, les carbohydrates servent de
médiateurs dans les processus de reconnaissance moléculaire. Grace a leur grande variété
conformationnelle, ils encodent une information trés riche véhiculée par les interactions non-
covalentes a I’intérieur méme du carbohydrate et avec d’autres édifices bio-moléculaires,
comme les peptides qui forment les protéines. Ce sujet est maintenant au centre d’une
communauté tres large et active, motivée notamment par la perspective de thérapies, basées sur
I’utilisation des carbohydrates.

L’¢étude des paysages conformationnels des saccharides par spectroscopie en phase gazeuse a
été initiée par le groupe de John Simons a Oxford au début des années 2000. Aprés avoir résolu
les préférences structurales des monosaccharides les plus abondants, ces travaux se sont
rapidement étendus a I’étude des complexes hydratés et de saccharides de plus grande taille (di-
, tri-, et tres récemment penta-saccharides). Ayant eu la chance de participer a ces travaux des
le début lors de mon post-doctorat a Oxford et de continuer a collaborer avec John Simons par
la suite, j’ai acquis une expertise dans 1’étude de ces systémes et des problématiques associées,
notamment gréace a plusieurs collaborations avec des glycochimistes et glycobiologistes.
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Etude fondamentale des interactions moléculaires sur des
systemes modeles

Etude de complexes moléculaires par spectroscopie vibrationnelle a haute

résolution.

Nous avons étudié, en jet moléculaire, des complexes formés de deux molécules de petite taille
lices par liaison hydrogene. Les propriétés spectroscopiques et plus particulierement les
domaines d’absorption de ces complexes dépendent de la force de [I’interaction. La
spectroscopie infrarouge a haute résolution est une sonde fine de la surface de potentiel de 1’état
électronique fondamental, donc de I’interaction.

Le dispositif expérimental que nous avons développé est 1’association d’un jet moléculaire
pulsé a fente avec un spectrometre a diode laser (Figure 1), couplé a une méthode de détection
synchrone hétérodyne inspirée des méthodes de détection micro-ondes.

Nous avons observé les spectres rovibrationnels d’absorption infrarouge du mode
intramoléculaire d’élongation H-CI des complexes C2H>-HCI et C2H4-HCI sous différentes
formes isotopiques (H*Cl et H¥'CI) (Figure 1). Les constantes rotationnelles issues de I’analyse
spectroscopique ont confirmé une structure en T avec le H de HCI pointant vers la liaison CC
du partenaire de complexation. Grace aux constantes de distorsion centrifuge déterminées
expérimentalement nous avons utilisé un modele simple, basé sur une représentation quasi-
diatomique du complexe pour inverser les constants spectroscopiques vers un potentiel
intermoléculaire, pour déterminer la fréquence de la vibration intermoléculaire pour le niveau
v=0 et v=1 de la vibration d’¢longation HCI dans le complexe. La faible différence entre les
deux valeurs obtenues montre que le couplage entre les vibrations intra et intermoléculaire est
faible. Avec ce modéle, nous avons aussi déterminé les énergies de la liaison intermoléculaire.
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Figure 1. A gauche, schéma du dispositif expériemental du jet a fente pulsé couplé a un spectrometre a diode laser IR. A
droite, sections du spectre de la bande v1 de C,H,-H3*Cl (a) branche P, (b) branche R.

En complément des expériences, j'ai entrepris, en collaboration avec Philippe Millié et Valérie
Brenner du Laboratoire de Chimie Théorique du CEA Saclay, une étude de ces systéemes par
chimie quantique. Pour déterminer les différentes contributions a 1’énergie d’interaction
(électrostatique, polarisation, dispersion et répulsion), nous avons utilisé un modele de forces
intermoléculaires basé sur la distribution multicentrique multipolaire des distributions de
charges. Des calculs ab initio a un haut niveau de théorie (CCSD(T)/cc-pVTZ) ont donné des
résultats tres satisfaisants a la fois en ce qui concerne la géométrie, les fréquences et les
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déplacements vibrationnels. Les résultats purement ab initio obtenus sur ce systéeme simple
nous ont encouragés a poursuivre les calculs théoriques en analysant trois effets différents:

- La modification de la forme de la surface d’énergie potentielle résultant de la correction de
I’erreur de superposition de base.

- L’effet de I’anharmonicité de la vibration intramoléculaire H-CI.

- L’anharmonicité des mouvements intermoléculaires et le couplage entre les mouvements intra
et intermoléculaires.

Le faible nombre d’atomes du systéme nous a permis d’aller au-dela de I’approximation
harmonique par un calcul de grille a deux dimensions sur la surface de potentiel a un niveau de
théorie élevé (CCSD(T)/cc-pVTZ) (Figure 2).

Ces travaux théoriques ont montré que ces systémes se situent entre un complexe purement van
der Waals et un complexe a liaison hydrogéne : la contribution de la dispersion et de la
polarisation a 1’énergie de liaison est du méme ordre de grandeur que la contribution
électrostatique (quadrupdle-dipdle). L’effet de couplage entre les mouvements d’élongation
intramoléculaire et intermoléculaire est faible. Les effets de 1’anharmonicité et de la correction
de I'erreur de superposition de base sur le calcul du déplacement vibrationnel se compensent
partiellement. Cela explique que le calcul «standard» ait donné de bons résultats pour ce
déplacement. La prise en compte de toutes ces corrections fait que les résultats théoriques
obtenus sont en parfait accord avec les expériences aussi bien pour la structure du complexe
que pour les valeurs des fréquences de vibration.
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Figure 2. Surfaces d’énergie potentielle de HCl libre (.-.), du complexe C2H2-HCI (...) et du complexe C2H4-HCI (-) obtenues
par le calcul de grille.

En conclusion, ce travail montre que I'étude de petits systemes liés par de faibles interactions
fournit, a partir de resultats expérimentaux sur les vibrations intramoléculaires, des
informations précieuses sur les mouvements intermoléculaires. La taille de ces systemes a aussi
permis de faire des calculs de chimie quantique sophistiqués afin de tester les modéles en
comparant les résultats avec nos données expérimentales trés précises.
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Spectroscopie électronique de molécules piégées dans des agrégats d'Hélium
superfluide.

Pour les spectroscopistes, sonder des molécules pi¢gées dans des agrégats d’Hélium présente
un double avantage : (i) la faible température atteinte (0.38 K) et, (ii) la tres faible perturbation
de I’environnement superfluide n’interagissant que par des forces dispersives faibles.

Les études effectuées lors de mon post-doctorat a Princeton ont porté sur la spectroscopie
électronique des molécules aromatiques. Des molécules aromatiques de grande taille telles que
le tétracéne, le pentacene ou la phtalocyanine piégées dans des agregats d'hélium avaient été
observées et I’interprétation de leurs spectres suscitaient de nombreux débats, notamment
autour du comportement de 1’environnement superfluide au voisinage des molécules piégées.?®
32 Le benzéne a longtemps échappé a la détection dans les agrégats d’hélium. Pour cela, une
grande partie de mon travail a consisté a développer un nouveau dispositif expérimental avec
une détection originale. La section efficace d'absorption et le rendement de fluorescence du
benzéne sont faibles et rendaient les techniques de détection de fluorescence inefficaces. Nous
avons donc exploité les propriétés des agrégats d’Hélium pour utiliser un autre systéme de
détection : la détection bolométrique d'atténuation de jet moléculaire.

Lorsqu'une molécule se trouve dans un état électronique excité, elle va se relaxer dans son état
électronique fondamental soit par fluorescence, soit par des mécanismes non-radiatifs tels que
I''VR ou la conversion interne. Dans le cas des mécanismes non-radiatifs, I'énergie dissipée est
transmise a l'agrégat qui va évaporer des atomes pour dissiper cette énergie. Il s'en suit une
perte d'énergie totale du jet moléculaire détectable par un bolomeétre. On comprend que moins
la molécule ou le systtme moléculaire est fluorescent, plus ce dispositif expérimental sera
performant. Gréace a ce dispositif, nous avons observé pour la premiére fois le spectre UV du
benzéne piégé dans des agrégats d'hélium (Figure 3).
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Figure 3. A gauche : représentation schématique du dispositif expérimental. Les agrégats d’hélium traversent une cellule de
pick-up (four) ot elles piegent les dopants avant d’étre soumis au laser de spectroscopie. L’absorption résonante du laser
entraine une évaporation massive des agrégats qui est détectée comme une perte d’énergie du faisceau d’agrégats par un
bolometre cryogénique. A droite : Spectre électronique de la transition So-S; du benzéne sous différentes formes isotopiques
dans des agrégats d'hélium superfluides.

Nous avons poussé la spécificité de notre systeme de détection pour étudier le phénomene
d'extinction de fluorescence di a I'Oxygéne moléculaire. Pour ce faire, nous avons choisi une
molécule qui posséde a la fois une section efficace d'absorption et un rendement de fluorescence
importants : le pérylene. Nous avons observé les spectres des complexes formés par le pérylene
et l'oxygene moléculaire. Les intensités relatives du signal du monomeére péryléne et des
complexes péryléne-oxygene sont comparables. Cela illustre encore la spécificité du montage
expérimental. Le pérylene avec son rendement de fluorescence élevé (94% de rendement de
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fluorescence) est un "mauvais candidat” pour notre détection. En revanche, les complexes avec
I'oxygene bien que beaucoup moins abondants puisque plus difficiles & former, sont tres bien
détectés car les mécanismes de relaxation non-radiatifs sont alors prédominants.
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Conclusions : spectroscopie a haute résolution de systemes de petite taille

Ces travaux fondamentaux, sur des systemes de petite taille permettant des mesures a haute
résolution et des calculs de chimie quantiques poussés, sont ceux qui me servent toujours de
base pour appréhender les interactions non-covalentes au sein des systémes que j’étudie
aujourd’hui et dont la taille ne permet pas d’atteindre le méme niveau de précision.

En sondant les modes de vibration intra-moléculaire des modes de vibration de groupes
directement impliqués dans les liaisons non-covalentes, on interroge indirectement le potentiel
d’interaction inter-moléculaire. Les modes d’élongation des modes donneurs sont
particulierement sensibles a la nature du potentiel inter-moléculaire. C’est sur cette base que
j’emploie maintenant la spectroscopie des modes d’¢élongation des groupes OH et NH dans des
molécules d’intérét biologique pour sonder les interactions gouvernant leur choix
conformationnels.

Quel que soit le systéme considéré, qu’il soit de grande taille ou non, d’intérét biologique ou
non, j’approche les interactions non-covalentes en les considérant comme un subtil équilibre
entre quatre forces de nature physique différente qui contribuent a I’interaction globale : la
répulsion, la dispersion, la polarisation (ou induction) et enfin I’électrostatique. D’un cas a
I’autre, suivant la nature des partenaires moléculaires en interaction, une contribution peut
prendre le pas sur les autres, comme 1’électrostatique dans les liaisons Hydrogenes par exemple,
mais les autres contributions sont toujours présentes.

La spectroscopie a haute résolution, avec l’utilisation des structures rotationnelles et des
signatures isotopiques offre un diagnostic extrémement robuste dont I1’analyse et
I’interprétation peuvent se passer de calculs ab initio.

D’un point de vue expérimentale, les expériences que j’ai menées dans ce cadre, que ce soit le
jet a fente pulsé en these ou les agrégats d’Hélium superfluides, ont certainement été les plus
difficiles et par consequent les plus formatrices. Les difficultés qui se sont présentées m’ont
beaucoup apporté pour la suite pour aborder une expérience et un développement instrumental.

Du point de vue théorique, 1’utilisation de méthodes de chimie quantique a un haut niveau de
théorie m’a permis d’avoir un ceil critique sur les résultats théoriques obtenus a tous niveaux de
théorie, sachant que les compensations d’erreurs (comme celles liées a I’approximation
harmonique et ’erreur de superposition de base) aboutissent parfois a des résultats tres
convaincants. Pour I’étude des systémes de grande taille, pour lesquels les plus hauts niveaux
de théorie ne sont pas accessibles et le compromis « temps de calcul — exactitude — robustesse
des résultats » doit étre constamment remis en question, ces compensations d’erreurs peuvent
avoir des effets benéfiques ou non, selon les systemes étudiés et les propriétés calculées.
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Interactions moléculaires dans les molécules biologiques :
conformations et interactions des sucres.

Les molécules biologiques sont des édifices moléculaires de grande taille qui peuvent adopter
différentes conformations. Il existe un lien tres fort entre conformation et fonction biologique.
Nous cherchons a explorer le paysage conformationnel de molécules biologiques en phase
gazeuse d’abord completement isolées, puis en interaction avec quelques molécules de solvant.

Les molécules sont vaporisées par désorption laser. Elles sont ensuite entrainées par une détente
supersonique, idéale pour des études spectroscopiques de molécules isolées et de leurs
complexes non-covalents, les systémes sont détectés par ionisation résonante a 2 photons
(R2PI) dans un spectrométre a temps de vol. Nous utilisons la spectroscopie a double résonance
UV-UV pour différencier les spectres électroniques de chaque conformere présent dans la
détente puis IR-UV pour obtenir les spectres IR de chacun de ces conformeres. Gréce a cette
spectroscopie sélective en conformation et résolue en masse, on peut caractériser les structures
des différents conformeéres en comparant les spectres expérimentaux avec les spectres calculés
pour tous les conforméres possibles par des méthodes de chimie théorique.®
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Figure 4. Le dispositif experimental Carlotta. Le spectre en bas a gauche illustre la sélectivité conformationnelle que permet
la spectroscopie R2PI dans le cas de la Phenylalanine (AcPheNHMe). Selon qu’on ajuste la longueur d’onde du laser UV sur la
transition 1 ou 2, on sondera la conformation ouverte ou fermée, respectivement, de la molécule.

Les sucres — ou carbohydrates — représentent une des principales familles de molécules
biologiques qui remplissent énormément de fonctions biologiques comme en témoigne le titre
— un peu provocateur — d’un article de revue par Varki : « Biological roles of oligosaccharides:
all of the theories are correct ».3 IIs se distinguent des autres biomolécules par une trés grande
diversite et flexibilité conformationnelle qui leur donne un fort potentiel pour coder une
information trés compléte et précise. C’est pourquoi, ces molécules jouent un réle tres important
dans les processus de reconnaissance moléculaire et le concept d’un code biologique utilisant
les sucres — le glycocode — a émergé.®>3°

Les conformations des sucres sont définies par les orientations relatives de leurs nombreux
groupes polaires (essentiellement OH et quelques NH) qui vont interagir entre eux et avec leur
environnement par des interactions non-covalentes pour optimiser leur stabilité. L’exemple de
deux conformations du phenyl-mannose est donné sur la Figure 5. A 1’échelle des
oligosaccharides, les monosaccharides sont reliés par la liaison glycosidique dont la grande
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flexibilité permet des orientations relatives des monosaccharides tres variées, conduisant aussi
a I’augmentation de la richesse conformationnelle de ces molécules. Une ample description de
la zoologie et des conformations des sucres se trouve dans un chapitre de revue consacré a la
spectroscopie vibrationnelle en phase gazeuse de ces espéces.*°

Figure 5. Deux conformations du phenyl-mannose. D’une conformation a I’autre, les groupes OH engagent des réseaux de
liaisons hydrogéne intramoléculaires différents. La représentation a droite du glucose permet d’établir la numérotation des
différents groupes des pentoses en général.

La combinaison de données expérimentales issues de travaux de RMN avec des modélisations
utilisant des champs de force était pendant longtemps la seule stratégie pour aborder le
probléme complexe de la détermination de la conformation de ces molécules.*! Cependant, c’est
a cause de ce qui les rend particulierement intéressants — leur grande flexibilité
conformationnelle — que cette approche est parfois limitée, la RMN conduisant & des structures
moyennées sur les différentes conformations pouvant s’interconvertir sur des temps courts.
Toujours a cause de la flexibilité de ces molécules, les données cristallographiques sont rares a
cause de la difficulté de former des cristaux homogenes permettant de se préter a cette technique
d’analyse.

La communauté des glycobiologistes exprime donc un besoin d’obtenir d’autres informations
expérimentales sur les différentes conformations des sucres et sur I’influence que leur
environnement peut avoir sur ce paysage conformationnel. Les travaux en phase gazeuse visant
a identifier les forces élémentaires contr6lant la conformation des carbohydrates et de leurs
agrégats hydratés, peuvent répondre a ce besoin.

Les monosaccharides et leurs complexes hydratés

Les monosaccharides sont les éléments de base dans la hiérarchie des glycans. Dans un premier
temps, nous avons cherché a identifier les structures des monosaccharides les plus abondants
dans la nature : glucose, galactose, mannose, xylose et fucose.”**15 Ce sont les briques a partir
desquelles la plupart des oligosaccharides sont construits. Ces études montrent qu’au niveau
des monosaccharides isolés, il n’est pas possible d’identifier de reégles générales sur le paysage
conformationnel : d’un monosaccharide a un autre, les conformations les plus stables sont
différentes (Figure 6).

Les complexes hydratés de ces monosaccharides sont plus difficiles a observer
expérimentalement ainsi qu’a modéliser. Nous avons néanmoins mis en évidence que les
paysages conformationnels de ces complexes (Figure 6) sont largement simplifiés par rapport
a ceux des molécules isolées. C’est le phénomene de coopérativité des réseaux de liaisons
hydrogenes rigidifiant les conformations des complexes qui favorise ces conformations. La
coopérativité est le renforcement inductif des réseaux de liaisons hydrogene (aussi bien intra-
qu’intermoléculaires) qui permet une augmentation de la stabilité des structures puisque
I’interaction totale est supérieure a la somme de chaque interaction individuelle. Plus le nombre
de groupes OH impliqués dans les liaisons hydrogénes en tant que donneur et accepteur est
grand, plus I’effet coopératif sera grand.®
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Figure 6. Conformation des conformations observées en phase gazeuse pour le mannose (apMan), le galactose (fpGal) et le
glucose (fpGlc) isolés et hydratés (apMan-W, fpGal-W, fpGlc-W). Les formes hydratées favorisent les conformations
coopératives ol sont formés les plus longs réseaux ininterrompus de liaisons hydrogénes (représentés par les fleches vertes).

Une fois la structure et la conformation des complexes hydratés connues, I’énergie de liaison
des complexes est une grandeur importante a connaitre pour caractériser les interactions non-
covalentes. Par des expériences a 2 couleurs UV-UV (ou 1 couleur VUV), il est possible de
déterminer expérimentalement 1’énergie de liaison d’un complexe a partir de la différence entre
le seuil d’ionisation du chromophore isolé et de 1a limite de dissociation du complexe cation.*243
La Figure 7 compare les énergies de liaisons des différents complexes hydratés considérés avec
celles calculées par la méthode de la DFT corrigée de la dispersion B97-D. Une excellente
corrélation entre les énergies expérimentales et calculées est mise en évidence et les structures
coopératives montrent effectivement une plus grande stabilité que les autres.?
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Figure 7. Comparaison entre les énergies de liaison mesurées (carrés) et calculées (triangle) des complexes hydratés
d’une série de monosaccharides.
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Conclusions : spectroscopie en phase gazeuse des monosaccharides isolés et
hydratés.

Ces travaux ont permis d’identifier des signatures spectrales et des tendances
conformationnelles dans les éléments de bases de la hiérarchie des glycans.

S’il est difficile d’extraire des préférences conformationnelles d’un monosaccharide isol¢ a
I’autre, nous avons pu identifier cing régles dans le cas des monosaccharides hydratés qui sont
suivies par tous les systémes :

i. Les structures coopératives ou les plus longues chaines d'OH en interaction peuvent étre
créées sont favorisées et la premiere molécule d'eau liée remplace I'interaction intramoléculaire
la plus faible par deux interactions intermoléculaires fortes.

ii. Lorsqu'un groupe N-acétyle est présent (GIcNAc,GalNac)?’ , les molécules d'eau s'y fixent.

iii. En l'absence de groupe N-acétyle, le groupe hydroxyméthyle (OH6)* est sélectionné et les
premiéres molécules d'eau s'inserent préférentiellement entre OH4 et OH6 lorsque OH4 est
équatorial ou entre OH6 et O5 lorsque OH4 est axial (suivant regle i).

iv. Si aucun de ces groupes n'est présent (pour les déoxy-monosaccharides Xyl, Fuc), les
molécules d'eau cherchent & obéir au plus prés a la régle i. « coopération + maillon le plus
faible » et s’intercalent pour remplacer les groupes hydroxyles « manquants ».

Ces regles peuvent servir de guides pour faciliter les recherches conformationnelles sur des
systemes plus difficiles et de plus grande taille.

Les travaux sur les monosaccharides restent d’actualité avec des €tudes sur des systémes plus
exotiques que les éléments les plus abondants que j’ai décrits ici. Par exemple, nous sommes
en train d’¢lucider les préférences conformationnelles et I’influence de quelques molécules
d’eau de glycolipides ou encore des trés flexibles furanosaccharides.

* La numérotation des groupe des hexoses est représentée Figure 5.
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Les oligosaccharides.

Le pentasaccharide des N-Glycans.

Un des motifs les plus importants en glycobiologie est le pentasaccharide central des N-glycans.
Il se trouve toujours lié & la glycoprotéine par une asparagine (Asn) dans une séquence bien
précise (Figure 8).

Figure 8.Représentation schématique du pentasaccharide central (encadré) des N-glycans. Les cases vertes représentent les
acides aminés de la glycoprotéine. Les monosaccharides en jaune représentent le glycan qui se développe a partir du
pentasaccharide.

Nous avons adopté une stratégie « pas-a-pas » (« bottom-up ») pour étudier ce systéme par
spectroscopie en phase gazeuse dans I’espoir de fournir des éléments de réponse sur ses
préférences conformationnelles et la raison de son omniprésence. Nous avons tout d’abord
étudié les différents monosaccharides qui le composent (Man et GlcNac)*4¢, les disaccharides
(Man-a-1,3-Man,** Man-B-1,6-Man,** Man-B-1,4-GlcNac®* et GlcNac-B-1,4-GlcNac?®), puis
les trisaccharides (le trimannose de branchement®” — en violet sur la Figure 8, et Man-di-
GlcNac?*) avant d’aborder finalement, le pentasaccharide dans son ensemble.?*

Cette étude de longue haleine a commencé a Oxford et nous avons pu finir les expériences de
spectroscopie a Orsay sur le dispositif CARLOTTA. J’ai eu la chance de contribuer a ce travail
depuis les premiéres mesures sur le Mannose a Oxford en 2004, jusqu’aux dernicres
expériences conduites a Orsay sur les trisaccharides et le pentasaccharide, permettant de la
mener a terme. Ce projet a représenté un challenge pour la mise en phase gazeuse et
I’observation spectroscopique de ces especes mais aussi pour leur synthése. Les glycochimistes
du groupe de Ben Davis a Oxford avec lequel nous travaillons ont mis en place des moyens
impressionnants pour fournir des quantités de composés suffisantes pour nos expériences. Du
point de vue spectroscopique, il s’est avéré possible d’obtenir des spectres UV et IR des mono-
, di- et tri-saccharides que nous avons pu exploiter pour définir les conformations adoptées. En
revanche, le pentasaccharide représente sans doute la limite de 1’approche expérimentale
puisque nous avons pu observer les spectres UV et IR de cette espéce mais ils ne présentent
aucune structure permettant de remonter directement aux informations structurales. Les
spectres observés avec le dispositif CARLOTTA sont représentés Figure 9.
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Figure 9. Spectres observés dans le cadre de I'approche bottom-up du pentasaccharide central des N-Glycans.

Malgré les difficultés présentées par ces systémes, grace a 1’approche « bottom-up », Nous avons
pu identifier des signatures spectrales utiles. Par exemple, il apparait que la section GlcNac-
GlcNac (en rouge sur la Figure 8) adopte une conformation étendue rigidifiée par des liaisons
hydrogeénes inter-saccharide alors que le trimannose se trouve dans un conformation beaucoup
moins contrainte. Si on voulait adopter une analogie mécanique, on pourrait comparer la section
GlcNac-GlcNac a une entretoise qui empéche le glycan de s’effondrer sur la protéine a laquelle
il est attaché et le trimannose a une rotule qui rend sa flexibilité au glycan.

Dans le cas du pentasaccharide, pour compenser le manque d’information que les expériences
pouvaient fournir, nous avons eu recours a la modélisation moléculaire. La taille du systeme
(130 atomes, masse de 986 Daltons) empéchait une description de son paysage conformationnel
par des calculs de chimie quantique qui aurait été de toutes facons inutiles puisque les spectres
observés n’auraient pas permis de les valider. Nous avons opté pour 1’utilisation de champs de
force. Nous avons utilisé deux types de champs de force différents : GLYCAMO6, un champ
de force spécifiqguement paramétré pour les carbohydrates en solution, et OPLS2005, un champ
de force plus « généraliste ». Pour tester la pertinence de ce dernier, nous I’avons testé sur les
sous-systemes du pentasaccharide pour lesquels les mesures de spectroscopie permettaient de
déterminer leur préférence conformationnelle (Man-GlcNac, GlcNac-GlcNac). Avec ces deux
champs de force, nous avons exploré 1’espace conformationnel du pentasaccharide dans trois
cas : (i) lamolécule in vaccuo, (ii) la molécule explicitement hydratée par trois molécules d’eau,
et (iii) la molécule implicitement hydraté dans un solvant aqueux. Les deux champs de force
ont donné les mémes résultats qualitativement, représentes dans la Figure 10.
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Figure 10.Conformations représentatives issus du champs de force OPLS2005 dans les trois cas considérés pour I'étude des
effets de I’environnement sur la structure du pentasaccharide. A gauche, le pentasaccharide isolé, au centre, en interaction
explicite avec trois molécules d’eau, et a droite dans un continuum représentant un solvant aqueux.

La molécule isolée (cas i) peut emprunter de nombreuses conformations différentes, dites «
recroquevillées », ou le nombre de liaisons hydrogéne entre les différents monosaccharides est
maximise. De telles conformations sont compatibles avec le spectre observé en phase gazeuse
qui présente une absorption sans structure qui peut étre interprété comme la superposition des
14 groupes modes de vibration OH et 2 vibrations des groupes NH, élargis par des interactions
intra-moléculaires moyennes et fortes. Dés que I’interaction avec quelques molécules d’eau est
prise en compte (cas ii), le systéme a tendance a se déplier et « ’entretoise » formée par GlcNac-
GlcNac adopte une conformation rigide, renforcé par la présence d’une molécule d’eau qui sert
de verrou entre ces deux monosaccharides. Cette tendance se confirme lorsqu’un solvant
aqueux implicite est introduit dans les simulations (cas iii) et les conformations les plus
fréquentes du systéme sont a la fois étendues et rigides avec un important nombre de groupes
OH exposés au solvant. Ces indications sont en accord avec I’interprétation de mesures de RMN
sur des oligosaccharides qui attribue un manque de flexibilité du pentasaccharide a la présence
de molécules d’eau liées au systéme, servant de « ciment conformationnel ». Cette notion sur
le r6le de I’eau dans le pentasaccharide est illustrée sur la Figure 11 dans une représentation
schématique extrapolée des résultats de la phase gazeuse.

Figure 11. lllustration de I’effet des molécules d’eau structurales sur le pentasaccharide, extrapolée des résultats de I'étude
en phase gazeuse. Sans ces molécules d’eau (a gauche), le pentasaccharide adopterai une conformation recroquevillée
tandis qu’avec un nombre limité de molécules d’eau (représentées par les cercles rouges), il adopte une structure dépliée qui
sert de base aux glycans qui peuvent se développer a partir du branchement constitué du tri-mannose (CDE).

Les antigenes de Lewis et leurs mimiques.

La glycothérapie cherche a exploiter les propriétés des sucres en développant des molécules
glycoconjugués et/ou glycomimiques qui exploitent 1’efficacit¢é des carbohydrates pour
atteindre leur cible (reconnaissance moléculaire), tout en leur donnant une meilleure efficacité
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thérapeutique (stabilité dans le site actif, interaction avec la cible...).*® Un des challenges est
de créer des systémes avec une identité conformationnelle assez robuste pour étre conservée
dans les divers environnements qu’un médicament peut rencontrer, depuis sa fabrication
jusqu’a ce qu’il rencontre sa cible thérapeutique in vivo. La spectroscopie vibrationnelle en
phase gazeuse, tres bonne sonde des interactions non-covalentes, et I’exploration des paysages
conformationnels par des méthodes de chimie théorique permettent d’établir les préférences
conformationnelles de ces molécules libres de toute interaction, puis de suivre 1’évolution de
ces préférences lors de la micro-hydratation avec un nombre limité de molécules d’cau.

Dans le cadre d’une collaboration internationale avec le groupe de Martin Smiesko et Oliver
Schwardt (Pharmacologie Moléculaire, Université de Bale), nous avons propose d’étudier les
choix conformationnels des sucres naturels isolés (Lewis A et Lewis X) et ’influence de
quelques molécules d’eau sur ces choix, avant de les comparer a des glycomimiques synthétisés
par le groupe de Basel pour le développement de nouveau produits actifs en glycothérapie.
L’enjeu de la syntheése de glycomimiques a des fins thérapeutiques est d’obtenir des molécules
qui présentent des propriétés conformationnelles similaires a celles des carbohydrates naturels
et si possible peu influencées par 1’environnement. L’étude de la conformation des molécules
naturelles et synthétiques dans la phase gazeuse et I’influence de quelques molécules de solvant
peut offrir des informations précieuses.

Nous avons donc d’abord entrepris 1’étude des conformations des antigénes de Lewis X (LeX)
et Lewis A (LeA) (Figure 12) et de leurs complexes hydratés (LeX-W et LeA-W).

Lewis* LewisA
OH OH NHAc
OH HO 0 o /@
o]

Figure 12. Les antigénes de Lewis LeX et LeA.

Ces deux antigenes de Lewis sont des trisaccharides composés des mémes monosaccharides
(N-acétyl-Glucose, Galactose et Fucose), connectés différemment.

La Figure 13 montre les résultats obtenus pour LeA et son complexe hydraté.
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Figure 13. Spectres infrarouge de LeA et de son complexe hydraté LeA-W comparés aux spectres théoriques des
conformations les plus stables.

La correspondance entre les spectres observés et les spectres calculés des conformeéres les plus
stables de LeA et LeA-W permet I’attribution des conformations observées.

LeA isolé adopte une conformation stabilisée par des liaisons hydrogéne intramoléculaires
formant un réseau coopératif tout autour du systéeme. Des liaisons hydrogéne entre les trois
monosaccharides qui composent LeA rigidifie le systéme et limite sa flexibilité. Lorsqu’il est
en interaction avec une molécule d’eau, la conformation de LeA est trés peu perturbée. L.’eau
vient interagir avec le NH du groupe N-acetyl, ce qui est un comportement typique, et renforce
le réseau coopératif par deux liaisons hydrogenes intermoléculaires.

Le spectre vibrationnel de LeX est comparé aux spectres calculés des conformations les plus
stables sur la Figure 14.
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Figure 14. Comparaison du spectre expérimental de LeX avec les spectres calculés pour les cing conforméres calculés les plus
stables. Pour chaque conformére, leur énergie relative a OK (a gauche) et a 300 K est indiquée en kJ/mol.

Le conformere le plus stable (pLeX_a) présente un spectre calculé qui permet de reproduire le
spectre expérimental de facon satisfaisante. La conformation adoptée par LeX en phase gazeuse
est beaucoup plus désordonnée que celle de LeA. 1l existe des liaisons hydrogenes entre les
trois monosaccharides mais il n’y a pas de réseau de liaison hydrogeéne coopératif qui assurerait
un renforcement de la robustesse de la conformation du systéme. D’autre part, cette
conformation est trés différente de la conformation bio-active de LeX en solution, identifiée par
des études RMN (Figure 15).%°
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Figure 15. Conformation bio-active de Lewis X en solution. Dans cette conformation, les deux monosaccharides Galactose et
Fucose sont superposé en « stacking ». Cet arrangement est stabilisé par une interaction CH > O. *°

Dans cette conformation bioactive, ¢’est-a-dire celle qui permet I’interaction entre LeX et Ses
récepteurs protéiques, les monosaccharides Fucose et Galactose sont empilés (forme en
« stacking ») alors que ce n’est pas le cas dans la conformation que nous avons observee en
phase gazeuse.

L’interprétation du spectre de LeX-W est moins facile. La comparaison du spectre expérimental
avec les spectres calculés des conforméres de plus basse énergie est présentée Figure 16.
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Figure 16. Spectre expérimental de LeX-W et spectres calculés des cing conforméres calculés les plus bas en énergie.

Aucun des spectres calculés ne permet a lui seul de reproduire I’ensemble des bandes présentes
dans le spectre observé. Le spectre du conformére pourrait reproduire la plupart des
composantes du spectre observé mais les bandes marquées par une fleche ne sont reproduites
que par le spectre du 3eme conformére. D’autre part, la largeur de la bande autour de 3720 cm”
Lindique soit la superposition de plusieurs conformeéres soit la contamination du spectre par des
agrégats hydratés de grande taille. En effet, cette bande caractéristique de 1’élongation OH libre
de I’eau insérée doit présenter une largeur trés fine dans le cas d’un conformeére unique. Suite a
ces observations, nous proposons que nous avons observé la superposition des spectres du
conformere le plus stable et du troisiéme conformére dans 1’ordre des énergies relatives.

Pour essayer d’éclaircir cette situation complexe nous avons alors observé le spectre de LeX-
D>0 afin de séparer spectralement les contributions provenant des élongations OH de LeX de
celles des ¢longations OD de I’eau lourde. Le spectre de LeX-D-O est représenté figure 14.
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Figure 17. Spectre infrarouge de LeX-D,0 (en bleu) comparé au spectre de LeX-W (en noir) et aux spectres calculés des deux
conformeéres identifiés plus haut, dans le cas de D,0.

Si nous observions uniquement des spectres de LeX en interaction avec une seule molécule de
D20, nous ne devrions observer que deux bandes d’absorption dans la région des élongations
OD (2200-2800 cm™). Nous observons au moins 5 bandes. Cela confirme que nous peuplons
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plusieurs conformeres des agrégats hydratés de LeX. Les deux conformeéres initialement
proposés permettent d’interpréter qualitativement les spectres observés.

Un résultat marquant de ce travail est I’observation du conformére de plus haute énergie qui
présente une organisation du Galactose et du Fucose en stacking. C’est une conformation
similaire a celle qui est stabilisée en solution et qui est bio-active. Il est probable que cette
conformation soit stabilisée par des agrégats hydratés de grande taille qui s’évaporent lors de
leur ionisation. En effet, nous avons pu observer les spectres vibrationnels des complexes
hydratés de Lewis X avec jusqu’a 3 molécules d’cau (Figure 18) et leur structure, méme si elle
est de plus en plus difficile a apprécier a cause de la dégradation du rapport signal/bruit, reste
similaire a celle observée pour le complexe simplement hydratés.
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Figure 18. A gauche : spectre de masse des complexes hydratés de Lewis X. A droite les spectre vibrationnels observés pour
Lewis X — (Hzo)n:;[,g.

Il est donc probable que le signal enregistré dans le canal de masse de Lexis X — H2O soit issu
de complexes de plus grande taille qui s’évaporent suite a 1’ionisation UV. Il est probable que
des agrégats hydratés de plus grande taille soient peuplés mais échappent a la détection a cause
de ce phénomeéne d’évaporation. Nous avons donc peut-étre la une illustration d’une « micro-
solvatation » dans le sens inverse de ce que I’on entend fréquemment. Au lieu de reconstruire
le solvant molécule par molécule, ici il est possible que Lewis X soient au moins partiellement
solvaté par un nombre significatif de molécule qui s’évaporent suite aux absorptions des
photons IR et UV.

Différents glycomimiques de Lewis X ont été synthétisés (Figure 19) par nos collégues
glycochimistes de 1’Université de Basel.
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Figure 19. Les glycomimiques de Lewis X étudiées.
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Nous avons observé les spectres de toutes ces molécules et des complexes hydratés des
composés 1 (MIMIC1) et 2 (MIMIC2). Les paysages conformationnels de ces molécules de
synthéses se sont averés extremement complexes et les recherches de conformation conduisent
a des milliers de conformations possibles. Le tri parmi ces conformations, nécessaire pour
rendre les calculs de chimie quantique possible est particulierement difficile. A ce jour, seule
la conformation de MIMIC1 a pu étre attribuée apres quatre années de travaux et de calculs.

32



Conclusions : spectroscopie en phase gazeuse des oligosaccharides isolés et
hydratés.

Lorsqu’on progresse des monosaccharides vers la complexité des oligosaccharides pour mener
des études spectroscopie vibrationnelle en phase gazeuse d’espéces froides, on se trouve tres
vite confronté a des difficultés qui mettent en évidence la limite de 1’approche.

D’un point de vue de la synthese, il n’est possible de produire ces composés qu’en quantité tres
faible, a la limite de ce qui est nécessaire pour les expériences. Cela entraine un grosse pression
sur les expériences avec certains systemes pour lesquels seulement une ou deux demi-journées
de mesure sont possibles. Indépendemment de la quantité d’échantillons disponibles, le
refroidissement par les collisions dans le jet supersonique est bien moins efficace pour ces
molécules. Il devient tres difficile de tirer profit de la sélectivité conformationnelle des de la
spectroscopie a double résonance pour observer des spectres résolus qui permettent une
attribution conformationnelle robuste.

L’exploration théorique des paysages conformationnels de ces systemes conduit a des quantités
quasiment ingérables de conforméres a traiter. Dans le cas des mimiques de Lewis X, nous
travaillons maintenant depuis plusieurs années a reproduire les données expérimentales et nous
venons juste d’arriver a une attribution staisfaisante de MIMIC1, aprés avoir considéré des
centaines de conformations au niveau quantique.

Malgré ces difficultés, grace a I’approche « bottom-up » et & la synergie expérience-théorie, il
a été possible d’obtenir de précieuses informations sur les tendances conformationnelles de ces
édifices moléculaires. En particulier, nous avons pu identifier le role et la position de certaines
molécules d’eau, localisées a des endroits « stratégiques » de la molécule, pour stabiliser des
formes particuliéres. Ce sont des pistes a suivre pour synthétiser des molécules artificielles
visant & reproduire les molécules naturelles. Ces molécules d’eau structurales ne sont pas a
proprement parler des molécules du solvant, au sens macroscopique du terme. Elles en sont
retirées pour remplir leur fonction structurale. Plutdt que de prétendre identifier des « effets de
solvants » ou d’aller vers la phase solvatée, je préfere croire que les études des complexes
hydratés de tailles controlées permettent d’accéder a ces molécules d’eau structurales dont le
role est reconnu pour étre central sur les fonctions biologique et en particulier sur les processus
de reconnaissance moléculaire, méme si ce role reste & comprendre et rationaliser.

Lorsque nous avons commencé les travaux sur les oligosaccharide, leur étude par spectroscopie
et spectrométrie de masse étaient balbutiantes. Depuis, une communauté autour de la
glycomique s’est établie avec la mise au point de méthodes trés sophistiquées de spectrométrie
de masse (comme la dérive d’ions par exemple), souvent couplées au diagnostique optique dans
le domaine UV ou IR. Ces travaux permettent d’avoir des informations trés précieuses sur les
différents isomeéres et séquences de glycans trés complexes.>->7

Malgré la difficulté de 1’étude spectroscopique des grosses molécules neutres en phase gazeuse,
nous profitons de 1’expérience emmagasinée lors de ces premiers travaux pour continuer a
investiguer des systéemes de grande taille comme des modeéles de glycoprotéines antigel,
toujours en s’attachant a respecter 1’approche « pas a pas », garante de la validité des résultats
sur les modeles de plus grande taille.
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Reconnaissance moléculaire : des modeéles pour sonder les interactions sucres-

peptides.

Les sucres encodent une information trés riche véhiculée par le biais des liaisons non-covalentes
a l’intérieur méme du carbohydrate et avec d’autres édifices biomoléculaires, comme les
protéines. Dans le cas des interactions sucres-peptides, la nature des forces intermoléculaires
mises en jeu est trés diverse et couvre toute la gamme des interactions non-covalentes.>* Les
groupes OH du carbohydrate peuvent engager des interactions de type liaison hydrogéne
(dominées par des forces électrostatiques) avec les groupes CO, NH et OH de la chaine
peptidique. Il peut aussi exister des interactions de type Van der Waals (dominées par la
dispersion) entre les CH du carbohydrate et, par exemple, les résidus aromatiques du peptide.
Dans le but de sonder en phase gazeuse ces différentes interactions au coeur des processus de
reconnaissance moléculaire, nous avons entamé 1’étude systématique de complexes formés par
des monosaccharides et des modéles moléculaires. Les modéles moléculaires choisis (Figure
20) permettent d’interroger les différentes interactions soit indépendamment, soit en
compétition dans un méme complexe. 26275859
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Figure 20. Les différents modéles moléculaires considérés pour I'étude des interactions carbohydrate-peptide.2527.58,59

Les spectres de complexes entre ces modeles et les anomeres a. et § du glucose et du galactose
ont été observés (Figure 21).

Dans le cas des complexes formés par des monosaccharides et la tyrosine (AcTyrNHMe), la
présence du groupe OH phénolique de la tyrosine a des conséquences importantes sur la nature
des interactions par rapport aux complexes formés avec la phenylalanine (AcPheNHMe). Ce
groupe OH cherche a engager des interactions avec les autres groupes OH du monosaccharide
et il en résulte des structures ou le monosaccharide se retrouve, presque « accidentellement »,
a proximité du cycle aromatique de la tyrosine. Sur la Figure 21, on peut comparer les spectres
et les structures et conformations associées des complexes du B-O-Methyl-Galactose avec
AcPheNHMe et AcTyrNHMe.
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Figure 21. Complexes formés par le -O-Methyl-Galactose avec AcPheNHMe (en haut) et AcTyrNHMe (en bas).

Ce comportement est comparable a la différence entre les structures des complexes entre les
monosaccharides et soit le toluene, soit le crésol. La différence entre ces deux molécules
modeles est, comme entre AcPheNHMe et AcTyrNHMe, la présence dans le crésol d’un groupe
OH, absent pour le toluene. Dans le cas des complexes avec le toluéne, les monosaccharides
interagissent quasi-exclusivement par le biais d’interaction dispersive CH-n (Figure 22). Le
Crésol donne naissance a des complexes ou son OH vient s’insérer dans la chaine de liaison
hydrogeénes intra-moléculaires du sucre pour donner naissance a des conformations renforcées
par la coopérativité (Figure 22), de facon tout a fait comparable aux complexes
monosaccharides-eau.

Qi ‘“; & Fucose Crésol [

H-BS®- Toluene Galactose &9’\’

Figure 22. A gauche, le complexe fucose-toluéne adopte une structure empilée avec une interaction dispersive CH-7. A
droite, dans le complexe galactose-crésol, le crésol s’insére dans le réseau de liaisons hydrogéne du sucre dans une structure
coopérative.
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Conclusions : systemes modeles pour I'étude des interactions sucres-peptides en
phase gazeuse.

Jusqu’a présent, I’é¢tude des interactions sucres-peptide en phase gazeuse s’est concentrée sur
des systémes modeles pour identifier quelques tendances et établir la possibilité d’observer des
signatures spectrales claires permettant d’accéder a la détermination des structures des
complexes et a la conformation des molécules a I’intérieur de ces édifices. En comparaison des
oligosaccharides qui atteignent assez rapidement la limite de 1’approche « phase gaz », les
complexes permettent de garder une belle résolution vibrationnelle puisque leur stabilisation en
jet supersonique suggere un refroidissement des espéces, chacune de taille raisonable, qui a
pour conséquence 1’observation de spectres avec une résolution vibrationnelle claire. Grace a
cette résolution vibrationnelle, on identifie chaque liaison non-covalente intra- et inter-
moléculaire qui contribue la stabilité des complexes.

Dans le cadre d’études liées a la reconnaissance moléculaire en phase gazeuse, des travaux sur
les associations de peptides,®! de protéines-ligands,®? ou de peptides et neurotransmetteurs®?
ont ét¢ menées en utilisant les méthodes d’évaporation par électrospray couplées a la
spectrométrie de masse et a la spectroscopie optique. Ces travaux se concentrent sur les
interactions avec des especes chargées. Dans le cas d’interactions entre molécules neutres, et
en particulier entre sucres et peptides, les forces en jeu sont plus faibles et 1’équilibre entre les
différentes contributions (électrostatique, dispersion, polarisation, répulsion) peut-étre précaire
et finement modulé par la présence de molécules d’eau ou par des substitutions au sein des
partenaires de complexation. C’est sur ces sujets que je propose de concentrer mes travaux dans
les années a venir.
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Perspectives de recherche :

Interactions et conformations de systemes modeles des
processus de reconnaissance moléculaires : les complexes
sucre-peptide et le réle de l'eau.

La grande diversité conformationnelle des sucres leur fait jouer un role central dans les
processus biologiques de reconnaissance moléculaire. Les nombreux de groupes polaires
permettant d’engager des interactions non-covalentes avec des molécules voisines, un fort degré
de liberté de ces groupes polaires autour de mouvements de torsion entrainant une grande
flexibilit¢ conformationnelle leur permettant de s’adapter a leur environnement, et une
stabilisation forte de conformations spécifiques grace a des réseaux de liaisons hydrogenes
coopératifs sont autant d’atouts qui font des sucres des vecteurs de choix pour véhiculer
’information moléculaire via le «glycocode » 3% et 1’échanger avec des partenaires
biomoléculaires tels que les protéines. Ces propriétés des sucres font émerger des travaux pour
les exploiter dans le cadre de la glycothérapie, cherchant a utiliser les sucres dans des
médicaments.®46

Dans la communication non-covalente sucre-peptide, la reconnaissance est d’abord une
« reconnaissance de forme » ou les conformations du sucre et du peptide peuvent « s’emboiter »
comme illustré sur la Figure 23. Une bonne connaissance des bases structurales de ces
interactions est donc un requise pour leur étude détaillée.

a-methyl galactose bound to B-methyl glucose....”sugar tong”
galactose specific lectin bound to hydroxylase enzyme

Figure 23. Représentation de deux cas d'interactions sucre-peptide en biologie.

Les systemes de la Figure 23 sont beaucoup trop étendus et compliqués pour étre soumis aux
méthode de physico-chimistes de la phase gazeuse. En revanche, avec un regard de physico-
chimiste de la phase gazeuse, cherchant & identifier les ingrédients minimum d’un processus
moléculaire, et identifier des modeles pour comprendre plutdt que reproduire, on remarque sur
la Figure 23 que les domaines qui participent a 1’interaction sont de taille assez limitée, ce qui
souligne le caractere local des forces mises en jeu dans les interactions sucre-peptide et ces
interactions peuvent étre représentées de facon simplifiée sur la Figure 24.
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Figure 24. Représentation des fondamentaux des interactions sucre-peptide.

Dans cette représentation, on retrouve tous les ingrédients des interactions mises en jeu entre
les sucres et les peptides. Dans les domaines hydrophiles, on trouve des interactions
électrostatiques de type liaison Hydrogene, soit entre les groupes polaires du sucre et du peptide,
soit par le biais de molécules d’eau structurales intercalées entre les molécules. Dans les
domaines hydrophobes on peut voir des interactions dispersives de type CH-m, moins
directionnelles mais tout aussi importantes parce que toujours attractives et additives. Depuis
le début de ma carriére, ces interactions ont ¢té mon terrain de jeu et j’ai utilisé différentes
approches expérimentales et théoriques, toutes basées sur la spectroscopie de systéemes modéles
en phase gazeuse pour les étudier. En particulier, j’ai étudié différents complexes entre des
monosaccharides et des modéles de peptides par spectroscopie vibrationnelle.262"%° Ces
premiers travaux ont montré la pertinence de 1’approche et la capacité a observer les spectres
de ces complexes, les interpréter et en tirer des informations fondamentales sur la base
structurale des interactions sucre-peptide.

Dans les études initiales, les modeles moléculaires étaient sélectionnés d’une part pour leur
simplicité conformationnelle et d’autre part pour échantillonner les différents types
d’interaction. Par ailleurs, aucun des complexes étudiés n’incluaient de molécules d’eau,
pourtant centrales puisqu’elles peuvent influencer les conformations des molécules et prendre
une part active en s’intercalant entre deux partenaires de complexation.®*® Je propose
maintenant de m’intéresser a des systemes modeéles choisis pour leur signification dans des
processus biomédicaux importants. En particulier, les interactions entre le Mannose (Man) et
des modeéles de Récepteurs a Mannose (MRM) qui sont utilisés en Thérapie Photo Dynamique
(PDT)%70 seront au centre de ce projet, mené en collaboration avec Véronique Rosilio de
I’Institut Galien Paris Saclay a Chatenay-Malabry, qui utilise des expériences de physico-
chimie des surfaces pour des applications pharmacologiques, et le groupe de Michel Mons
(CEA) et Eric Gloaguen (CNRS) du LYDIL a Saclay, spécialistes de la spectroscopie des
peptides en phase gazeuse. Par ailleurs il est important de sonder du point de vue stcutural et
conformationnel le role de 1’eau dans les interactions spécifiques et dans les processus de
reconnaissance moléculaire.”*"? Dans le cadre de ces projets qui s’échelonnent sur du moyen et
long terme, je souhaite mettre en place de nouvelles méthodologies, du point de vue
expérimental et aussi pour I’exploration théorique des paysages conformationnelles.
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Etude des complexes Man — mRM

A T1’échelle moléculaire, la PDT repose sur 3 processus physico chimiques fondamentaux : (1)
attachement sélectif de photosenbilisateurs (PS) vers des récepteurs cibles ; (2) population de
I’état triplet du PS par photoexcitation du chromophore ; (3) interaction entre 1’état triplet du
PS et de I’oxygeéne moléculaire pour générer des especes fortement réactives qui vont entrainer
une avalanche de dénaturations biomoléculaires conduisant a la mort des cellules pathogenes.
Deux exemple de PS sont présentées sur la Figure 25. Ce sont des chromophores
TetraPhenylPorphyrines (TPP) décorés de différents arrangements de mannoses.
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Figure 25. Exemple de PS mannosylés utilises en PDT pour le traitement du rétinoblastome. 9

Les processus (2) et (3) reposent sur la photophysique et photochimie des chromophores et
constituent le coceur du projet de Gildas Goldsztejn, recruté au sein de 1’équipe SYSIPHE en
2019, qui va utiliser son expertise en spectroscopie Auger pour les sonder de facon dynamique.
Pour interroger le processus (1), gouverné par les interactions spécifiques sucre-peptide, nous
allons utiliser la spectroscopie vibrationnelle en phase gazeuse des complexes Man-mRM.

Plusieurs récepteurs a Man (RM) avec différents sites de liaison au Man peuvent étre
surexprimés dans les cellules tumorales.”* Par exemple dans le cas du rétinoblastome, MRC2
et DC-SIGN sont des récepteurs qui peuvent étre ciblés.”™ De nombreuses questions posées par
le monde médical restent sans réponse : Est-ce que le PS interagit avec un seul ou les deux RM?
Comment éviter que Man ne se lie aux cellules non-pathogénes qui contiennent aussi MRC2 ?
Quel est I’impact des propriétés structurales du sucre sur I’interaction et sa spécificité ?

Une priorité pour le développement de nouveaux PSs est d’améliorer la spécificité. Pour
quantifier les interactions PS-RM, le groupe de Véronique Rosilio utilise des membranes
artificielles contenant les RM pour révéler quelles combinaisons de sucres sur le PS conduit a
de la reconnaissance spécifique.”® Ces informations reposent sur des expériences
macroscopiques de type AFM pour mesurer la force entre le PS et le RM, ou sur la mesure de
taux d’association a la membrane par Microbalance a Quartz ou par Plasmon de Surface
Résonant.”®"® Ces travaux ont besoin d’étre complétés par une investigation détaillée de
I’interaction locale entre le Mannose et le site de liaison. Cette information manquante pourra
étre apportée par nos expériences de spectroscopie en phase gazeuse de complexes formés par
Man et par des mRM inspirés par les séquences identifiées dans les sites de liaison naturels des
RM.26:2783 Notre approche fournit des informations sur I’interaction qui ne peuvent pas étre
obtenues autrement. Grace a la resolution vibrationnelle des spectres observés, nous pouvons
identifier quels groupes moléculaires sont engagés dans les interactions qui cimentent les
complexes (Figure 26) et extraire des déplacements vibrationnels de chaque bande I’intensité
de ces interactions.
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Figure 26. Spectres expérimentaux et théoriques du complexe AcPheNHMe —f- Galactose-O-Methyl (- Gal-O-Me ).>¢ Les
pointillés rouges indiquent les interactions locales entre le sucre et le modéle de peptide.

Tous les RM présentent une séquence tripeptidique conservée EPN (E = Acide Glutamic, P=
Proline, N = Asparagine, Figure 27) qui est supposé étre au centre du processus de
reconnaissance du Man.® Nous allons donc entamer ce projet avec I’étude des complexes
formés par ces acides aminés et a-O-phenyl-Mannose (apMan, Figure 27). Le cycle aromatique
sur le Man sert a la fois de chromophore UV nécessaire pour nos expériences et de modele de
I’édifice moléculaire du PS attaché au Man (Figure 25). Il est prévu ensuite de considérer les
di- et tri-peptides composés de E, P et N. Ensuite, en appliquant notre approche a des systemes
modeles « dénaturés », ¢’est a dire avec des sucres différents (Glucose, deoxy-Mannose, ...) ou
des acides aminés non présents dans la séquence conservée nous pourrons chercher a définir les
ingrédients nécessaires a la spécificité Man-RM.
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Glutamic Acid (Glu, E) Proline (Pro, P) Asparagin (Asp, N) a-O-phenyl-Mannose (apMan)

Figure 27. Les acides aminés qui forment la séquence conservée EPN et a-O-phenyl-Mannose.

Etudier les interactions directes et locales entre ces systemes modéles, libres de toute
perturbation, est une opportunité unique offerte par les méthodes en phase gazeuse. Cela dit,
dans le milieu biologique aqueux, la présence de molécules d’eau « structurelles », indiquées
sur la Figure 24, retirées du solvant macroscopique pour interagir de fagon spécifique et directe
entre le sucre et le peptide peut avoir une influence considérable.” " Le dispositif CARLOTTA
est particulierement efficace pour observer les agrégats hydratés d’édifices moléculaires
complexes®9121524.254581 et noys avons récemment pu observer des spectres vibrationnels bien
résolus de complexes ternaires sucre-peptide-eau (Figure 28).
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Figure 28. Spectre vibrationnels expérimental et théorique et structure attribuée au complexe ternaire apMan-Ala-Wi. Les
bandes vibrationnelles repérés par des fléches indiquent les bandes de la molécule d'eau qui disparaissent de la région spectrale
explorée lorsque le complexe ternaire est formé avec de l'eau deutérée. Sur le spectre théorique, les fléches indiquent les modes

attribués aux élongations OH de l'eau.
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L’étude des complexes sucre-peptide hydratés avec un nombre controlé et limité de molécules
d’eau n’est possible qu’avec des expériences en phase gazeuse. Nous pourrons sonder de fagon
inédite le réle structural et conformationnel de I’eau dans les processus de reconnaissance
moléculaire.

Ce projet réunit des molécularistes de la phase gazeuse et des spécialistes de methodes de
surfaces appliquées aux sciences pharmacologiques. Cette nouvelle collaboration permettra a
long terme d’exploiter le potentiel des méthodes de la phase gazeuse sur des systemes
moléculaires bioactifs avec 1’ambition de comprendre des mécanismes fondamentaux qui
gouvernent leurs fonctions, en éclairant d’une lumicre nouvelle des phénoméenes qui suscitent
des questions dans une large communauteé scientifique. Trouver le « bon modéle » pour décrire
des phénomeéne naturels complexes est le souci permanent des molécularistes. C’est pour
trouver les «bons modeles » et poser les «bonnes questions » que nous avons créé ce
consortium interdisciplinaire original.
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Développements méthodologiques

Au fil de ce projet j’envisage plusieurs développements méthodologiques qui auront un champ
d’application bien plus large que I’étude des complexes sucres peptides. Ces développements
peuvent étre a moyen et long terme et ne seront exposés ici que de fagon tres synthétique.

Amélioration des sources de vaporisation de molécules solvatées

Les performances du dispositif Carlotta ont constamment ét¢ améliorées pour s’adapter aux
contraintes imposés par des objets d’étude de plus en plus difficiles a traiter. Dans le cadre du
projet de I’étude de la reconnaissance moléculaire et des interactions sucres-peptides, il y a deux
voies d’améliorations qui seront explorées.

Déposition par nébulisation des échantillons

Un facteur limitant des expériences de spectroscopie d’espéces mises en phase gazeuse par
désorption laser est le besoin de quantités importantes (a 1’heure actuelle plusieurs dizaines de
milligrammes) qui est parfois prohibitif tant les composés sont difficiles a synthétiser. Le
probleme ne vient pas de la sensibilité de détection mais plutdt du processus de préparation des
échantillons qui génere beaucoup de déchets, c’est-a-dire des composés gaspillés dans le
processus expérimental. Les échantillons sont préparés en frottant un substrat en graphite sur
un mélange de poudre de graphite et d’analyte. Le but est de déposer une fine couche de
molécules d’intérét sur le substrat. Selon la consistance de la poudre, ce processus peut s’avérer
tres inefficace.

Pour améliorer cette étape limitante, nous avons mis au point une méthode basée sur la
déposition des molécules a la surface des substrats par nébulisation d’une solution éthanol-
molécule, inspirée des robots sprayer utilisé en imagerie MALDI.82 Cette méthode que nous
sommes en train de mettre en point présente plusieurs avantages :

- haute reproductibilité de la préparation d’échantillons

- baisse d’un ordre de grandeur des quantités nécessaires pour mener une expérience
compléte.

- augmentation de 'uniformité des dépots et, par conséquent, gain en stabilité de signal

- applicabilité a toutes molécules indépendamment de la consistance de leur phase solide

Désorption résonante de glaces

Comme précisé plus haut, I’eau joue un réle important dans les processus de reconnaissance
moléculaire et la structure finale adoptée par un complexe formé par un sucre et un peptide peut
dépendre de I’environnement et de la cinétique de la rencontre entre les partenaires de
complexation. Dans le milieu biologique, avant que les molécules s’associent, elles sont
solvatées. Les dynamiques et énergétiques de désolvatation (entiére ou partielle) puis de
solvatation du complexe formé peuvent étre déterminantes dans le déroulement de la
reconnaissance moléculaire.

Actuellement, pour observer des complexes sucre-peptide, la méthode consiste a déposer sur le
substrat en graphite un mélange des molécules qui formeront le complexe puis de les co-
désorber par évaporation laser. Les complexes sont ensulite stabilisés par les collisions dans une
détente supersonique. Nous projetons de mettre au point un dispositif d’évaporation résonante
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de solutions glacées similaire a celui utilisé par Soep et Shafizadeh pour 1’étude de la
chlorophylle®® avec des techniques de détection similaires a celles utilisées sur CARLOTTA.
Dans cette technique, les molécules seront mélangées dans une solution aqueuse glacée qui
remplacera 1’échantillon de désorption laser, pour étre évaporée par excitation résonante des
modes vibrationnels de la glace grace a un OPO accordable. Cette approche, initialement mise
au point par Focsa a Lille dans les années 2000,%* permet de porter en phase gazeuse de trés
gros agrégats hydratés dopés des molécules initialement solvatées dans 1’échantillon. Ces
agrégats, qui pourront s’évaporer lors du processus de refroidissement en jet, offriront un
environnement de formation et stabilisation des complexes trés intéressant a exploiter pour
comparer les structures obtenues avec celles issus de 1’évaporation laser classique.

Spectroscopie dans l'infrarouge moyen.

Mes expériences de spectroscopie reposent sur la spectroscopie vibrationnelle des modes
d’¢élongation OH et NH dans I’IR proche (dans une région spectrale entre 2.5 et 4 um). Ce sont
des modes de vibrations trés importants pour étudier les interactions non-covalentes dans les
biomolécules puisqu’ils en sont les acteurs principaux en tant que donneurs ou accepteurs (et
parfois les deux). Les sonder revient donc a sonder la surface de potentiel le long de
coordonnées couplées (ne serait-ce que de facon cinématique) au potentiel intermoléculaire.

En revanche, la seule observation de ces modes, pour des systemes aussi compliqués que ceux
que j’étudie ne permet pas toujours une attribution univoque des conforméres observés. La
spectroscopie dans la région spectrale allant de 5um et au-dela permettra d’accéder a une fenétre
spectrale bien plus grande. Avec plus d’information spectroscopique, les attributions des
conformations observées seront plus robustes et il sera alors possible de mieux comprendre les
propriétés structurales des complexes. Par ailleurs, si la source d’évaporation de glaces permet
de former des gros agrégats hydratés, leurs spectres vibrationnels dans I’IR proche seront
inexploitables puisque dominés par les vibrations de I’eau. Avoir acces a I’IR moyen permettra
aussi de sonder ces gros agrégats par spectroscopie vibrationnelle.

Pour accéder a cette région spectrale, il sera possible soit d’utiliser la différence de fréquence
des faisceaux produits par notre OPO IR Laservision, soit de mettre en place un systeme de
spectroscopie a double résonance Raman stimulée-UV®® en utilisant un laser a colorant
également disponible au laboratoire.

Amélioration de |'exploration des paysages conformationnels.

A T’heure actuelle, I’exploration des paysages conformationnels des systémes que nous étudions
repose sur un algorithme de Monte Carlo basé sur la mécanique moléculaire classique pour
évaluer I’énergie. Cette exploration produit un grand nombre de conformations possibles,
beaucoup étant redondants. Etant donné la taille des systemes étudiés, et malgré les ressources
de calcul performantes auxquelles nous avons acces, nous devons sélectionner un sous-
ensemble des conformations générées pour les soumettre aux calculs de chimie quantique, trés
couteux en terme de temps de calcul.

La plupart des champs de forces utilisés pour calculer 1’énergie ont été paramétrés pour
reproduire des données expérimentales dans des conditions tres différentes de nos conditions
experimentales. Dans la plupart des cas, ces énergies ne représentent donc pas un critere fiable
pour selectionner ou exclure des conformeres avant les calculs de chimie quantique, méme si
la mise au point de champs de forces polarisables apporte une grande amélioration dans la
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fiabilité des énergies et propriétés calculées.8”% Quoiqu’il en soit, ’énergie fournie par les
champs de force reste un parametre de sélection et nous nous exposons au risque de « rater »
des conformeres importants si le systéeme étudié se préte mal aux paramétrage du champs de
force choisi. Il est fréquent que des conformeres prévus a des énergies de plusieurs dizaines de
kJ/mol par les champs de forces (classiques) se retrouvent les plus stables, une fois optimisés
par les méthodes de chimie quantique. Cela inclut les énergies prédites par des champs de force
dédiés au carbohydrates comme GLYCAM.8% par ailleurs, méme si un champ de force était
paramétré de facon idéale et était capable de rendre compte de toutes les interactions, et de leur
combinaison sur toutes les conformations, n’utiliser que le critére énergétique pour ne
considérer que les éléments les plus stables conduirait a une perte d’information sur le paysage
conformationnel étudié et sur la place occupée par les conformeéres observés dans ce paysage.

Il semble donc justifié de chercher a s’affranchir du critére énergétique pour sélectionner les
conforméres dans les premieres étapes de recherche de conformations. Comme I’objectif de nos
travaux est de déterminer la structure des systéemes étudiés a partir de leur spectroscopie
infrarouge, il semble pertinent d’utiliser les paramétres structuraux et spectraux pour effectuer
cette sélection. Les méthodes d’apprentissage non supervisé comme le partitionnement de
données (plus connues sous le nom de « clustering ») offrent des possibilités intéressantes que
nous avons commenceées a explorer. Elles permettent de générer des groupes de conformeres a
partir de la distribution initiale de structures ou spectres produite par les champs de force ou a
un niveau de théorie bas (HF, DFTB). En choisissant quelques représentants dans chaque
groupe, il est possible de sélectionner un nombre raisonnable de conformeres a traiter au niveau
quantique tout en conservant la diversité du paysage conformationnel initial. Cette approche est
trés intéressante parce qu’elle nous fait aborder 1’exploration des conformations de ces
molécules de facon différente. Plutdt que de calculer autant de conformeres que nos ressources
de calcul le permettent jusqu’a ce qu’on trouve un bon accord avec nos résultats expérimentaux,
nous devons conceptualiser différemment 1’exploration conformationnelle et nous poser de
nouvelles questions.

Si on choisit les structures comme éléments a partitionner : Quels sont les parametres
structuraux qui définissent les familles de conforméres qui m’intéressent ? Puis-je/Dois-
je/Vais-je introduire un biais en effectuant le partitionnement ? Comment un algorithme
d’apprentissage va-t-il apprendre ce qu’est une conformation ? ...

Et si on s’intéresse aux familles de spectres : Dois-je effectuer le classement sur I’ensemble du
spectre calculé ou sur uniquement une région spectrale ? Dans ce cas, quelle région spectrale ?
IR moyen ? IR Proche ? ... Pour I'utilisation des spectres calculés a bas niveau de théorie pour
catégoriser les conformations avant de les soumettre aux calculs quantiques, nous explorons les
méthodes mises en place en spectrométrie de masse, basée sur la méthode des « cosine scores »,
pour attribuer des spectres de masse complexes et analyser des substances naturelles.®%
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