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Résumé

L’expérience Arc-En-Ciel permet d’étudier la dyngoee de photofragmentation UV de
biomolécules produites par une source « €lectrgspraa spécificité du dispositif expérimental
utilisé repose sur la détection en coincidenceptieso-fragments ioniques et neutres issus d’'un
méme événement physique de fragmentation. L'étedmalécules simplement chargées permet
d’identifier chaque canal de fragmentation par &sse du fragment ionique émis. En corrélant les

informations temporelles et spatiales des photgrfients détectés, on définit :
- le nombre et la masse des fragments neutres associgaque fragment ionique

- le nombre d’étapes de fragmentation de chaque atnldurs temps caractéristiques
(20 ns<t<1ps).

L’ensemble de ces informations permet une desoriptompléete de la dynamique de photo-

fragmentation du systéme étudié.

La dynamique de photofragmentation du tryptophamtopé est régie par des transferts
concertés d’électron et de proton a I'état exdit¥Fsque le tryptophane protoné est complexé a un
éther-couronne, les transferts de protons sonbéshiNous observons alors une modification de la

dynamique de fragmentation.

Pour de petits peptides protonés contenant ledpyyatne, la dynamique a I'état excité est
gouvernée par la position du tryptophane dans #nehpeptidique. Les voies de fragmentation
spécifiqgues UV, mises en évidence pour ces peptsded expliquées par les mémes meécanismes
de transfert concerté d'électron et de proton. Nowsitrons cependant que ces mécanismes
different suivant la composition du peptide.






Abstract

The Arc-En-Ciel experiment allows the investigatmnUV photo-fragmentation dynamics
of protonated biomolecules produced by an electeysion source. The specificity of the set-up is
based on the detection in coincidence of ionic m&atral photo-fragments coming from the same
fragmentation event. The study of simple chargedeoutes allows the identification of each
fragmentation channel by the mass of the emitteuicidragment. With the time and spatial
correlation of the information of detected photagiments we identify:

- the number of neutral fragments as well as theiss@s associated with each ionic
fragment

- the number of fragmentation steps of each chammelell as their fragmentation times
(20 ns<t <1 ps)

This information provides a comprehensive undedstan of the photo-fragmentation

dynamics.

The photo-fragmentation dynamics of protonated Wppan is driven by concerted
electron and proton transfers in the excited siMeen protonated Tryptophan is complexed with

a crown-ether, proton transfers are inhibited aymachics is modified.

The excited state dynamics of small protonatedigeptcontaining Tryptophan is governed
by the position of Tryptophan in the peptide chdihe specific fragmentation channels involved
are explained by concerted electron and protorsteas. WWe show how these mechanisms change

with the composition of peptides.
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INTRODUCTION

La protéomique s’est fortement développée ces ei@siannées grace aux progres de la
spectrométrie de masse et a I'augmentation expietientes séquences de génomes disponibles
dans le domaine publique. Le génome, ensemble dériglagénétique d’'une espéce ou d'un
individu, est contenu dans les chromosomes (figuag Chaque géne est codé par des séquences
de bases de I'ADN (figure 1.b). Des séquences pairgs de bases de ’ADN (triplet), transcrites
en ARNm, sont ensuite traduites en acide aminéatédes aminés étant les constituants des
protéines. Notons que le Projet GéEnome Humainddmmencé en 1990 et achevé en 2003, a
permis d’identifier les séquences de pairs de bdsdADN codant les 20000 a 25000 genes de

'espéce humaine.

chromosome
(a) (b) .
ymine
Adénine
j o a7 ¢ =
S pE
cellule ‘

paires
de bases

Armafure de p. oMy =0
Phosphate- D'}"\D ?‘{" )yﬁ
désoxyribose K@/‘_ .\.‘. >

. L
oH -

_ Exvemie  Cytosine /=

~~\ADN ¥ Guanine Extrémité 5'

double brins

figure 1 : (a) de 'ADN a la cellule ; (b) ADN doubk brin composé des 4 bases : Adénine (A),
Thymine (T), Guanine (G), Cytosine (C) qui s’assewt par paires, A-T et G-C, grace a des
liaisons hydrogéne [2].



(@) H,N——cH—C—oOH (b) —NH—CH—C—NH—CH—!:l—NH—CH—C—NH—CH—C!—

R R4 R, R; Ry

(c)

«—— Hélice a (d)

= «— Feuillet B

figure 2 : (a) acide aminé ou —R est une des 20’idkes latérales du vivant qui existent ;
(b) peptide dont I'enchainement d’acides aminés stitue la structure primaire ; (c) hélice: et

feuillet B, deux exemples de structure secondaire ; (d) stwue tertiaire (myoglobine)

Les protéines sont des macromolécules biologiquésssurent la majorité des fonctions
cellulaires. Elles peuvent jouer un réle structucatalytiqgue, enzymatique, réguler la compaction
de I'ADN ou I'expression des géenes. Le code géametapimal fait appel a 20 principaux acides
aminés qui se différencient par leur chaine lagé(Bdjure 2.a). L'ordre dans lequel s'enchainent
les acides aminés qui composent une protéine tamsi structure primaire d’'une protéine (figure
2.b). L'agencement dans I'espace des acides ardinge protéine, les uns par rapport aux autres,
constitue sa structure secondaire (figure 2.c)stiiacture tertiaire correspond a I'agencement des
hélices et des feuillets entre eux (figure 2.d)fdrzction et I'activité d’une protéine vont dépeadr
de sa structure tridimensionnelle définie par cé@®rénts niveaux de structure (primaire,

secondaire, tertiaire, ...).

Des protéines déficientes peuvent étre remplacaesigs médicaments qui miment leur
partie fonctionnelle. Cependant, pour de nombreysegtines, le lien qui existe entre leur
fonction et leur structure n’est pas encore biennoo La protéomique, qui vise entre autre a
mieux comprendre la relation entre la structuréadionction des protéines, est un domaine en
plein essor. Différentes techniques ont été dépdep pour extraire, séparer, identifier et
guantifier des protéines. L’identification et l|a raetérisation se fait principalement par
spectrométrie de masse. Les protéines étudiéesimoisEes et mises en phase gazeuse. La
spectrométrie de masse étant basée sur la mesu@ppart masse sur charge, une ionisation
préalable est donc nécessaire. Grace au développetaes les années 80, de sources a ionisation

douce utilisées en spectrométrie de masse (ESdctrBbpray Source lonisation [3], MALDI :
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Matrix Assisted Laser Desorption lonisation [4,,5B mise en phase gazeuse de systemes
biologiques de haut poids moléculaire a été renplossible. De facon générale, I'étude de
molécules biologiques sous vide permet de caraetéléurs propriétés intrinseques en éliminant

toutes les perturbations extérieures liées a lsgmee d’un solvant.

Pour un ensemble de protéines issues d’une extnactllulaire, 'analyse par spectrométrie
de masse des peptides produits apres digestiomeatigyie permet difficilement d’identifier les
protéines initiales. Chaque molécule ionisée estéés puis fragmentée. En comparant les
fragments obtenus a des bases de données, ongrsutiantifier précisément les protéines issues
de I'extraction. Chaque fragment peut étre isolitagimenté plusieurs fois de facons conseécutives
afin d’identifier plus précisément sa compositi@pgctrométrie de masse tandem,"M%a
fragmentation en phase gazeuse est égalementéatilur identifier la localisation de
modifications structurelles (phosphorylation, glgglation...) d’'un peptide ou d’une protéine. Ces
modifications structurelles jouent un réle impottdans I'activité biologique de ces molécules. Il
existe de nombreuses méthodes de fragmentatioonguhacune leur spécificité. On différencie
deux principaux types de fragmentation : les fragiatgons produites par excitation vibrationnelle
et celles produites par excitation électroniqi@ans la suite de cette introduction nous
présenterons les principaux types de fragmentatitiisés en spectrométrie de masse et leurs
caractéristiques et nous terminerons par la pregoientation UV dont la caractérisation des
mécanismes est le sujet de cette these.

La dissociation induite par collisions (CID), médleod’activation vibrationnelle, est la
fragmentation la plus utilisée en protéomique [683 multiples collisions a basse énergie (de 1
eV a quelques dizaines d’eV) entre la molécule mtgaz neutre induisent un chauffage
vibrationnel progressif de la molécule. La molédudgmente suivant ses liaisons les plus fragiles
(liaisons peptidiques [9]) des que I'énergie saffi® est apportée. La fragmentation de ces
liaisons qui relient les acides aminés entre eurmped’obtenir des informations sur la structure
primaire du peptide étudié. Les collisions a hatrtergie (keV) consistent en une forte activation
vibrationnelle. Ici, I'énergie apportée au systegueet étre transformée en excitation électronique,
via le couplage aux états excités, et produire utreatype de fragmentation que celles
classiqguement observées en CID [10]. La dissociatiauite par des photons infra-rouge
(IRMPD) [11-13] est également une technique d'atton vibrationnelle. Ce type de
fragmentation est principalement utilisé dans lspakitifs qui nécessitent un vide poussé (FT-
ICR) afin de ne pas y introduire de gaz supplémentaCe processus d’absorption
multiphotonique produit le méme type de fragmeotetique celles observées en CID.

7



En CID, I'énergie est répartie de facon statistiguel’ensemble des modes de vibrations du
systeme. Le temps de fragmentation augmente dae lavtaille du systeme. Pour les systemes
de grande taille, la fragmentation par CID est pHicace. C’est pourquoi, au début des années
2000, de nouvelles méthodes de fragmentation nteg#anjeu une activation électronique
(ergodique, non-reliée a la taille du systéeme)é&atmises au point, induisant des fragmentations
différentes et complémentaires a celles observé&d®. Les fragmentations induites par capture
d’électron (ECD) [14] et par transfert d’électrdBTD) [15, 16] ont été développées pour I'étude
de protéines et peptides positivement chargés. lestrén de faible énergie (quelques dixiemes
d’eV) est capté sur le site de protonation ou paatome fortement électronégatif de la molécule
(oxygéne des carbonyles). L'attachement de cetréleae faible énergie modifie la structure
électronique du systéme et entraine la fragmentate liaisons particulieres, plus colteuses en
énergie que les liaisons peptidiques. Ces fragrtiensase produisent avant redistribution de
I'énergie sous forme vibrationnelle (fragmentatiargodiques ou non-statistiques). Ainsi les
liaisons plus fragiles telles les liaisons peptidig, celles des modifications post-traductionnelles
et certaines liaisons hydrogene [17] peuvent ébreservées. Ce type de fragmentation permet

donc d’obtenir une information partielle sur lausture secondaire du peptide étudié.

Les méthodes de photodissociations UV et VUV sgatement des techniques d’activation
électronique mais mettent en jeu des mécanismeascplmplexes. Aprés absorption d’un photon
UV (ou VUV), comme illustré sur la figure 3, on @bse :

- des fragmentations ergodiques ou non-statistiquégifiques UV, induites dans I'état

excité

- des fragmentations statistiques, de type CID, mawifiques UV, induites aprés

conversion interne vers I'état fondamental et rafiax vibrationnelle.

La photodissociation VUV a essentiellement été iéaidans le cas d’ions positifs, avec des
lasers a 193 nm (6.4 eV) et 157 nm (7.9 eV) [1§, A9ces longueurs d’'onde, la plupart des
électrons des liaisons peuvent étre excités, en particulier les doubl@sdnsn des CO. De
nombreuses fragmentations de liaisons peptidiqued sbservées comme en CID mais,
récemment, cette technique a mis en évidence dgméntations spécifiques (rupture de chaines
latérales) [20, 21].
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figure 3 : partie d’'un diagramme de Perrin-Jablonsklustrant différents processus induits

apres absorption d’'un photon UV (CI : Conversionterne, RV : Relaxation vibrationnelle).
Les fragmentations spécifiques UVPD induites, ddiitat excité, sont indiquées par une étoile

bleue ; celles non-spécifiques UV, type CID, indzstdans I'état fondamental, sont indiquées

par une étoile jaune

Les photons UV a 266 nm (4.6 eV) n’excite que lésctéonsn des acides aminés
aromatiques contenus dans un peptide ou une peot&abryelski & Li [22] ont été parmi les
premiers a mettre en évidence la présence de fragnspécifiques UV, induits avec un laser a
266 nm. Les groupes de Kim [23] et Dugourd [24,, Zijur des peptides contenant plus d’'une
dizaine d’acides aminés dont au moins un aromatigpiemontré que la perte de la chaine latérale
aromatique est une fragmentation spécifique UVotiségalement observé des fragments de type
CID principalement localisées autour de I'acide re@naromatique (fragmentation dans I'état
fondamental avant redistribution compléte de I'@reervibrationnelle). Puisqu'on contrble la
localisation de I'énergie du photon UV, un des erjde la photofragmentation UV est d’essayer
de contréler également la localisation des fragatemts photo-induites. Grace a des
modifications chimiques effectuées sur certaindesciaminés (iodination des Tyrosines [26, 27],
phosphorylation des Sérines et Thréonines [28],ification des Cystéines par une quinone [29]),

le groupe de R. Julian a montré que la photodiatoai UV (266 nm) posséde un intérét en



chimie analytigue notamment en ce qui concerne oealisation de modifications post-

traductionnelles.

Le travail de thése présenté ici a pour but d’aggpode nouvelles informations sur les
mécanismes de photofragmentation UV afin d’amélitear compréhension. Une des difficultés
dans I'étude des mécanismes de photodissociatioest\iée a la compétition qui existe entre les
processus induits dans I'état fondamental et caduiis dans I'état excité (figure 3). Ces deux
types de processus peuvent présenter les mémesxcaea fragmentation et ne sont pas
différenciables avec les appareils de spectroméleiemasse « traditionnels ». Une facon de
discriminer ces deux processus est de considéredylmmique qui les gouverne. Les
fragmentations spécifiques UV qui mettent en jepdssage par un ou des états excités, sont des
fragmentations ultra-rapides. Des expériences dtgpscopie UV effectuées a trés basse
température (quelques dizaines de K), par le gralgp€. Rizzo [30, 31], ont montré qu’il existe
un lien entre la conformation des molécules, lesaua de fragmentation UV observes et les
rapports de branchement qui en découlent. Ces \@ig®rs confirment I'implication dans les
transitions UV de processus de fragmentation wdpades induits avant redistribution

vibrationnelle.

Le travail présenté dans cette thése est basé ’'apalyise de la dynamique de
photofragmentation UV. Contrairement aux expérisngapliqguant des collisions et ou une
absorption multiphotonique, I'absorption d’'un photdV unique correspond a l'apport d’'une
guantité définie d’énergie au systeme, a un ingtaétis, qui permet des mesures de dynamique
de fragmentation. La différenciation des mécanismpbsto-induits grace aux informations

dynamiques est basée sur le fait que :

- chaque été excité possede sa dynamique proprecplertous les canaux produits dans
I'état fondamental sont liés a une méme dynamiquielife par la conversion interne

vers I'état fondamental

- les temps de fragmentation liés aux dissociatiodsites dans I'état excité sont ultra-
rapides alors que ceux liés aux dissociations tedudans I'état fondamental se

comportent de fagon statistique et évoluent avéailla du systeme.

Le dispositif expérimental utilisé au cours de e¢tiese est issu d’'une collaboration entre le
groupe de J. Fayeton (LCAM) et celui de C. JoultPM). Cette collaboration, commencée en
2001, avait pour but d’étudier la femtochimie déggits d’'Hélium. C’est pourquoi le dispositif a
été initialement implanté dans le batiment ElyseL@P, qui mettait a disposition partielle un
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laser femtoseconde. Les systemes d’étude ont enduiiué ainsi que le dispositif expérimental
initial qui s’est scindé en deux dispositifs diffats. L'apport d'une source électrospray par le
LPL (Paris 13), également impliqué dans cette bollation, a permis de s’orienter vers I'étude de
petits systemes biologiques protonés, dans laruatéi des expériences précédemment réalisées
par le groupe de C. Jouvet [32-40]. A partir de20D. Jouvet et G. Grégoire ont développé un
dispositif pompe-sonde (laser pompe : 266 nm, recwsle / laser sonde : IR, femtoseconde),
couplant la source électrospray a une extractiortgraps de vol. lls ont montré que I'ajout du
photon sonde modifie la durée de vie des étatdésxdiacides aminés aromatiques protonés [41-
43] et de petits peptides contenant un chromopldigre45]. Ces expériences ont mis en évidence
la présence d'états excités dissociatifs qui inehtisdes fragmentations spécifiques UV.
Cependant mais la compréhension compléte desatsalitenus a été difficile [41-46].

Un deuxiéme dispositif, appelé « ARC EN CIEL » (AEE été développé parallélement par
I'équipe de J. Fayeton. Ce dispositif a été coitsétutesté au cours de la these de Valéria Lepere
(2003/2006). Ces tests ont été effectués sur laofragmentation UV (266 nm) d’agrégats
d’Argon (Ar," et Ar") produits par une source a impact électroniquedispositif AEC, utilisé
pour réaliser les expériences présentées dansthesie, est basé sur la détection en coincidence
des photofragments neutres et ioniques pour degpstede fragmentation inférieurs a la
microseconde. Ce dispositif comprend égalementiégepa ion électrostatique de type Zajfmann
qui permet I'étude de temps de fragmentation alliena dizaine de microseconde a la seconde.

En 2006, la source électrospray jusqu’alors uglipéur les expériences pompe-sonde a été
adaptée au dispositif AEC. Ce couplage d’'une soeéteetrospray et d'un laser UV avec la
détection en coincidence des fragments ioniquasugtes, est unique en son genre. Actuellement
aucun autre dispositif ne permet ainsi d’abordetlegment la dynamique de photofragmentation
UV de biomolécules sur une aussi large échellenps$ (de la dizaine de nanoseconde jusqu’a la
milliseconde). Les premiers résultats obtenus ae#te expérience sur la photofragmentation UV
du Tryptophane protoné ont donné un éclairage reauagix expériences pompe-sonde réalisées
précédemment [47-49]. Au cours de l'année 2007digpositif AEC a été amélioré afin de

permettre des mesures précises de cinétiques steres de quelques dizaines de nanosecondes.

Les expériences de spectrométrie de masse tande®l) (Bhalisées avec des appareils
commerciaux ne permettent pas d’'observer et dets#eer les fragments ioniques qui ont une

durée de vianférieure a la microseconde. Tous les phénomenes non-sfaést trés rapides,
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issus des états excités ne sont alors pas obseevdspositif AEC met en jeu deux détecteurs qui
vont permettre de détecter en coincidence le ofrdgsments neutres associés a chaque fragment
ionique. Les techniques de coincidence ion-neutnt$té développées depuis les années 70 au
LCAM. Ces techniques ont été utilisées dans I'équip& deBrenot et J. Fayeton pour I'étude de
collisions réactives [50], des mécanismes de fragation d’agrégats métalliques [51-54] et de

gaz rare [55, 56].

Le dispositif AEC fait appel a un systéme de dé&ectiltra-rapide (temps mort de 40 ns
pour le détecteur de neutre), spécifiquement deédiél'étude des mécanismes de
multifragmentaton. La technique des coincidencesnge de s’assurer qu’on considere une
« bonne association » ion-neutre(s) (particulaseissl’'un méme évenement de fragmentation). La
connaissance du nombre de fragments neutres assbai@aque fragment ionique permet de
remonter au nombre d’étapes de fragmentation. tectién en coincidence et l'identification des
fragments neutres détectés est permise graceilssditibn de détecteurs sensibles en temps et en
détection d'un seul ion et donc principalement éulle de systémes simplement chargés
(positivement ou négativement). L'expérience pattoatefois étre aisément étendue a I'étude de

la fragmentation d’ions multichargeés.

Le dispositif expérimental utilisé est relativemenmplexe. Une description trés détaillée
de ce dispositif est donnée dans le chapitre | elenémoire afin de permettre une meilleure
compréhension des expériences reéalisées et desare€snbtenus au cours de cette these. Ce
chapitre présente entre autre la source « électpsy le piege électrostatique et le systeme

complexe de détection des fragments ioniques dtasean « multi-coincidence ».

La détection en multi-coincidence entraine la g@rar de nombreuses données complexes
a analyser. Avant de présenter les résultats obtdauchapitre Il décrit de facon générale les
techniques d’analyse et de traitement utiliséesy Présente les corrélations entre observables les
plus judicieuses, qui permettront de remonter @dyteamique de fragmentation du systeme étudié.
Le traitement des mécanismes de fragmentation @siepirs étapes (détection de plus de deux
particules en coincidence) est longuement détdibéls nous sommes également aidés d’un code

de simulation de I'expérience, présenté dans cpittha

Une étude compléte de la photodissociation du dpfine protoné a été effectuée avant
mon arrivée au laboratoire [47]. D'autres résultatsncernant la perte de la chaine latérale
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aromatique, étaient en cours de discussion quandcgmmencé ma thése [57]. Ces résultats
préliminaires sont exposés dans le chapitre Illl.ré&pavoir étudié les mécanismes de
photofragmentation du Tryptophane protoné isoléisnoous sommes intéressés au cours de ma
these a [linfluence de la solvatation par un étlmrronne sur la dynamique de
photofragmentation du Tryptophane protoné [58]. (&ssiltats constituent la deuxieme partie du
chapitre Ill. L'étude des complexes Tryptophand&d€éicouronne), menée en collaboration avec
I'équipe danoise d’Aarhus, a permis de comparetdagps de fragmentation statistiques mesurés
avec nos deux dispositifs et de donner une estimake I'énergie interne des molécules étudiées

avec notre dispositif.

Le chapitre IV présente la majeure partie des t@subbtenus au cours de cette these. Nous
avons étudié la dynamique de photofragmentationpelits peptides protonés contenant le
Tryptophane et mis en évidence l'influence de laifian du Tryptophane sur les mécanismes de
fragmentation [59]. Les résultats obtenus sur gpepmtides et un tripeptide sont présentés,
comparés entre eux et comparés aux mécanismesdenégient établis pour le Tryptophane
protoné. Des mécanismes de photofragmentationreiiffe, liés a I'ordre des acides aminés dans

la chaine peptidique, ont été mis en évidence ¢gite étude.

Nous nous sommes €également intéressés a I'étudeudéotides (ADN). En effet, des
mesures de temps de vie ont montré que, pour delgéatides négativement et positivement
chargés, la photodissociation UV entraine une ctitigpé entre fragmentations statistiques et
non-statistiques pour ces biomolécules aromatiq[63. L'étude de la dynamique de
photofragmentation UV de I'adénine protonée avetrendispositif expérimental a conduit a la
rédaction d’'un article [61], en collaboration aM&quipe coréenne de Park, qui constitue le
chapitre V de cette these.
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CHAPITRE I. DESCRIPTION DU DISPOSITIF EXPERIMENTAL

[.1 Description générale

Un schéma simplifié de I'expérience ARC-EN-CIEL esésenté sur la figure 1.1. Notre
dispositif comprend huit enceintes de vide difféi&nCes enceintes sont numérotées de 1 a 8 sur
la figure I.1. La description du dispositif, préssnci-dessous, s’appuie sur cette numérotation des

enceintes et fait référence aux paragraphes deaggtie ou sont donnés plus de détails.

Nous étudions des molécules d’intérét biologiquet@rées. Ces ions sont produits a

pression atmosphérique par une source de typeadpcay [1, 2] décrite au § 1.2.
Le 8§ 1.3 regroupe une description détaillée du eontdes enceintes n°2 a 5.

A la sortie de I'électrospray, les ions formés soonfinés dans un hexapole grace a un
potentiel répulsif (enceinte n°2). Ces ions ont énergie de quelques eV. lls sont extraits de
’hexapole pendant un temps trés bref. Cette etxtra@ermet de produire un paquet d’ions
d’intensité suffisante, avec une faible largeur ierelle (centaine de nanosecondes) (enceinte
n°3). La fréquence de production des paquets d{ibhsiz) est dictée par la fréquence du laser de
photofragmentation pour que chaque paquet d’'iomsspunteragir avec une impulsion laser. Un
laser a haute cadence est utilisé pour minimisaemeps d’accumulation des expériences en

coincidences.

Les paquets d'ions sont accélérés a 2,4 keV eéatéfl sur le bord d’'un®ldétecteur a
galettes microcanaux, percé en son centre (encefdfe Ce détecteur permet d'effectuer une
mesure du temps de vol des ions produits par leceaélectrospray. On optimise les masses et
intensités des ions produits en ajustant les pdraméde la source. Une fois ce réglage effectue,
les déflecteurs situés devant le détecteur sostéguafin de laisser passer le faisceau d’'ions au
centre du détecteur percé.
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Les ions pénétrent dans un tube métallique (tube de Gauss »), initialement porté a une
tension de -2,5 kV (enceinte n°4). Une fois le maqglions a 'intérieur de ce tube, le potentiel du
tube est amené a 0 V. A la sortie du tube, les @mnistoujours la méme énergie cinétique de
2.5 keV mais qui est référencée par rapport aunpietede la masse. Une sélection en masse des
ions est ensuite effectuée par un déflecteur éstettique constitué de deux plaques paralleles
auxquelles on applique une rampe de tension (eiecefd). La synchronisation du passage a 0 V
de la rampe de tension permet de sélectionnerrenido de leur temps de vol les ions qui passent

a travers le déflecteur.

Durant cette premiére partie du trajet, les ioravdrsent des enceintes ou la pression
résiduelle varie de 10a 10’ Torr. Le faisceau d'ions est pollué par des palis neutres
produites par collision avec le gaz résiduel aulgsies’ajoutent des molécules neutres issues de
I'électrospray. Pour s’affranchir de ces neutresgites, on déflechit le faisceau d’ions incidents

d’'un angle de 3° (enceinte n°5).

Notre dispositif présente deux zones possiblesatéation entre les ions et le laser UV : le
piege électrostatique (enceinte n°6, décrit albgdt la zone polarisée (enceinte n°7, décrite au
§1.6). Le laser UV utilisé pour la fragmentatiost eenvoyé dans l'une des deux zones

d’interaction suivant le type d’expérience que lsmuhaite réaliser.

Tous les produits de fragmentation pénétrent aveangle de 45° dans un analyseur
électrostatique dans lequel regne un champ éleetrimiforme (enceinte n°8, cf § 1.6.2). Les
produits de fragmentation sont des fragments icgsget des fragments neutres. Les fragments
neutres produits continuent leur trajectoire emdigiroite et sont regus sur ufi’ fiétecteur
sensible en temps et en position. Les fragmenigues sont défléchis par le champ électrique de
'analyseur. Seuls les fragments ioniques danscent@aine gamme d®a/zarrivent sur le détecteur
d’ions qui est sensible en temps et en positiontelchnologie des détecteurs est décrite dans le

8§ 1.8. On ajuste la valeur du champ électrique paive glisser la fenétre des iomgzdétectés.

Les fragments ioniques et neutres sont détectés wlasysteme dit de « multicoincidence »
dans lequel leurs temps et positions d'arrivgeyit z, t., Yn, z,), avec les indices «i» et «n »
pour les ions et les neutres respectivement, pentet’'obtenir des informations sur les processus

de fragmentation.
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[.2 Source d’ions électrospray

L’électrospray consiste a produire une vaporisatign fines gouttelettes auxquelles on
appligue un champ électrique intense [3-5]. Ledaitde mettre en phase gazeuse, en les ionisant,
des molécules non-volatiles [6], complexes et fesgielles les molécules d’intérét biologique, qui
ont tendance a fragmenter et a se décomposer quded chauffe [7].

L’électrospray est une technique d’ionisation douas molécules d’intérét sont solvatées
avant d’étre mises en phase gazeuse. Les liaisaitedenes inter- et intramoléculaires présentes
en phase aqueuse sont en partie conservée en gdmsese. Des expériences ont montré que la
conformation d’'une molécule formée par électrospragie suivant la distribution de charges
observées [8-10].

Dans une source électrospray, lionisation des mualeés se produit a pression
atmosphériqgue. Le composé a analyser est dissons dm solvant (typiquement a une
concentration comprise entre 50 et 250 pL:HoUne seringue fait passer la solution & vitesse
volumique constante (quelques pL/min) & travers aigaille. La solution est nébulisée dans la
source par lintermédiaire de cette aiguille. Leirmmipe et le fonctionnement d’'une source

électrospray peut étre décomposé en 3 étapes apseailons détailler :
1. la formation du cbne de Taylor
2. la formation d’'un jet vaporisé et la désolvatatides gouttelettes
3. la formation des ions en phase gazeuse

Puis nous terminerons cette partie en décrivans ptecisément I'électrospray utilisé dans

notre dispositif expérimental.

1.2.1  Formation du cone de Taylor

L'application d’'une différence de potentiel (positiou négative) de quelques kV entre
laiguille et une contre-électrode (nommée « eratgh dans notre dispositif) crée une
accumulation de charges a la pointe de l'aiguiBe5]. L'interface air/liquide se polarise et
différents processus électrochimiques ont lieupfimant 'échange de charge et la création d’ions
[11]. Les ions créés sont soit des cations, sisiree mode positif, soit des anions, si on est en

mode négatif.
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Une compétition entre la tension de surface etfdeses électrostatiques exercées par le
champ sur les ions accumulés a I'extrémité de didey déforme le liquide qui prend alors la

forme d’'un cbne (cbne de Taylor) [12].

Flux d’air
chaud
Cylindre R Entrée du
-1500 v capillaire
« end plate » en verre
- 4000 V
Aiguille
oV
@
& @
& @
___________ e

760 Torr

Quelques millimetres

Flux d'air
chaud

figure 1.2 : Schéma de la source électrospray.

1.2.2  Formation du jet vaporisé et désolvatation des gotélettes

La densité de charge augmente au niveau du codayler jusqu’a ce que la tension de

surface soit trop faible pour maintenir la stabilitu cone (limite de Rayleigh) [13] et un petit jet

fin se forme a I'extrémité du céne [14, 15].
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(a) et (b) : images extraites de l'article de Pmde et al., Anal. Chem, 2007(8): p. 3105-3116

(c) : image provenant de la page wWetp://www.newobjective.com/electrospray/index.html

figure 1.3 : Photos d’électrospray : (a) Cone deilar [15] ; (b) « ondes variqueuses » a

I'origine de la formation des goutelettes [15] ;)(jet vaporisé de molécules chargées [16].

L’interaction entre la viscosité et la tension deface produit des « ondes variqueuses » a la
surface du jet de liquide. Ces ondes augmenteatrglitude jusqu’a ce que le jet se décompose
en une série de fines gouttelettes uniformes [b4, Un flux de gaz chaud aide a évaporer les
molécules de solvant. Ainsi la taille des gouttasnées diminue et la densité de charge augmente
a leur surface. Quand la répulsion coulombiennesegérieure a la tension de surface, chaque
goutte explose et se sépare en une multitude deeetgites chargées [13]. Ces gouttelettes qui
contiennent un exces d’ions a leur surface se 5ol entre elles. Leurs trajectoires vont
diverger et former un jet vaporisé. Ces processasagoration et d’explosion se répétent
plusieurs fois. Il y a ainsi une réduction massteapide de la taille des gouttelettes [17, 18].

[.2.3  Formation des ions en phase gazeuse

Une série d’évaporations, suivies d’explosions eoudiennes, conduit a la formation de
gouttelettes de plus en plus petites. Des iongsssbnt générés et guidés au travers de la contre-
électrode par le champ électrique. Deux mécaniger@ent d’expliquer la formation d’ions en
phase gazeuse : le modele de I'évaporation ionifj@ket le modele de la charge résiduelle [6]

illustrés a la figure 1.4. Bien gu’il y ait un tregrand nombre de publications a ce sujet, le

mécanisme de production d’ions en phase gazeuse®&ste aujourd’hui sujet a polémique [11].
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Image extraite de I'article de T.C. Rohner et &lyB. Chem. Chem. Phys, 206d.2): p. 3056-3068

figure 1.4 : Mécanismes de formation des ions engsde gazeuse par électrospray [2]

Dans le modéle de la charge résiduelle [6], laesd@vaporation-fission de la gouttelette
continue jusqu’a ce que la gouttelette ne puisse pbmpenser l'instabilité de Rayleigh et se
dissocier. Si la solution initiale est suffisammdittiée, cela conduit a la production d’'une ultime
gouttelette ne contenant plus qu’une seule molé&ilau cours de I'évaporation la molécule a pu

retenir une partie de la charge, elle devient alar®on en phase gazeuse.

Dans le modéle de I'évaporation ionique [19], awgum |a gouttelette soit assez petite pour
contenir seulement une seule molécule, le champcéxe la surface de la gouttelette devient
suffisamment intense pour surmonter les forcesotl@ttion et éjecter un ion de la surface de la
gouttelette vers la phase gazeuse. Ce mécanismsemsisé avoir lieu quand les gouttelettes ont
un rayon inférieur a 10 nm [20].

Il semblerait que ce soit le modeéle de I'évaporatamique qui soit plus en accord avec les
observations expérimentales [1, 11]. En effet, pesitres petites gouttelettes de quelques nm de
rayon, la théorie de Rayleigh n’est plus applicdBlg] et les processus qui se produisent sont
plutot du type évaporation ionique que du type gbasiduelle. Cependant, le modele de la
charge résiduelle semble mieux s’appliquer darssede molécules d’intérét biologique de masse
supérieure a 6500 Da [21]. Par contre il semblg difficile de savoir par quel mécanisme sont

formées les protéines multichargées [10, 22].

Le mécanisme de formation d’'ions en phase gazesisédomc un sujet tres controversé
d’autant plus que les études qui permettent d’étuck genre de mécanisme sont trés difficiles a

réaliser (mesure de la taille et de la charge d@ldtelette, du coefficient d’évaporation ionique)
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1.2.4  Dispositif électrospray utilisé et optimisation deparameétres influencant le
rendement d’ionisation de I'électrospray

De nombreux paramétres influencent le nombre d’fonmés par électrospray [23]. Parmi

ces facteurs ont trouve, entre autre :

la nature des molécules étudiées

le choix du solvant

- le pH de la solution

- la concentration de la solution

- le débit du liquide formant le jet vaporisé

- latempérature et la pression du gaz séchant

- la position de l'aiguille par rapport a I'entrée clapillaire

- la valeur des tensions appliquées a l'aiguillea @dntre-électrode (« end-plate ») et

au capillaire

Tous les travaux présentés dans cette thése seatuéfs sur des ions positifs. Les solutions
couramment utilisées ont une concentration .40 2.16" mol/L dans une solution méthanol :
eau (1 :1) pour les peptides ou parfois dans uamgél acétonitrile : eau pour les molécules moins
solubles dans I'eau (calixarene, adénine). Le stlutilisé doit avoir une affinité protonique plus
faible que I'analyte pour lui permettre de se pnetofacilement et une constante diélectrique
proche de celle de I'analyte pour pouvoir le s@vabrrectement [24]. On utilise des mélanges de
solvant afin d’optimiser leurs caractéristiquedfif@e protonique et constante diélectrique). A
cette solution, sont ajoutés quelques pL d’acidétiqee concentré a 1% en volume. L’'ajout
d’acide permet d’'aider a la protonation des moks@n solution selon la réaction acido-basique

suivante :
M + H30" > M-H' + H,0O

On fait passer a travers le jet vaporisé un fliairdthaud dont on contrdle la température et
la pression : la température est choisie entre2@b0°C et la pression entre 10 a 60 psi (0,5 a

3 bar) afin d’optimiser l'intensité du signal d’ien

L’aiguille (g = 100 um), par laquelle la solutiost &jectée, est portée a la masse et la
contre-électrode « end-plate » a une tension d’envi2700 V. Une partie des gouttelettes
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chargées passent a travers I'électrode « end platndis qu'une autre partie se dépose a la
surface de cette électrode. On peut ainsi mesareourant créé par les ions dont l'intensité est
proportionnelle au nombre d’ions formés en phazegse. Les ions isolés pénétrent ensuite dans
un capillaire en verre (300 um de diametre int&rfeR0 cm de long), recouvert d’'une couche

meétallique a chacune de ses extrémités. L'entréeagillaire est portée a -4000 V. La sortie du

capillaire est portée a — 60 V sous une pressioh derr. Les ions sont entrainés au travers du
capillaire par des forces visqueuses dues a lardifte de pression entre les deux extrémités du

capillaire.

A la sortie du capillaire, les ions sont sous fortene détente de gaz en jet libre, ce qui
permet d’obtenir des molécules refroidies [24]. éborceur situé en aval du capillaire permet de
sélectionner la partie centrale, partie la plugdfau jet. Dans certains électrosprays, la sdiie
capillaire est désaxée par rapport a I'entrée éwotceur pour diminuer la quantité de molécules

neutres injectées dans la source et amélioredzem aval.

[.3 Formation, accélération et sélection en masse deaquets d’ions

A la sortie de I'écorceur, les ions sont d’aborchfinés pendant une milliseconde dans un
hexapole puis mis sous forme de paquets d'ionsadlérés a 2,4 keV. Une mesure de temps de
vol permet de contrbler et d’optimiser I'intensiééla composition de ces paquets d’'ions. Grace
au tube de Gauss, les ions conservent une éndargigque de 2,5 keV par rapport au potentiel de
masse. lIs sont ensuite sélectionnés en masse phiflecteur électrostatique. Avant d’atteindre
les deux zones d’interaction, le faisceau d'ionsdggléchi d’'un angle de 3° afin d’éliminer les

especes neutres parasites produites par collisi@t de gaz résiduel.
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1.3.1

figure 1.5 : Tensions et chronogramme de la source

Hexapole, zone de confinement avant extraction

L’écorceur (1 mm de diamétre d’ouverture) sépar¥'ldu 2™ étage de pompage et permet
de passer d’une pression de 1 & Irr. Aprés I'écorceur se trouve un hexapole (ditien
intérieur 3 mm, 8 mm de long formé par 6 tiges aem de diamétre) qui fonctionne en mode RF

(5 MHz, 400 V créte-a-créte). L’'ensemble de 'hexapest porté a une tension continue de +15V

qui détermine I'énergie cinétique des ions. Unesitem de +20 V, appliquée & I&™1électrode

pulsée et située a la sortie de I'hexapole créehamgére de potentiel répulsive permettant de

stocker les ions dans I'hexapole avant de les iexiré’ajustement de la tension continue de

’hexapole et de la tension de confinement perneesélectionner la masse des ions extraits de la
source et d’optimiser leur intensité.

Une séparation d’étages de pompage différentiadfésttuée au niveau de I'hexapole, entre

le 2™ et le 3™ étage de pompage différentiel. L’entrée de I'hekaest portée & une pression de
10° Torr et la sortie de I'hexapole & une pressiod@&Torr.
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1.3.2  Formation de paquets d’ions

La source électrospray est une source continueflukecontinu de molécules issues de
I'électrospray est d’environ 20ons par seconde [25]. Le recouvrement entre we dbntinu et
des impulsions laser de 300 ns de largeur temporesdt de 0,3 ions en moyenne par coup laser.
Pour améliorer ce recouvrement on augmente la tdedsi faisceau d’ions en le comprimant
temporellement sous forme de paquets. Ces paquoatemnent les ions émis en continu par
I'électrospray pendant une durée de 1 ms, soitrenvi0O00 ions concentrés sur une largeur
temporelle d’environ 200 ns (au niveau de la zomgadaction) qui peuvent interagir avec chaque

impulsion laser.

A la sortie de I'hexapole, la formation des paquéisns se fait par le jeu de deux
électrodes pulsées produisant deux extractionsesaim@s. A chaque extraction, on abaisse le
potentiel répulsif créé par les électrodes pulgéeshronogramme en encart de la figure 1.5).
L’'ajustement des tensions appliquées sur les élesr pulsées et leurs synchronisations
temporelles permettent de contrdler finement lgdar temporelle des paquets d'ibisf figure
1.6).

Il est a priori possible d’obtenir des ions solgaté la sortie de I'hexapole. Dans notre
dispositif, la pression est dei@orr au niveau de I'hexapole. Les nombreusessiolis, méme a
basse énergie, avec le gaz résiduel induisent wgr@entation de I'énergie interne des ions et par
la suite une désolvatation complete des molécateses de I'électrospray.

A la suite de I'extraction, une lentille de typenEel et un ensemble de déflecteurs verticaux

permettent de refocaliser le faisceau.

! Remarque : par la suite, par abus de langage, cuniBwuerons a parler de « faisceau d'ions » plgt de
« paguets d’ions » (sous-entendu « faisceau d'dissontinu ») pour évoquer la trajectoire suivi pes paquets
d’ions qui traversent le dispositif expérimental
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[.3.3  Contrdle du signal d’ions

Apres la production des paquets d’ions, le faisoestuaccéléré a 2,4 kV. On contrble le
signal d’'ions sur une galette de microcanaux, geereson centre, apres déviation des ions sur un
des bords de la galette. Une mesure du temps déegoions, pour une distance de vol libre de

30 cm permet une estimation de la masse des igxma/a= +/- 5 u.m.a.

M/z

0.00+

-0.01 1

20 ns
-0.02 1 30 ns

I (mV)

-0.034

0.4 +—7"—m ™ — T
7800 8100 8400 8700

Temps de vol (ns)

figure 1.6 : Spectre de masse enregistré pour laléonle de Tryptophane-H(m/z 205). Sur ce

spectre on observe également le fragment m/z 18§ yptophane-H (perte de NH)

1.3.4  Tube de Gauss et déflecteur électrostatique

Apres passage a travers la galette de microcanasixpns ont une énergie cinétique de
2400 eV, leur potentiel étant reférencé par rappotlindage porté a une tension de -2400 V. On
utilise un tube dit de Gauss qui permet de réfé@etsr potentiel par rapport a la masse tout en
conservant leur énergie cinétique. Le tube de Gasisan cylindre creux de 20 cm de long avec
des ouvertures de 5 mm de diamétre a chaque eid¢rél’intérieur du tube les ions sont dans
une zone équipotentielle qui peut étre modifiées sfecter I'énergie cinétique des ions. Lorsque
les ions pénétrent dans le tube, celui-ci estaigithent porté a -2500 V. Cette tension est
subitement mise a 0 V lorsque les ions sont dantbe. Ainsi ils conservent une énergie

cinétique de 2,5 keV référencée par rapport aunpietade masse, en sortie du tube de Gauss.
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Le faisceau d’ions est ensuite sélectionné en madsede d’'un déflecteur électrostatique
constitué de deux plaques paralléles auxquellepphque une rampe de tension qui passe de -20
a +20 V en 20 ns. On synchronise le passage a®I&¥ cmpe de tension sur le passage, a travers
le déflecteur, des ions que l'on veut sélectionrige. déflecteur électrostatique nous permet

d’atteindre une sélection en masseA\d@m = 1/200.

Avant les zones d’interaction entre les ions daser, une série de 3 déflecteurs horizontaux
et verticaux dévie le faisceau d’ions d’'un angle3figar rapport a I'axe du faisceau d’ions issus
de la source. Cet angle permet de s’affranchirfidggnents neutres formés par collision entre les
ions étudiés et le gaz résiduel. Tous les fragmeetsres formés par collision depuis la source,
arrivant sur le détecteur de neutres, rendraiesit ebgpériences en coincidence difficilement

exploitables.

.4 Laser

Le laser utilisé pour la photodissociation UV est laser nanoseconde « JADE »
commercialisé par la société Thalés Laser. C'eslagar de type Nd :YLF, pompé par diodes,
pulsé au kHz, doublé intra-cavité. Il permet d'olitedes impulsions d’environ 300 ns a une
longueur d’'onde de 527 nm avec une puissance meyeoumvant aller jusqu’a 19 W. Nous nous
limitons a une puissance de 14 W, suffisante pffectier la plupart des expériences présentées

dans cette thése.

hY

Le faisceau vert & 527 nm est focalisé dans unatridoubleur LBO générant un
rayonnement UV a 263 nm. En sortie du cristal, uroimdichroique réfléchit 'UV vers la zone

d’interaction polarisée ou vers le piege électhipia et laisse passer le faisceau vert résiduel.

Lorsque le laser est déclenché par un signal extenm observe, entre le signal externe et
impulsion laser, une fluctuation temporelle supére a la durée du paquet d’ions. Le laser ne
peut donc pas étre déclenché par un signal extées.impulsions laser sont donc utilisées
comme horloge externe pour déclencher I'ensembldisjositif expérimental. Une photodiode,
située derriere un miroir de renvoi, capte leskidu faisceau vert a travers ce miroir et génere u

signal utilisé comme horloge de I'ensemble de l&xignce (signal de déclenchement).
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Signal de Piege Zone
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Photo
Laser Siode . O Lentille
JADE convergente
A= 327 nm
Impulsions:
300 ns / kHz / I:l d
Lentille Cristal Miroir
convergente doubleur dichroique
a focale
variable

figure 1.7 : Laser et dispositif optique

Le laser UV est focalisé sur le faisceau d’ionsyeea tache de 1 mm de diamétre. Suivant le
type d’expérience que l'on veut effectuer, le lagst soit focalisé au centre du piege

électrostatique, soit focalisé a I'entrée de laezdinteraction polarisée.

I.5 Piege ionique électrostatique

Le piége électrostatique est similaire a une cayjitique et permet de stocker efficacement
des ions de quelques keV d’énergie sans limitatiorla gamme de masses piégées [26]. Il a pour

réle de préciser la masse de l'ion piégé et de reeson temps de vie aprés photoexcitation.

Apreés avoir décrit le piége, nous expliguons sonctionnement, en particulier le
phénomeéne dit de synchronisation des ions durapigélgeage, puis nous montrons comment il est
utilisé pour mesurer le temps de vie d’ions métastasur des échelles de temps allant de la

dizaine de microseconde jusqu’a la milliseconde.
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I.5.1  Description du piége

Le piége a ions électrostatique linéaire, repré&sentla figure 1.8, a été construit au
Weizmann Institute of Scienan Israél. C’est une réplique de celui dévelgpgéZajfmanet al
[26]. Il a une longueur totale de 407 mm et eststiie de deux miroirs électrostatiques
identiques [26, 27] avec une zone centrale sanaglte 226 mm. Il permet de piéger des paquets
d’ions dans la direction longitudinale. Les deuxains sont composés de 2 jeux de 8 électrodes
dont 'une des 8 électrodes A\Mait office de lentille focalisatrice. Ces élamles sont portées a
différentes tensions positives dont les valeursy jpies ions d’énergie 2500 eV, sont indiquées sur
la figure 1.8.

Pick-up

mesure de la
V,V, charge image ViV,

V,=2880V

| | | | V,= 2850 V

V,=1980V

l“ T T “J [ V,= 1110V
V,= 2350 V

figure 1.8 : Piége électrostatique

Pour injecter des ions dans le piége, on abaisstefesions des électrodes d’entrée ce qui
permet a un paquet d’ions de pénétrer dans le pi@genaintient les tensions sur les électrodes de
sortie afin que le paquet d’ions soit réfléchi démslirection de la source. On commute ensuite
rapidement les tensions des électrodes d’entrées da laps de temps plus rapide que la

demi-période d’oscillation des ions dans le piege.

Une électrode cylindriqgue, nommpiek-up située au centre de la zone sans champ, mesure
la charge induite par les paquets d’ions lorsqlalgaversent. Ce dispositif permet de contr@er |
période d’oscillation des paquets d’ions et letensité.
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figure 1.9 : Spectre de temps vol des ions danpifsge électrostatique qui correspond a un
enregistrement de la charge induite au niveau dél¢ctrode centrale. Ce spectre a été
enregistré pour la molécule de Tryptophane-Leuciné-(m/z 318) caractérisée par une période
d’oscillation Tp = 20.08 ps

La figure 1.9.b. montre un exemple du signal andpkidnregistré lors du passage d’'un paquet
d’'ions, de 1 us de largeur temporelle, a travegtedtrodepick-up On distingue deux pics
correspondant a la charge induite par le paquehs'traversant I'anneau : les parties négatives et
positives du pic correspondent respectivement &axges induites lors de I'entrée et de la sortie
du paquet d'ions a travers I'électrode. La surtkcees deux pics est identique et proportionnelle
au nombre d’ions présents dans le paquet. La fig@ra. montre un spectre de temps de vol en
fonction du temps de piégeage des ions. On digtingne forte diminution de lintensité des pics
aux temps courts. Il s’agit d’'un processus « d'épage » du faisceau. Les ions qui ont une trop
grande dispersion en énergie et/ou qui ont unertureeangulaire importante sortent de la zone de
piégeage stable et sont éliminés aprés quelquekatisns dans le piége, d’ou la diminution

d’intensité observée. Apres un temps de piégeageefeur a 100 ps) le signal est constant,
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indiquant que le paquet d’ions est correctementisygmisé. Le phénoméne de synchronisation est

décrit plus en détail dans le paragraphe suivant.
La transformée de Fourier du signal de la figugeal. fournit un spectre de fréquence qui
nous permet d’'identifier les masses des ions césfiha période d’oscillation est proportionnelle

a./my/z , ou m est la masse et z la charge des ions piégés. I@kttmn est démontrée dans le

paragraphe qui suit.

Zone du miroir Zone centrale Zone du miroir
électrostatique sans champ électrostatique
A
U(x)
€P
< >
! » X
0
. Temps passe
\ Y J\ Y J\ Y J dans le pieége
Tm T, Tm

figure 1.10 : Représentation schématique du potahiilu piege et du temps passé dans le piege

Le piége peut étre modeélisé par une barriere dengiet comme celle schématisée sur la

figure 1.10, telle que :

(1.2) U(x) :{ 0 pour |x| < 1Ep/z

Fx + constante pour |x| > ¢,/2

ouf, =226 mm est la longueur de la zone de vol lileet@le et = ‘;—Z le gradient de potentiel

présent dans les miroirs, produit par la polamsaties électrodes. La période d’oscillation d’'un
ion correspond au temps qu’il met pour faire ueraletour dans la partie sans champ du piege (2
T.) et un aller-retour au niveau de chacun des msif@irT,), les temps Tet T, étant définis sur

la figure 1.10. Les ions de masse 8e déplacent avec une vitesse constagptéans la partie
centrale du piege. Dans les miroirs, ils sont d&és| font demi-tour puis sont réaccélérés. Leur
vitesse dans cette zone, notgeast de la forme :
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F
(1.2) Uy = — m—0t+ Vo

On calcule le tempspassé dans les miroirs a partir de I'équation),(s2chant que la
vitesse y s’annule au niveau du point de rebroussement.ékiage totale d’oscillation gTs’écrit

donc :

— _ gl 4vome_ [2mo (& | #/E
(1.3) Ty = 2T, +4T, = 25+ 4200 = | (JE_O+ F)

) 2 . . L. p 1
avec b, I'énergie des ions piégés, donnée kar Emoug.

L’équation (1.3) nous donne la relation de propgmrtialité qui relie §a/m,/z

1.5.2  Synchronisation

Habituellement, dans un piége ionique, les ionsllasts remplissent tout le volume
accessible [28]. Le piege électrostatique utilisi garticularité, sous certaines conditions de
réglage des miroirs, de réduire la largeur tempmoas paquets d’ions injectés tout en conservant
leur intensité et ce, pendant des temps supéregedasseconde [29]. C'est ce qu'on appelle la

synchronisation.

A partir de leurs observations expérimentales, rieeles avec le logiciel SIMION,
Pedersen et al. [30, 31] ont expliqué ce phénondmesynchronisation en établissant deux
principaux criteres empiriques, qui ont ensuitevédfiés de facon théorique par Greyer et Tannor
[32].

Le 1* critére est un critére cinématique (effet réfleejr[30]. Les ions les plus rapides qui
sont aussi les plus énergétiques, remontent plusdzms la barriere de potentiel et passent plus
de temps dans les miroirs que les ions plus lams.ions les plus énergétiques ont donc une

période d’oscillation plus longue exprimée pardéation suivante, établie a partir de I'équation
(1.3) :
(1.4) —>0
On en déduit une condition de réglage de la barderpotentiel telle que :
4E,

(1.5) F <=2
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Un 2™ critére intervient pour expliquer les conditions dynchronisation observées
expérimentalement [30]. Il s’agit d’'un critéere dymgue : I'interaction coulombienne entre les
ions d’énergies différentes produit une dispersipposée a celle créée par l'effet réflectron. La
répulsion mutuelle des ions au niveau de la zoneedoussement (charge d’espace) conduit a
une augmentation de la période d’oscillation dess iles moins énergétiques, exprimée par la

relation :

aT
(1.6) ETN <0

La densité des paquets d’ions doit étre suffispoter permettre des collisions entre les ions
au niveau des miroirs mais pas excessive pourréwite charge d’espace trop importante [30].
Une densité et une focalisation non-appropriée aguet d’ions dans le miroir conduit a une

désynchronisation (dégroupage) du paquet d’iorsoats du temps.

Il faut donc tenir compte des critéres cinématigeedynamiques évoqués ci-dessus pour
synchroniser les ions dans le piege. Pour chagpériexce effectuée avec le piege, les tensions
de chaque électrode des miroirs sont ajustéesd@ I signal enregistré parpek-upafin d’étre
dans les meilleures conditions de piégeage. Legsalapiégeage des paquets d’ions est limité par
le nombre de collisions entre les ions et les atoohe gaz résiduel [33]. L'enceinte du piege
électrostatique est pompée en ultra-vide & T6rr, avec une pompe cryogénique, pour minimiser
ces collisions. Suivant la pression de cette eteeila section efficace de collision et la
métastabilité du systéme étudié, les ions peuvieat dnfinés pendant des temps allant de la

milliseconde a la seconde.

1.5.3  Piégeage des ions fragments

Le piege synchronise des ions pour une énergieédorifourtant, des ions peuvent quand
méme rester piéger pendant un certain temps méere dui'ils n'aient pas I'énergie qui leur
permette d’étre parfaitement synchronisés. C’estkedes photofragments ioniques formés dans
nos expériences. L'’identification de ces fragmeatslongue durée de vie nous apporte
d’'importantes informations sur les mécanismes dexidtation. Notons cependant que plus la
différence de masstem entre les ions parents et fragments augmeme= m, — m), plus les ions
fragments produits sont rapidement désynchroniségetés de la zone de piégeage stable. Seuls
des ions fragments qui ont une masse proche de deB ions parents peuvent rester piégés
suffisamment longtemps pour pouvoir étre déteci@ans ce paragraphe, nous allons voir
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comment la masse d’'un fragment ionique piégé estitkea partir de la mesure de sa période

d’oscillation.

Dans notre dispositif, les ions sont synchronisgésr pune énergie de 2500 eV (5)EOn

définit I'énergie cinétique libérée lors de la fragntation (KER) par I'expression suivante :
_1 2, 1 2
(1.7) KER = SMvi + Smpvp

ou V et \ sont les vitesses des fragments ioniques et reutsgrimées dans le référentiel
moléculaire. La valeur du KER est d’environ 100 npéur la majorité des canaux de
fragmentation étudiés. A partir de la conservatienl'impulsion dans le centre de masse de la

molécule (équation (1.8)), on exprime la vitesservfonction du KER :

(1.8) mv; = my,uy,

_ [2KERm,
(lg) v = —mo -

La vitessé/, de I'ion fragment dans le référentiel du labonaist définie pa¥,, la vitesse
de I'ion incident dans le référentiel du laboratpietv,, la vitesse du fragment ionique dans le

référentiel moléculaire :
(1.10) V.=V, + ¥

La vitesser, , liée au phénomene de fragmentation, entrainedémition par rapport au
centre du faisceau incident, de la trajectoirerdgrhent ionique. L’équation (1.9) montre que cette
déviation est d’'autant plus importante que la dififte de massa@m entre les ions parents et
fragments est grande. On exprime la période dlasicih T; des ions fragments de la méme fagon

gue celle § des ions parents dans I'équation (1.3) :

vim;
F

— _)2 —)2 - —>_) —_— -
avec (1.12) %zJWﬁw)zJ%+m%ﬂ%wth%+hJ

Dans I'expression de;Vle terme en;7lié au KER (KER = 100 mV) est négligeable devant

(111) T, = 22+ 4

les deux autres qui dépendent dg(Vp = 2,5 kV).

Il n'est pas possible de déduire de facon analgtiu masse ma partir de la période
d’oscillation T, si on ne connait pas le terme—-l% , gradient de potentiel au niveau des miroirs.
Dans une premiere approximation, on utilise I'égurafl.11) en négligeant I'effet du KER, c’est-
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a-dire le terme eW,v; dans I'expression de;VOn considére alors que les ions fragments ont la
méme vitesse )/ que les ions parents mais une énergiediférente de & donnée par
Ei = Eo*mi/mo. Dans cette approximation, la période d’oscillatip des ions fragments est de la

forme :

Vomi ZEO

(1.13) T; = 2{)—”+ 4 avec Vy,= |—

VO F my

A partir des expressions dg &t T, données dans les équations (I.3) et (1.13), omireple

décalageAT = (Tp - T;) entre ces périodes d’oscillation en fonction di#éédence de masse

Am = (my - m) :

_ 4-170 _ fp Am
(1.14) AT = =2 Am = (To—Z—)—

Vo/ mo

Les résultats expérimentaux nous donnent accesaewrs de ifet To. On calcule alors m
a l'aide de I'expression ci-dessus. Cependant lerdq différence de massan augmente, le
KER n’est plus négligeable, on doit tenir comptetdime en Wv; dans I'expression (1.13) et
'équation (1.14) n’est plus valable. Ne pouvanak#tr d’expression littérale plus précise pour
calculer men fonction de T nous avons utilisé le logiciel SIMION pour simule trajectoire des
ions dans le piege. Les périodes d’oscillation dsrpar le logiciel ont été exprimées a l'ordre 2,

en fonction de la massg,mpour une massegfixee :
(1.15) Trno (M) = 8no + bing* (M) + Gng*(M;)°
avec ao, bmo et Gno parametres déterminés par la simulation.

Les résultats obtenus avec I'approximation analgticet le programme de simulation
SIMION sont comparés sur un exemple précis daparagraphe suivant.

1.5.4  Résultats expérimentaux obtenus avec le piege élexstatique

Le piege électrostatique permet de mesurer desstadepvie supérieurs a la dizaine de
microsecondes. Dans ce paragraphe, nous montromsneamt ces temps sont mesurés pour des
ions incidents métastables mais aussi pour certans fragments dont on détermine également

la masse.
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[.5.4.1 Mesure du temps de vie d'un ion parent

Dans les expériences effectuées avec le piegaadtatique, on commence par stocker les
ions parents pendant plusieurs centaines de mmyodes avant de les photoexciter. Ce temps de
stockage permet d’éliminer les particules qui oes tfajectoires divergentes et laisse au paquet
d’'ions incidents le temps de se synchroniser. Olecti® les especes neutres émises dans la
direction du détecteur de neutres, aprés chaquatiea des ions dans le piege. Il s’agit des
photofragments neutres et de fragments neutresuppsqolr collisions entre les ions parents et le
gaz résiduel. On enregistre leur temps d’arriydeftfigure 1.11). A chaque période d’oscillation,
les neutres ont la méme vitesse que les ions pammtc tous les fragments neutres ont le méme
temps d'arrivée. On observe ainsi une superpositibes signaux résultant de la
photofragmentation et des collisions, respectivameprésentés en rouge et en bleu sur la figure
l.11.

Piege électrostatique
L

lons

parents .
o Fragmentations
0 | m— .
= rapides
D EE———
| amd
D
=
<
3 Fragmentations
& lentes
@
(=]
vt

figure I.11 : Principe des expériences avec le magectrostatique ; signal rouge :

photofragments neutres ; signal bleu : fragmentsutees formés par collisions.

Remarque : les ions oscillent uniqguement suivantdaection longitudinale et non la direction
transversale du piege. Cette figure ainsi que Iguie 1.13 représente I'évolution temporelle des
ions dans le piége, menant a la construction praggive d’'un spectre de temps de vol a partir

des fragments neutres émis.

La figure .12 montre deux spectres de temps dedeas neutres enregistrés pour le
complexe moléculaire Tryptamine-(CE) protom&/4{425). Le spectre bleu enregistré sans laser
(figure 1.12.a.) correspond a des fragments neuyreguits uniquement par collisions avec le gaz
résiduel. Sur le spectre rouge (figure 1.12.b.yegistré avec laser, on identifie parfaitement a
partir de § =~ 800 ps la contribution due a la fragmentation rlagei se superpose a la

fragmentation induite par collision. Les fragmen&utres qui ont un temps d’arrivée inférieur a
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800 ps sont uniquement induits par collisions. @mmalise ces deux spectres sur la partie du
signal enregistré avant interaction laser. La saaosbn des spectres normalisés, permet
d’éliminer du spectre enregistré avec laser, lapmsante due au signal des neutres induits par
collisions. On obtient ainsi le spectre le temps/diedes photofragments neutres (figure 1.12.c.).
L’intégrale de ce spectre (figure 1.12.d) présamegremier point de forte intensité correspondant
a des fragmentations rapides de constantes de terapd us. Les autres points donnés par
lintégrale du spectre de temps de vol des phajofents neutres correspondent a des
fragmentations plus lentes, de constante de temps5 ps. Ces points forment une courbe
lentement décroissante. Ce deuxieme comportemarit @2 modélisé par une exponentielle

décroissante A€ dont on déduit le tempsde métastabilité de I'espéce photoexcitée.

10°] (@) 10° (c)]
10*4 _ il
zZ 104' Z 10°4 ; : i
% (I TLULINANY
LT TSN NE
10°4 (b) m <— Fragmentations (d)
10°4 rapides ]
=z 10° 1
zZ 105§ Frag:zi?éztions -
104 ] ! ' ‘
104 [ S
0 500 1000 1500 2000 750 800 850 900 950 1000
T Us T ps

figure 1.12 : Spectre de temps de vol des fragmardatres enregistré pour le complexe
moléculaire Tryptamine-(CE) protonée (m/z 425) ) @ans laser, (b) avec laser. Le spectre (c)
correspond a la soustraction des spectres (a) gtl(bs points du graphique (d) ont été calculés
en effectuant I'intégrale des pics du spectre (€) sbustraction.obtenus apres soustraction. Les

points du graphique (d) sont modélisés par une deeide type A¥, avecr = 27 +/- 2 s
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[.5.4.2 Détermination de la masse et mesure du temps dBundragment ionique piégé

Ainsi que nous lI'avons montré dans le § 1.5.3, séa8 fragments ioniques dont la masse est
proche de celle des ions parents peuvent étreaefiment pieéges avec les ions parents. Lorsqu’un
fragment ionique est piégé, les especes neutresctdés proviennent non seulement de la
neutralisation de cet ion sur le gaz résiduel dg@imais aussi de la métastabilité propre de ce

fragment ionique.

Si un fragment ionique est piégé, on observe auwhagcillation, en plus du pic principal de
neutres induit par les ions parents, un autre pifatble intensité sur le spectre de temps de vol
des neutres. Ce pic secondaire se décale progeassiN du pic principal aprés chaque oscillation
(cf figure 1.13).

Piege électrostatique
1

lons

Détecteur de neutres

>
>
s
=
%

>
78
>

figure 1.13 : Représentation schématique de I'évbin temporelle d’un photofragment ionique
dans le piege (trajectoire rouge) dont la périodegtillation est plus courte que celle de I'ion
parent (trajectoire grise) initialement piégé.

Au 8 15.3 (page 41), nous avons montré la relatmnvante, donnée pour une

approximation du % ordre :

(1.16) T; — Ty = —(m; —my) avec F =4——

N . 2 . . ez . . 2E,
ou V), est la vitesse de la molécule incidentgdans le référentiel du laboratoirg, (= m—° et
0

Eo = 2.5 keV),F est le gradient de potentiel présent au niveaurdesrs électrostatiques é est

la longueur de la zone de vol libre du piege (= 226).
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D’aprés I'équation (1.16), la période d’oscillatidndes ions fragments est inférieure a celle
To des ions parents, d’ou le décalage progressifrebseir le spectre de temps de vol entre le pic
principal issu des ions parents (signal gris déidare 1.13) et le pic secondaire issu des ions

fragments (signal rouge de la figure 1.13)

Expérimentalement, on détermingdvec précision en tracant le tempdu pic principal en
fonction du nombre de périodes d'oscillation. Ldeua de T est obtenue a partir du décalage
temporel entre le pic principal et celui associg ens fragments. Ce décalage temporel est un
multiple du nombre de périodes d'oscillations dfiées apres linteraction laser. En tracant ce
décalage temporel en fonction du nombre de péribascillations apres l'interaction laser, on

détermine expérimentalemest = (To— T)

On connait la masse gnmdes ions incidents. La mesure expérimentale geetT de
AT = (Tp - Ti) permet de déduirdm = (my - m) a partir de la relation (1.16) :
ATXmO

2m
To—{p /—EO"

D’aprés I'equation (1.17), la différence de maase = (mp - m) augmente linéairement avec

(1.17) Am =

la différence de période d'oscillatiakil = (To - Tj). Nous allons voir a partir des deux exemples

de la figure 1.14 dans quelle limite est applicat#ée approximation d’'ordre 1.

200 ' ‘ 60
| @) m/z 205 (b) m/z 318
l | | * l
| 40 - |
l !
| |
100 - | !
| | .
l 20 - I
i i o
| _ |
0 R — : 0 \&»‘é-ﬁ%ﬂﬂ\/&mﬂ . | TR .‘M@@-M
475 480 485 490 225 230 235
Temps de vol des neutres Temps de vol des neutres
apres interaction laser (us) apres interaction laser (us)

figure 1.14 : exemples d’ions fragments piégés. Tralein rouge : enregistrement avec laser.

Pointillé bleu : enregistrement sans laser. a) molde deTrp-H (m/z 205), 28" période
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d'oscillation aprés interaction laser. b) moléculde Trp-Leu-H+ (m/z 318), 1"° période

d’oscillation aprés interaction laser.

Le spectre de la figure I.14.a. montre le tempsalales fragments neutres, enregistré avec
et sans laser pour la molécule incidemt 205 (Tryptophane protoné). Le signal induit par le
laser (signal rouge) indique la présence d'un fraginonique métastable, piégé avec l'ion parent.
On mesure une période d'oscillation ¥ 18.539 ps pour les ions parents et un décalage d
période AT = 52 ns entre les ions parents et fragments pjég@t une période d’oscillation
Ti = 18.487 us pour les ions fragments. A partir eke données, on calcule la différence de masse
Am a l'aide de I'équation (1.17). On en dédain = 1.16 umacalculé avec = 205 uma;

AT =52 ns; b =18.539 us ¥, = 226 mm ; = 2.5 keV). Le fragment ionique piégé est donc

issu de la perte d’'un atome d’hydrogene. |l s’dgit'ion m/z = 204.

De méme, la figure 1.14.b. indique la présence dragment ionique piégé avec l'ion parent
m/z318 (Tryptophane-Leucine protonée). L'approximatibordre 1 donném = 12.6 uma (avec
AT =455 ns, §=23.105 ps etiF 22.650 us).

La masseAm calculée correspond au fragment neutre complémerdu fragment ionique
piegé. Cependant, la masaen calculée ci-dessus ne correspond a aucune melémitre
physiquement acceptable. C’est pourquoi nous aublise le programme de simulation SIMION
pour simuler la trajectoire des ions dans le piélgetrostatique et obtenir une expression plus
précise de iTen fonction de m(cf expression (1.15)). Le graphique de la figudd compare les
résultats obtenus avec SIMION et ceux donnés paaltal analytique.

La modélisation obtenue avec le logiciel SIMION denune différence de masse
Am =20 uma pour uAT de 455 ns. Les masses les plus proches pouvamspondre a la
molécule neutre éjectée saxh = 17 ou 18 uma ce qui correspond a un fragmemndquem/z 300
ou 301 piégé, issu de la perte desNH,O ou de H+NH. Pour obtenir plus d’informations sur la
masse du fragment ionique piégé, on peut utilisaalyseur électrostatique (cf 1.6.2).
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9004 | —=—résultat du calcul analytique A
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figure 1.15: Comparaison de la valeur deT obtenue en fonction dedm, en utilisant
'expression analytique et la simulation SIMION pauune molécule incidente de masse
mp = 318 uma. Pour ces deux méthodes, la valeurAta correspondant 4T = 455 ns est
indiquée par des trait pointillés.

Le temps de métastabilité d'un fragment ioniqueg@iést mesuré de la méme facon que
pour les ions incidents. Aprés normalisation etss@gtion des signaux de temps de vol des
neutres enregistrés avec et sans laser, on effétttégrale de chaque composante du spectre
obtenu. La modélisation par une exponentielle désamte de tous les points obtenus donne un
ordre de grandeur du temps de vie de I'ion fragmegtastable. Quand la différence de masse
entre l'ion parent et le fragment ionique piégé raagte, les ions fragments sont moins bien
piégés et moins bien synchronisés. La valeur dupsene métastabilité mesuré en est fait

inférieure a sa valeur réelle.

Le piége électrostatique permet de mesurer destames de temps supérieures a 10 ps.
C’est un outil complémentaire a la zone polarispeggentée dans le paragraphe suivant) avec
laquelle on mesure des constantes de temps plitespét< 500 ns). Le piege électrostatique
présente cependant certaines limitations. En elffietnasse des fragments produits est difficile a
déterminer, de plus I'étude du temps de vie des fimgments métastables est limitée a ceux dont

la masse est proche de celle du parent.
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.6 Expériences en coincidence

Les expériences en coincidence se font dans la darteraction polarisée (cf figure 1.1).
Cette zone polarisée nous permet d’étudier la dyquande fragmentation pour des temps allant
jusqu'a quelques microsecondes, d'identifier lepacx de fragmentations et les mécanismes

associés.

Pour ces expériences, les ions traversent le pésgdrostatique, les électrodes du piege
étant portées a 0 V. Méme si le piege n’est pdis@jtune charge image est induite au niveau du

pick-upce qui permet de contrdler la stabilité du faiscé@ns au cours des expériences.

Les ions sont « post-accélérés » jusqu'a une éeedgf 5 keV juste avant la zone
d’interaction laser. L’analyseur électrostatique 45° permet ensuite de séparer les espéeces
chargés des especes neutres produites. A la fincale partie nous montrerons quelles
informations sont déduites des positions et temagivte des fragments ioniques et neutres

obtenus avec la zone d’interaction polarisée.

1.6.1  Post-accélération et zone d’interaction polarisée

Les ions d’énergie cinétique 2,5 keV sont accélarkeV juste avant la zone d’interaction
polarisée par une série de 6 électrodes planesogstituent la « post-accélération ». Le potentiel
appligué a chaque électrode est indiqué sur ladi§d6. Le potentiel de chaque électrode de la
post-accélération peut étre ajusté séparémentlpoiter la dispersion angulaire et la dispersion
en énergie du faisceau d’ions incidents. La posélécation permet non seulement d’améliorer
I'efficacité de détection des fragments neutressraassi de réduire I'ouverture angulaire du céne
de fragmentation et de séparer temporellementdesres parasites induits par collision avec le

gaz résiduel en amont de la zone d'interaction gdpgces neutres produites par photoexcitation.

Un diaphragme de 0,5 ou 0,8 mm de diametre, placal de la post-accélération, permet
de limiter la taille du faisceau avant l'interactid?our conserver I'énergie du faisceau en aval de
la post-accélération, 'ensemble de la zone d'adgon, d’analyse et de détection des ions est

portée au potentiel de référencg¥/-2,5 kV.
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figure 1.16 : Post-accélération et boite d’interach

La zone d’interaction polarisée est composée dag dkectrodes Eet B (cf figure 1.16)
séparées de 13 mm. La derniére électrode de podligaation est située 6 mm en amont dete
le laser est focalisé 1 mm en aval de I'électrode LEes électrodes [Eet B sont portées
respectivement aux potentielso(¥ Vi) et (Vo + V>), Vi et V, étant des potentiels négatifs de
guelques centaines de volts que I'on peut ajustédendamment I'un de l'autre. Située a 6 mm

en aval de la zone polarisée se trouve une élecpodée au potentiel de référenge\2,5 kV.

La polarisation appliquée entre les électrodes €€ E permet de discriminer les
fragmentations qui se produisent dans la zone ipéarde celles produites en aval de la zone
polarisée. Dans la zone polarisée, le temps dsitrdes molécules est inférieur a 200 ns. En aval,
leur temps de transit jusqu’a I'analyseur est awdfe de 5 ps. Les résultats expérimentaux

observés présentent deux « contributions » digtinctine contribution due aux fragments formés
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dans la zone de polarisation (« contribution iet@r® ») et une autre due aux fragments formés en

aval de cette zone (« contribution extérieure »).

On effectue deux types d’expérience : des expé&®mans un potentiel constant (champ
électriqgue nul), pour laquelle;Eet & sont portées au méme potentiel (% V. = V) et des
expériences dans un champ électrique constantégéi&te les ions, aveg ¥ V et \V, = 0 Volt.

La valeur exacte de V dépend du canal de fragmentétagment ionique) que I'on veut étudier.

1.6.2  Analyseur électrostatique

L’analyseur électrostatique permet de séparerdpsaes neutres et chargées produites par
photofragmentation mais aussi de déterminer I'éeedps fragments ioniques produits et
d’identifier leur masse. Une fois formés, les fragms neutres continuent leur trajectoire et
atteignent le détecteur de neutres situé dans baxéisceau incident. Les fragments ioniques
sont défléchis dans I'analyseur électrostatiquéagues paralleles positionné a 45° par rapport au
faisceau incident avant d’atteindre un autre détecsitué sur la plaque d’entrée de I'analyseur
(cf figure 1.17).

V(%)

150 mm

h=

Y

0V (*) h 4 i 4 ¥y
0 =45° Vaation — 200 mm |

Yana

zone X;
d’interaction Vi

(*) tensions exprimées par rapport au potentiel de référence: V, = -2,5 kV. Remarque: V, > 0

figure .17 : Analyseur électrostatique
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Les deux détecteurs utilisés sont sensibles enstesnpn position. Expérimentalement on
mesure, pour des particules ioniques et neutredehaps de vol jusqu’aux détecteurs a partir de
linstant ou une impulsion laser croise le faiscehions incidents et les positions d’arrivées

suivant les axeg etz des détecteurs.

L’analyseur électrostatique modifie la trajectales ions dans le plat¥;, y;), colinéaire au

champ électriqufana, alors que la composante de la vitesse suivaxé Fa normal au champ
électrigue n’'est pas modifiée. L'analyseur életatigue affecte donc uniguement le temps et la

position d’'arrivée des ions par rapport a I'gke

Les mesures deg gt { permettent de connaitre I'énergie cinétique dagnfrents ioniques et
ainsi d’en déduire leurs masses. On peut compagedonnées a un calcul analytique fruste ou a
la simulation de type Monte-Carlo qui reproduitxpérience. Le calcul analytique est détaillé
dans le paragraphe qui suit et le programme delaiion Monte-Carlo est décrit dans le chapitre
suivant. Ces deux méthodes ont nécessité une aadibrpréalable pour différentes masses, des

parameétres de I'analyse@r,h, Ygaiion €t Va définis sur la figure 1.17.

Le calcul analytique fruste néglige la déviatidy imshduite par le KER, du fragment ionique
par rapport a la direction initiale du parent. Oécampose selon les deux axéset y;, le
mouvement des ions traversant I'analyseur électtigsie. Pour un fragment ionique de masse m

et de vitesse initialg;, faisant un anglé avec I'axey, (figure 1.17), on obtient les expressions :
(1.118) x; = —%tz + v sin(6)t et (1.19) y; = v;o cos(O)t

On en deéduit g le temps mis par le fragment ionique pour effectune trajectoire parabolique

dans 'analyseur :

__ myvjosin(6)h
(1.20) fq = TR

A partir de §, on obtient I'expression deyy projection selon I'axey, de la trajectoire de l'ion
dans 'analyseur:

mivizo sin(20)h _ 2E;ysin(26)h
qVa qVa

(1.21) Yyng = avec (1.22) By =5 mv}

La position d’arrivée jyde I'ion sur I'axe horizontal du détecteur estimiéfpar la relation :

(|-23) Yi = Yana — Ygalion = aVa — Ygalion

avec Yaion, distance définie sur la figure .17
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De I'équation (1.21), on déeduit également la contgal’analyseur K :

_ Eip _ _Ygalion —
(1.24) K=t st geg

Le champ Vh appliqué a l'analyseur électrostatique permesélectionner la masse de
l'ion fragment. Inversement, pour un chamghvfixé, la position ydes ions détectés augmente
linéairement en fonction de leur masse et de leargie cinétique a I'entrée de l'analyseur

électrostatique.

1.6.3  Observations expérimentales
Dans les paragraphes qui suivent nous allons vomimment la zone polarisée en potentiel
(V1 = V, = V) affecte les observables gt t, utilisées pour mesurer les constantes de temps

associées a chaque canal de fragmentation.

1.6.3.1 Influence de la zone polarisée syrlg position d'impact des fragments ioniques
sur le détecteur

La figure 1.18 indique les énergies cinétiquagmEet Eex), des fragments ioniques formeés a
lintérieur et a I'extérieur de la zone d’interamti polarisée en potentiel. Soit gVénergie
cinétique de l'ion incident de masseg.rans la zone d’interaction polarisée par un peN,
I'énergie de I'ion incident est [+ V)] et celle d’'un fragment ionique produit ankérieur de la
zone polarisée, [g@E/+ V)*mi/mg]. Les ions sont décélérés a la sortie de la zavlaripée.
Alentrée de l'analyseur électrostatique, I'éner@iiny d’'un fragment ionique produit dans la
zone polarisée est égale a [g V)*mi/my — qV]. L'énergie des ions parents est égale a &V
celle Eexy d'un fragment ionique produit a I'extérieur dezlane polarisée, a [g¥mi/mg], comme

illustré sur la figure 1.18.
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figure 1.18: Energie cinétique des fragments ioniga formés a l'intérieur et a I'extérieur de la

zone polarisée en potentiel

On deéduit des expressions dget Eex la relation suivante :
(1.25) Eitinty = Eiexty — 4V —

Un fragment ionique formé dans la zone polarisédoac moins d’énergie cinétique a
'entrée dans l'analyseur électrostatique qu’urgrinant formé a I'extérieur de la zone polarisée.
Soit yny, la position d'impact sur le détecteur, des ionsant fragmenté a l'intérieur de la zone
polarisée et . celle des ions qui ont fragmenté a I'extérieur. @ndonc, d'apres la
relation (1.23) :

(1.26) Yicine) < Yi(ext)

La position d’arrivée yd’'un fragment ioniqgue permet donc de séparerdas fragments
suivant leur énergie cinétique a I'entrée de I'gsalir électrostatique, comme illustré a la figure
1.19.a. En comparant le rapport entre les contidstintérieur et extérieur er, yn peut estimer,

avec I'aide du programme de simulation, la constaettemps du canal de fragmentation étudié

2 A condition que les fragments formés par collisimec le gaz résiduel, sur ce canal de dissocjatimant
négligeables (cf chapitre II).
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figure 1.19: lllustration de la séparation des corlbutions intérieures et extérieures en; y
etent. Enregistrement effectué en potentiel pour le canen/z = 205 du complexe
[Trp(CE) + H]" (m/z = 469). En noir : points expérimentaux ; elmuge : simulation pour une

constante de temps= 900 ns.

1.6.3.2 Influence de la zone polarisée syré¢ temps d’arrivée des fragments neutres sur le
détecteur

La figure 1.20 représente les vitesses des fragsrientques et neutres formés a l'intérieur et
a I'extérieur de la zone d'’interaction polarisée@un potentiel constant V. Les fragments formés
a l'intérieur de la zone polarisée sont émis awevcitesse de l'ion parent dans la zone polarisée.

Les fragments neutres formés a lintérieur de lanez@olarisée conservent cette vitesse
_ [2a0+V) . ' o . . _ i
Vniny = |~ — jusqu’a leur arrivée au detecteur. Les ions parehles ions fragments formes
0

dans la zone polarisée sont déceélérés a la sati@ fone polarisée. Apres cette décélération, les

fragments ioniques formés a [lintérieur de la zormolarisée ont une Vvitesse

Vi(int) =\/2q (V‘:r;v+%) gu’ils conservent jusqu’a l'entrée de l'analysetlectrostatique. Les

fragments neutres et ioniques formés a I'extérifeula zone polarisée sont émis avec la vitesse de

.- _ _ |2qV
I'ion parent, Viexy = Viext) = moo'
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VITESSE

Electrode E 1 E 2

Potentiel
appliqué *) O V V O
1 : : _ |2l +VI

_____ i Vn(int) —J omg

: P i
: Q) : [
Zonparent /' i3 {Lon parent3ge’ " Vi = Vao= 0%
(mo) o VE(my) Fragment ionigue (m;) &0~ 0T m,
: i produit a lextérieur T —

: WV, + VI V]

VS— ———————————————————— -> Vi(int) = ||2q +—

i Fragment ionique (m;) \ Mo T

produit a l'intérieur

Temps de vol aprés
t1 t2 interaction laser
(jusqu’aux détecteurs)

*) exprimé par rapport au potentiel de référence Vj, = -2500 V. Remarque: V<0

figure 1.20: Vitesse des fragments pour la zone gridée en potentiel

Les fragments neutres formés a I'extérieur de lzezoolarisée ont donc une vitessgy
plus petite que la vitessgu) de ceux formés a l'intérieur de la zone polarig¥mns la suite de ce
paragraphe nous ne discuterons que les vitessamgs d’'arrivée des fragments neutres.

Comme montré sur la figure 1.20, le temps de volmesuré peut se décomposer, en
tn=t + 1, avec { le temps de vol entre les électrodesdt & et t le temps de vol entre
I'électrode R et I'arrivée au détecteur. Le tempsest le méme pour toutes les particules neutres
guel que soit I'endroit de fragmentation (intériewr extérieur de la zone polarisée). Comme
Vnint < Vneexty 1€ temps 4 est plus grand si l'ion incident fragmente a l&eur de la zone
polarisée. Le temps, tmesuré ¢ = t; + t;) évolue donc comme tet permet de séparer les
contributions intérieures gy, des contributions extérieurggt, comme illustré a la figure 1.19.b,
qui sont telles que :

(|-27) tn(int) < tn(ext)

En effectuant le rapport entre les contributioriérieur et extérieur obtenues en fonction de
t,, on peut, comme avec |I'observablegstimer la constante de temps de fragmentatiotadal
etudié. Cependant, contrairement a la positipleyfemps{ne nous permet pas de discriminer les
différentes voies de fragmentation. En effet, pme méme molécule incidente, toutes les especes
neutres produites a l'intérieur de la zone polarist le méme temps d’arrivée, quel que soit le
canal de fragmentation. Il en est de méme pouespeces neutres issues de différents canaux,

produites a I'extérieur pour une méme moléculedecte.
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La zone d’'interaction peut aussi étre polarisée parchamp électrique qui décélére les ions
(V1 =V et b = 0 Volt). Cette configuration permet de mesuree@précision les constantes de
temps de fragmentation inférieures a 250 ns. Ce tyexpérience et I'analyse des résultats

associés sont décrits dans le chapitre II.

[.7 Limitation angulaire du systeme de détection

Lors d’'une fragmentation, I'énergie relative demginents (KER) se traduit dans le systeme
du laboratoire par une ouverture de I'angle deuditin. Considérons le cas le plus simple d’'une
fragmentation binaire en un fragment ionique etftagment neutre a partir de l'ion parent
monochargé. Dans notre configuration expérimenéaeil possible de détecter tous les fragments

ioniques et neutres formés ? Quelle est la limmgpu&ire de notre systéme de détection ?

Soit Vp la vitesse dans le référentiel du laboratoire ies incidents de massegrat
d’énergie initiale , soientv; et v, les vitesses dans le référentiel moléculaire dagnients
ioniques et neutres de massestm,. Les expressions depW; etv,, données ci-dessous seront

utilisées par la suite :

(1.28) Vy= |22

’ZKERmi _ [2KERm,
(|29) vy = W et (|30) v = —

Les expressions de &t \, sont déduites de I'expression du KER et de laemasion de la

guantité de mouvement dans le référentiel moléu(af page 40)
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I.7.1  Condition de détection des espéces neutres

i L |
_-_._,_—-_-_--.) ] Q
________________________ s

______________________ :

________________________ :

_____ oo N va Ve g B3

----------------------------- Vi
s
Détecteur
de neutres

figure 1.21 : Représentation schématique du conefdlgmentation des especes neutres

Les fragments neutres ont une trajectoire de \wklisur la distance L (= 1.025 m) qui
sépare l'interaction laser du détecteur de neulresceptance angulaire de ce détecteur est telle

que :

AYn(max
(1.32) tan(@gy) = (T)

a, L et dy sont définis sur la figure 1.21. Le rayon de détec maximum dy max = 20 mm.
Le détecteur de neutre a donc une acceptance @aegumaximaleo max = 1.1°. Ce détecteur

collecte entierement tous les fragments neutrete :

v KER m;
(1.32) V_Z = /Eo_mnl < tan(@mqy)

On en déduit la relation :

KER
KER+Ey tan?(amay)

(1.33) m, = mg, x

Pour B = 5 keV, on collecte entierement tous les fragmenteutres de masse

m, > mMy*5/100 émis avec un KER de 100 mV. Notons que plédecter 'ensemble des fragments
neutres produits, il est nécessaire que I'énergi@lénte k soit grande. Cela permet de diminuer

'angle a en minimisant I'effet dispersif di au KER.
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I.7.2  Condition de détection des especes chargées
Les ions ont une trajectoire de vol libre suivamté Z;. Comme les especes neutres, tous les

ions de masse ra my*5/100 sont entierement collectés sur cette coarden

Dans l'analyseur électrostatique, suivant I'ake la détection des fragments ioniques est
limitée par la dispersion spatiale et la disperséonénergie cinétique des ions a l'entrée de
'analyseur électrostatigue. Dans ce paragraphes mmi nous intéressons qu'a l'effet de la
dispersion en énergie cinétique sur le cone denfeagation des espéces chargées, en considérant

gu’il n’y a pas de dispersion spatiale a I'entréd’dnalyseur électrostatique.

figure 1.22 : Représentation du cone de fragmentatides ions induit par leur dispersion en
énergie cinétique a I'entrée de I'analyseur éleditatique

On note E; I'énergie moyenne des fragments ioniques a l'entde I'analyseur
électrostatique :

(1.34) E, =2LE,

mo

On définity,,, la distance parcourue suivant I'ajigpar les ions d'énergig;. D’aprés la

relation (1.21) établie page 51 :

2h =
qVa

(|-35) Yana =
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h et \; sont la hauteur et la tension de I'analyseur @etdtique. La tension \ést choisie pour
que le cone de fragmentation des ions soit centrdesdétecteur (cf figure 1.22). On a donc

Yana = Ygalion = 500 mm.

La dispersion en énergie cinétique des ions arBentdle I'analyseur électrostatique est due

au KER. Les valeurs extrémes d’énergie cinétigagmiment donc suivant I'expression :

1 i 1 i n
(1.36) Ep=-m(Vo £ v)? = Z—OEO +om} + 2:—0 /KER EO%

La dispersion en énergie cinétiqud; des fragments ioniques a I'entrée de I'analyseur

électrostatique est donc telle que :

m; ﬂ
(1.37) AE; =4t /KER Eo 2

Cette dispersion en énergie provoque un élargissedeela distance parcourue sur I'ake
de l'analyseur, notAyana:

2h
(1.38) AYana = EAEi

Le détecteur d’ions collecte entierement tous dagrhents ioniques tels que :
(|-39) Ayana = d)’(i)max

avec dyhmax = 40 mm, le diametre de détection maximum du détea’ions, défini sur la figure
1.22. En utilisant les équations (I.35) et (1.3&nd I'équation (1.39), on obtient :

AE; Ay (iymax

(1.40) L <

l Yana

. Ay iymax
Soit (1.41) 4 /KER’”” <20
Eqom; Yana

1

Eg (dy(i)max)z

1+ %ER XYana

(1.42) m; > mg X

Si on ne tient pas compte de la dispersion spagidlentrée de I'analyseur électrostatique,
pour B = 5 keV on collecte entierement sur I'axetous les ions de masse mmg*5/100 émis

avec un KER de 100 mV (avecghax = 40 mm et y,= 500 mm).

En conclusion, pour des molécules de masse al@adD@ a 350 u.m.a, on ne peut détecter
gue tres partiellement les fragments qui correspondu proton ou I'atome d’hydrogéne. Pour la
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méme gamme de masses incidentes, on détecte aflleate entierement de petites molécules

neutres ou chargées comme \H,O, NH;", ou HO".

[.8 Détecteurs a localisation et acquisition de données

Les deux types d’expériences réalisées avec nadpodgitif utilisent le méme systéme de
détection. Pour les expériences avec le piegerésatique, on ne mesure que le temps de vol des
especes neutres produites. Par contre les expési@mccoincidences nécessitent une détection de

tous les fragments produits, ioniques et neutrés mesure de leur position et temps d’arrivée.

Les détecteurs de I'expérience sont sensibles rapsteet en position. Ces détecteurs font
appel a deux technologies qui se différencientigpaurée de leur « temps-mort ». Le temps-mort
d’'un détecteur est I'intervalle de temps minimunoessaire au détecteur pour traiter correctement

deux signaux qui correspondent a des temps d’'adiférents.

Un détecteur rapide est utilisé pour les neutlestféctue une localisation par des lignes a
retard et permet la détection de plusieurs fragmamec un temps mort de 40 ns. Un détecteur
« lent » avec une anode résistive est utilisé pmtecter et localiser le seul fragment ionique

produit par évenement physique. Il a un temps o®duelques microsecondes.

Dans cette partie, on décrit le fonctionnement dégcteurs de neutres et d’ions ainsi que
le codage des données issues de ces détecteursorivertisseur temps numérique multivoies
(CTNMS3, IPN Orsay) est utilisé pour coder les terdjgsrivées des signaux électriques issus des

deux détecteurs. Le fonctionnement du CTNM3 estggrélans I'annexe 1.

1.8.1  Deétection et localisation des particules neutres pd&a méthode des lignes a
retard

Le détecteur de neutres est composé d’'un empiledeeBtgalettes de microcanaux suivies
d'un systeme de localisation a lignes a retardstim@ d’une ligne de transmission verticale
(notée « 1 » sur la figure 1.23) et d’'une lignet@msmission horizontale (notée « 2 » sur la figure
1.23). Ces deux lignes de transmission, de plugd3len de long, croisées perpendiculairement,
sont chacune formées de deux fils conducteurs hggiasé, distants de 0.5 mm, bobinés autour

d’'un cadre de 60 mm sur 60 mm. La résolution slgatia détecteur de neutres est de 0.5 mm.
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figure 1.23 : Lignes a retard

Le passage de la gerbe d'électrons issue des agmldd microcanaux induit un signal
électrigue dans les deux lignes. Ce signal se gepars les extrémités de chacune des lignes.
Etant donné que la vitesse de propagation destsigii@ns une ligne est constante (3 i3, e
temps mis par le signal pour arriver a une extr@rdé la ligne est proportionnel a la distance
parcourue par le signal depuis le point ou il @s€cles coordonnées, ¢t z de la position
d’'impact d’'une particule neutre sont proportionegla la difference de temps d’arrivée (t et t') des

signaux aux extrémités de chaque ligne.
(1.43) Yo X t; — tg
(1.44) Zp X t; — t,

Par la suite, on appellera signal « temps-pos#ion signal temporel qui permet de coder la
position d’'arrivée sur le détecteur neutre {t, t; ou t,). A noter que le temps mort de 40 ns de
ce détecteur n'est pas imposé par le systeme @etidt a lignes a retard mais par le temps de

codage.

1.8.2 Codage des données issues du détecteur de neutres

La gerbe d’électrons créée au niveau des galettemickocanaux est vue comme un appel
de courant au niveau de I'alimentation de polansatles galettes, autrement dit comme un signal
électrique positif émis. Ce signal (représentélen bur la figure 1.24) sert de prise de temps pour
larrivée d’'une espéece neutre sur le détecteuméig temps d’'arrivée »). Il est inversé puis

amplifié et traduit en signal logique par un disgriateur a fraction constante (CFD). Ce signal
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Charges pour la

est ensuite envoyé sur une des voies d'entrée Bjale CTNMS3 et sert a coder le temps d’arrivée

de la particule neutre.

Processeurs Carte de
Pgm d’acquisition contréle
ﬁ du CTNM3
Datel PC
Convertisseur
12 bits
trigger 4 amplis LIGNES A RETARD
différentiels
L +CFD a
A k= €
4 ampli K== 2 S
) ) .-
Mise en forme CTNM3 Ecm. g é
reteFl-’ Voie 0 (%’ Signal
temps
o 4 d'arrivée
» and
U Q Q. . '
S Voie 3 |« L CFD
©
0
® - »! . .
Sl Qs Q " Voie2  Voie 4 |«
Voie 5 |¢
Voie 6 |«
ANODE Voie 7 |«
RESISTIVE .
busy
[0
Signal temps

d'arrivée des ions

figure 1.24 : Schéma électronique du systéme desdéibn avec mise en valeur de la partie

concernant le codage des données issues du détedeneutres

Les 4 paires de signaux « temps-position » issasdighes a retard sont amplifiées et mises
en forme (signaux TTL). Chaque signal est envoy& wa discriminateur a fraction constante
(CFD) puis traduit en signal NIM avant d’étre engoyers le CTNM3 (voies 4 a 7). Le temps
mort du détecteur de neutre correspond au temgedkge par le CTNM3 qui est d’environ 40
ns. Apres la détection d’'une premiére particule CENM3 ne code la position et le temps

d’arrivée d’'une deuxieme particule que si cellesti détectée plus de 40 ns apres la premiere.

Apres codage en signal logique par le CTNM3, Issgghaux « temps-position » et le signal
« temps d’'arrivée » des neutres sont transférd¥Ca(en jaune sur la figure 1.24) via une carte de
contrdle et traités par le programme d’acquisitiéarit dans I'annexe 2. Ce programme effectue,
d’'une part, le stockage des données « brutesbaure part, un « prétraitement » de ces données.
La procédure de prétraitement consiste (en paeigud vérifier que les 4 signaux «temps-
positions » (, t'1, t, ou t’,) et le signal «temps d’arrivée » $ont bien associés a la méme

particule :
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(1.45) — t, = constante

to—th

(1.46) .

— t, = constante’

Si les conditions ci-dessus sont vérifiées, la tpmside la particule neutre est codée sur
4096*4096 pixels par le programme d’acquisitiomémorisée avec le temps d’arrivée qui lui est
associé. La procédure de prétraitement permetet®fér une visualisation en direct des données
enregistrées, tandis qu'une autre procédure gergolekage sur le disque dur des « données

brutes » (qui n’ont subi aucun traitement) (cf a).

1.8.3  Deétection et localisation des ions par la méthodesdlivision de charge

Le détecteur d’ions est situé sur la plaque d’entté I'analyseur électrostatique (cf figure
1.17). Il est constitué d’'un empilement de 3 gakettle microcanaux qui permettent d’amplifier le
signal électrique provoqué par limpact d’un ionr a surface de la®f galette. La gerbe
d’électrons formée en sortie des galettes de macragx est recue sur une anode reésistive (cf
figure 1.25). Les charges migrent progressivemens Ves bords de I'anode et sont collectées en
ses quatre coins. Le temps-mort du détecteur kétent au temps d’écoulement des charges sur

'anode résistive qui est ici de I'ordre de 2 pus.

/ Ny

A %

figure 1.25 : Répartition des charges aux 4 coins lanode résistive

63



La position est déterminée a partir des quantigeshirges @ Qs, Qc et @ collectées a
chaque angle de I'anode résistive (figure 1.25% teordonnées ¢t z de I'impact de I'ion sur les

galettes sont données par les relations :

(|47) V= QD - QA — QA + QD
Qo +Qc  Qu+Qy Q+Q;+Q. +Q,
(1.48) zZ= Q Q Qo + Qe

Q+Qr Q. +Q; Q. +Q, +Q.+0Q,

La résolution spatiale du détecteur d’ions est,deim.

Charges pour la

1.8.4  Codage des données issues du détecteur d’ions
Processeurs Carte de
Pgm d’acquisition controle
du CTNM3
Datel
Convertisseur PC
o
2O igger sampis | LIGNES A RETARD
IYYY différentiels
| ._]_l_ + CFD g
4 ampli X g 5
Mise en forme CTN M3 %E g ‘g
| retard Voie 0 UE; Signal
temps
2 d'arrivée
o
[%]
&
S Voie 3|« “J' CFD
2
0
g > Voie2 Voie4|<
B Voie 5 |¢
ANODE Voie 6 |«
RESISTIVE Voie 7 |«
busy

Signal temps
d'arrivée des ions

figure 1.26 : Schéma électronique du systeme desdébn avec mise en valeur de la partie

concernant le codage des données issues du détedtieuns

De méme que pour les neutres, le signal «tempsiwda » d'une espéce chargée
(représenté en bleu sur la figure 1.26), apresguspar un CFD, est traduit en signal NIM et

envoye vers le CTNMS3 (voie 2). Ce signal est aubsé aprés un retard adapté pour déclencher
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une carte de conversion analogique-numeérique sitia@s le PC (Datel). La carte Datel n’est
déclenchée (signatigger) que si un signal est créé sur les MCP du détegtendant la fenétre
temporelle de I'événement (émission d’'un sigmasy cf annexe 1). Si ces deux conditions sont
remplies (porte logique « and »), la carte Datéla@étillonne simultanément les signaux issus des
guatre charges (£ Qs, Qc et @) associées au signal temps d’'arrivée des ionsigmal « temps
d’'arrivée » des ions auquel on a appliqué un readapté (en bleu sur la figure 1.26) est envoyé
vers la voie 0 du CTNM3 pour étre ensuite utilisé l|p programme d’acquisition.

De méme que pour les données issues du détectaauties, le signal « temps d’arrivée »

des ions, apres avoir été codé par le CTNM3, traneirs le PC via la carte de controle.

Dans la procédure de prétraitement, le « signataét» du « temps d’arrivée » des ions est
comparé au temps d’écoulement des charges suidBarésistive. Ceci permet de vérifier que le
signal «temps d’arrivée » des ions et que lesgdsacollectées aux quatre coins de l'anode
correspondent bien au méme événement physiqueet® condition est vérifiee, les positions
d’'arrivées y et z sont calculées a partir des charges collectées’gnavde puis codées en
4096*4096 pixels et associées au temps d'arrivéenr@e pour les neutres, une visualisation en
temps réel des données issues du détecteur d’itampg et localisation) est possible

(cf annexe 2).

1.9 Synchronisation temporelle de I'expérience

Notre dispositif fonctionne en mode pulsé, impoaé lptilisation du laser. L’horloge de
I'expérience correspond au signal délivré par umgtqdiode visualisant I'impulsion du laser dont
la frequence propre est de 1 kHz. La synchronisagmporelle de I'expérience est gérée par le
GINI (générateur d'impulsions numérisées programesgbA partir du signal de la photodiode,
le GINI génére un ensemble de signaux TTL, déclémevec une précision de 125 ps, de durée et
de période ajustables par pas de 10 ns, émis suimanséquence temporelle programmable. Un
exemple de séquence temporelle créée par le GiMilestee pour nos expériences est présentée

sur la figure 1.27.

La figure 1.27 présente le chronogramme de I'exqrére, les retards et les durées de chaque
signal étant gérés par le GINI. Les séquences taati@® du GINI présentes sur ce chronogramme
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sont cadencées a la méme fréquence que le lase). (kb photodiode du laser déclenche une
porte temporelle qui démarre la séquence d'impnlsi@ signal de déclenchement de la source
ESI est synchronisé sur I'impulsion laser qui pdéceAinsi le déclenchement de la source est
retardé du temps nécessaire aux ions pour attdeadmne d’interaction avec le laser (1 mggp.t

Le signal de déclenchement de la source sert @igerhux signaux (cf figure 1.27).

Signal de la 1ms 1ms
. 4// .......................................................................................................................................... // .................................................
photodiode P s
H ” ”
: /L. y/a
/ +
. 980 ps R 1. 980 pis
Porte temporelle [« > 1« A
e 5 tec = 944.2 s
3 i 944.2ps H = .
Déclenchement E<'"//"I"l> e ESLT. 2002 Bl
de la source — - A
1%re électrode pulsée >ff¢- 230ns e 230ms
7”7
E ES
N 21 6ps x| 6ms
28me glectrode pulsée Sle-> Dle»
— a
Déclenchement de
I'oscilloscope relié a la MCP L,
+
i ’Ii 8.5us 8.5 us
flgnal d’ion au BT l i ....!‘,l
nIVEaU de Ia MCP ....................... ’ ...................................
10 i 10
Tube de Gauss sl PR TN H <08l 12
o —
v
Déflecteur électrostatique 4......1..7.-.1.‘.‘.9.5.....,“
y/a
" .
3 v
Déclenchement de
I'oscilloscope relié au pick-up L,
77
signal d’ion au
niveau du pick-up
) 60ps =t :
Déclenchement du CTNM3  iqueccecrenmemssessensanens B start:CINML......... feusssansenniens rhe 64us N 605,
I;’
v
v t . L
<---0:CINM) signal enregistré sur le

détecteur de neutres

signal enregistré sur le
détecteur d’ions

figure 1.27: Chronogramme pour une expérience puésa 1 kHz, optimisée pour la molécule de
Trp-H* (m/z 205)

Le tempsitet t, sont les temps de vol jusqu’aux détecteurs degsrneats ioniques et neutres
produits. lls sont comptés a partir de lI'instantum@ impulsion laser arrive sur la photodiode, qui

correspond a l'instant d’interaction entre l'impgols laser et le paquet d’'ions. Le temps t
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s'exprime par la relation » & (tes) + tstarctam + ti.ctam — 1 MS), aveces, tsar-ctam €t hctm
définis sur la figure 1.27. Les tempset t, sont calculés par le programme de traitement de

données, présenté au chapitre suivant.

Le chronogramme de la figure 1.27 est utilisé pies expériences en coincidences. Pour les
expériences effectuées avec le piege électrostatmu utilise le méme type de chronogramme
cadencé a plus basse fréquence (500 Hz maximum,lgieser au paquet d’'ions le temps de se
synchroniser). Il faut en plus synchroniser I'oduez et la fermeture du piége par rapport au
temps de passage des ions. Le chronogramme candespoa ce type de fonctionnement est
montré figure 1.28. Pour chaque cycle de piégebgeiroir de sortie du piege est initialement
actif alors que le miroir d’entrée est inactif pdaisser un paquet d’ions pénétrer dans le piege.
Une fois les ions dans le piége, le miroir d’entelst activé. L'interaction entre le laser et le
paquet d’ions a lieu a un temps choisi. Apres piatation, les ions qui n’ont pas fragmenté
continuent a osciller dans le piége jusqu’a ce ulas miroirs soit désactivé et leur permette de

s’échapper.

La mise sous tension et hors tension des mircastréstatiques crée du bruit électrique qui
perturbe l'acquisition du CTNM3. Lorsqu’on pulses l&gensions du piege, on utilise donc la
fonction init du CTNMS3 qui inhibe I'acquisition (cf annexe 1). Pocela on crée un signal

« veto » qui active cette fonctiamt (cf figure 1.28).
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figure 1.28: chronogramme d’une expérience avecd&ge Zajfman pour la molécule de Trp-H

.10 Conclusion

L’ensemble du dispositif expérimental est détadléns ce chapitre, de la source, qui permet
de protoner des molécules d'intérét biologique etles mettre en phase gazeuse, jusqu’aux
détecteurs, avec lesquels on enregistre les posigbles temps d’arrivée des fragments ioniques
et neutres. Dans ce chapitre, nous avons présemtéprincipe des expeériences de
photofragmentation UV effectuées avec les deux zaliateraction de notre dispositif : le piege

électrostatique et la zone polarisée.

Le fonctionnement et I'analyse des résultats dgepiélectrostatique ont été présentés en
détail. Les ions incidents @nainsi que les photofragments ioniques qui ontmasse proche de

celle du parent (> 95/100*my) peuvent étre piéges. Le pieége électrostatiquemgiede mesurer
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leur temps de métastabilité sur une échelle de gemtipnt de la dizaine de microseconde a la
seconde. Deux méthodes d’estimation de la massedment ionique piégé ont été présentées

dans ce chapitre.

Seuls quelques résultats obtenus avec la zoneerioiion polarisée ont été présentés.
La longueur de la zone polarisée est ajustable mm@sure 13 mm pour presque toutes les

by

expériences présentées dans cette thése. L'interaldser se fait a 1 mm en aval de la
1% électrode de la zone polarisée. Un analyseurréitatique situé en aval de la zone polarisée,

a 45° par rapport au faisceau d’ions incident, gérde séparer les especes chargées des especes
neutres. L’analyseur électrostatique discrimineslgseces chargées suivant leur énergie cinétique.
Ces especes ont des déviations différentes danalyseur et donc des positions d'arrivée
différentes suivant I'axg; de I'analyseur. Seuls les résultats obtenus sterfgs d’'arrivée des
fragments neutrespjtet la position d’arrivée des fragments ioniqugs dvec la zone polarisée

par unpotentiel ont été présentés dans ce premier chapitre.

Le chapitre suivant présente plus en détail leqpe des expériences en coincidences et
'analyse des résultats obtenus. Ces expériengalisées avec la zone polarisée, donnent acceés a
la dynamique de fragmentation associée a chaque. daes dynamiques mesurées avec la zone

polarisée erchamp électriquevont de la dizaine de nanoseconde a la microsecond
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Annexe 1 : CTNMS3

Présentation du CTNM3

Le CTNMS est un convertisseur temps numeérique nuids développé a I'lPN d’Orsay. |l
est utilisé pour coder les temps d’arrivée desaigranalogiques issus des détecteurs d’ions et de
neutres, aprés remise en forme par des CFD. Ieaésolution temporelle équivalente a son pas
de codage qui est de 250 ps. Les données codéeemmyées vers le PC via une carte de

contrble « maison » située dans le PC. Les « cestsé du CTNM3 sont notés en rouge sur la
figure 1.29.

Sortie
numeérique
(versle PC)

CTNM3

channel gate

start gate figure 1.29 : Représentation schématique du

CTNM3

Voie 0 Voie 4
Voie 1 Voie 5
Voie 2 Voie 6
Voie 3 Voie 7

L
TTTT

start  busy

(i

Fonctionnement du CTNM3

On choisit manuellement (roue codeuse) une « fen@&mporelle » (de 16 ps a 2 ms)
pendant laquelle sont codés les temps des sigegus sur les différentes voies du CTNM3. Les
8 voies du CTNM3, numérotées de 0 a 7, sont reptésg en noir sur la figure 1.29. On utilise

typiguement une « fenétre temporelle » de 64 us lgslexpériences en coincidence.

Le codage effectué par le CTNM3 est controlé p&de(via la carte de contrdle) qui émet
ou bloque le signatart-gate(signal (1) de la figure 1.30). Le codage déemé#oreque le CTNM3
recoit un signaktart et si ce signaktart est validé par le signatart-gate Le signalstart est

généré par le GINI (signal (2) de la figure 1.3Qe signal est appelé « start CTNM3 » sur le
chronogramme de la page 66.
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Un signalbusy(signal (3) de la figure 1.30) est délivré pakd&€NM3 pendant toute la durée
du codage et ce jusqu’a ce que tous les résukatedhge aient été extraits. Ce signal est envoyé
a la carte de contréle qui bloque en retour leaignvoyé sur lstart-gatedu CTNM3 (signal (1)
de la figure 1.30). Cela empéche le redémarragaripestif de toute nouvelle séquence de codage

avant que les données soient envoyees au PC.

Il est possible de bloquer temporairement ['uttiiza des voies du CTNM3 en bloquant le
signal channel-gate(signal (4) de la figure 1.30). Cela permet d’indni le CTNM3 lorsque des
bruits parasites viennent fortement perturberrésrimations qui lui sont envoyées. Cette fonction
est utilisée typiquement pour parer au bruit élget créé par le déclenchement des commutateurs
« Belke » qui activent et désactivent les mirouspiege a ions. Le signal envoyé pour inhiber le
channel-gateest créé par le GINI. Ce signal est appelé «»etor le chronogramme de la page
66.

Au fur et a mesure du codage des signaux entraméswoies, ces données sont envoyeées a
la carte de contrdle qui les transfere au PC ogsedbnt stockées et traitées par le programme

d’acquisition (cf annexe 2).

Processeurs Cartede [€&——————— GINI
Pgm d’acquisition controle l Start
M >, veto
du CTNM3 - clock CT.NM3 ™
1 Photodiode
laser
Datel
. Ny
Convertisseur PC «— O
12bits ger @) LIGNES A RETARD
* 2
228 = — i
4 ampli ke 2 S
Mise en forme CTNM3 [ K=—== X5
] g S
retard [%|Voie0 Channel|+ o amplis o i'grp"is'
© g 4 gate + d’arrivée
© 5 CFD
5 and I
gé Q, Q, ! start gate [ A
g5 Voie 3 [« - CFD
58| q Q Voie2  Voie4
Voie 5 |¢
Voie 6 4—@7
ANODE Voie 7 [«
RESISTIVE
start busy
oo >
A Sy
Signal temps
d'arrivée des ions

figure 1.30 : Schéma électronique général du systede détection avec mise en valeur de la

partie concernant les « contréles » du CTNM3
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Annexe 2 : programme d’acquisition

Les données de temps et de localisation des fragmeniques et neutres issues des
détecteurs sont transformées en signal numériqulke @2rNM3 et la carte Datel puis sont prises
en charge par un programme d’acquisition exécutélg@arocesseur du PC. Ce programme
d’acquisition, écrit en C++, a été initialement el@®ppé par I'équipe pour effectuer des
expériences en coincidences de CID d’agrégatsilpaiété adapté pour les expériences actuelles
de photofragmentation effectuées avec un lasemcadau kHz. Ce programme contréle en ligne
'expérience, assure I'acquisition des donnéesi gns leur stockage sur le disque dur du PC.
integre aussi une procédure de prétraitement desé#s permettant ainsi leur visualisation en

temps réel.

L’affectation des ressources du PC n’est pas gdeéacon optimale par « Windows ». Un
paramétrage manuel permet une meilleure affectatiea ressources. Le logigramme du
programme d’acquisition, représenté sur la figugd,lest donc un cycle divisé en deux parties.
Dans la premiere partie du cycle, on laisse « Wiwgde affecter lui méme les ressources afin
d’exécuter I'ensemble des taches de fond de I'atdir. Dans la deuxieme partie du cycle, les
ressources sont affectées exclusivement a l'adguiside données. A noter que lorsque
I'affectation des ressources revient a « Windowwwtes les données expérimentales sortant du
CTNMS3 et de la carte Datel ne sont plus prisesa@npte par le programme d’acquisition et sont
perdues. Le temps accordé a chaque partie du aydtnc été optimisé afin de pouvoir utiliser

l'ordinateur sans difficulté, en permettant a «Wws » d’exécuter les taches de fond

nécessaires, tout en perdant le moins de tempgbf@par rapport au temps d’acquisition.

Pour gérer les deux types d’affectation de resssumifférents, on a créé ummer
(minuteur) de période ajustable dans le programiaegdisition. La période dtimer, fixée ici a
20 ms, correspond au temps laissé a « Windows » @fbecter les ressources (rafraichir les

fenétres de visualisation et permettre a I'utibsmtde se servir du PC sans difficulté).

Une fois le temps ddimer écoulé, celui-ci est arrété et les ressources @Qusent
exclusivement affectées a l'acquisition de donnééacquisition de données fonctionne par
« Pas ». Un pas d’acquisition correspond a uneesegutemporelle générée par le GINI (cf § 1.9).
Pour les expériences en coincidences, la durée mhsnest de 1 ms (fréquence du laser). Un
certain nombre de pas d’acquisition, noté « Pas Maast effectué et fixe la durée dune
« séquence d’acquisition ». Ici le nombre de pasdllisition est fixé a 500, ce qui correspond a
une séquence d’acquisition de 500 ms. Lors de cgffigence d’'acquisition, les données sont
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mises dans uhuffer(mémoire tampon ou mémoire vive) qui, lorsqu’il e=smpli, les transfére sur
le disque dur du PC. Une fois atteint le nombreag Max » de pas, la séquence d’acquisition est

terminée. On redémarre alorgilmer et un nouveau cycle commence.

Initialisation du programme

Start du CTNM3
Définition de la période du timer = 20 ms
Timer on

@:o
!

) ) Toutes les fenétres de visualisation sont tour a tour « rafraichies » ) \t/galsisee;ti;gsdes
Chid_Timer ,| Viales procédures timer_tick gérant chaque fenétre de « visu» (), |« localloations des
procédures situées dans chaque fichier type locion.cpp, tofion.cpp fragments neutres
..... ainsi apparaissent les nouvelles données dans chaque fenétre. etloniques
) « Windows » garde la main
Ev_Timer (D >20ms? >>-""»| etcontinue arafraichir les
fenétres
¢ oui (racquisition de données est arrétée)
Accumulation Séqu?rlc_e d’'acquisition c_ie données: _«Windows »
On définit Pas_Max (typiquement 500) n'exécute plus les
e A taches de fond de
On initialise la variable Pas (Pas = Pas_Max) lordinateur

Kill_Timer : le timer est inhibé pour éviter tout redéclenchement
intempestif avant la fin de la présente acquisition

I}

v

@ Lecture des données de la carte de controle de CTNM3

(TOF ion, TOF neutre, 4 « temps — position » des neutres)

Engrange @ Lecture des données de la carte Datel

(position des ions donnée par les charges Q;, Q,, Qs, Q)

@ Filtrage éventuel des évenements bruts suivant I'indicateur MODE

Les données de cet « événement» sont mémorisées dans i-results

Mise en mémaoire dans le Buffer dle ces données : Buffer = Buffer + i-results

Enregistrement ( fichiers .q04)
sur le disque dur

v

Buffer =0
mémorisation des données i-results

pour visualisation « immédiates »

— 1Pas=1ms
| Pas =Pas-1 | (pour un laser cadencé au kHz)

Pas<0?

non

oui

Timer on
=0
Le timer du PC décompte le temps

figure 1.31 : Logigramme du programme d’acquisitioes procédures utilisées sont notées en

bleu sur la gauche du logigramme
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CHAPITRE I

Analyse des données en
coincidence Issues de la zone
polarisée
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CHAPITRE Il.  ANALYSE DES DONNEES EN COINCIDENCE ISSUES
DE LA ZONE POLARISEE

Dans ce chapitre nous traitons de I'analyse desi@ks)expérimentales obtenues lorsque
I'interaction du faisceau incident avec le lasdiea dans la zone polarisée. Ce deuxiéme chapitre

résume toutes les techniques d’analyse dévelomtéggprofondies durant ma thése.

Le principe des expériences « en coincidence steffes avec notre dispositif est présentée
dans le § Il.1. Certaines données temporelles etiaps enregistrées pour des fragments
ioniques et neutres ne sont pas issues de parsicéeectées en coincidences. C’est pourquoi on
effectue un tri des données afin de regrouper tocédles associées a un méme évenement (8 11.2).
Lorsqu'on correle deux a deux les observables sslie méme évenement, on peut obtenir
d’'importantes informations sur la dynamique de fremmtation du systéeme étudié (8 11.3). Nous
avons développé un programme de simulation qui odyit fidélement les données
expérimentales et permet d’interpréter rapidemest diagrammes de corrélation (8 11.4).

La zone d’interaction polarisée permet de mesurécigément, sur une échelle de temps
allant de la dizaine de nanosecondes a la micrasgeple temps de fragmentation associé a
chaque canal de fragmentation et de différencier flagmentations qui se produisent en une
étape (mécanisme direct) de celles produites esiquus étapes (mécanisme séquentiel). Ces
temps de fragmentation peuvent étre, soit estimeés l@ programme de simulation, soit modélisés
de fagon analytique (8 11.5). Ce chapitre se temnén exposant le traitement de deux types de
mécanismes séquentiels (8 11.6). Dans cette derrpartie nous discutons des limites de notre

analyse de données en ce qui concerne le traitedesntécanismes séquentiels.

[I.1 Expériences en coincidences

Un « évenement physique » correspond a la dissmtidtune molécule selon un canal de
fragmentation particulier. Comme nous étudions lasatiation de molécules simplement
chargées, pour chaque événement, un fragment ®rEguassocié a un ou plusieurs fragments

neutres. Un canal de fragmentation est donc idémtér son fragment ionique.
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I1.1.1  Principe des expériences réalisées

La connaissance du nombre de fragments neutresi@ssochaque évenement nous permet
d’avancer dans la compréhension du mécanisme geémtation mis en jeu pour chaque canal de
fragmentation. S'’il s’agit d’'une fragmentation dite, en une étape, en pratique un seul neutre est
produit. Deux neutres (ou plus) sont émis dans le casedfumgmentation séquentielle, en
plusieurs étapes. L’identification des fragmentsitres émis et la connaissance de leur ordre

d’'arrivée permet de définir la nature et I'ordres @tapes d’'un mécanisme séquentiel.

Pour une molécule donnée, on étudie chaque canfahglmentation I'un aprés l'autre. Le
champ électrique appliqué sur I'analyseur élecatapie est choisi pour sélectionner un fragment
ionique donné et donc étudier un canal de fragnientparticulier. Seuls les ions de ce canal sont
collectés sur le détecteur d’'ions alors que le déte de neutres situé dans I'axe du faisceau
incident recoit les fragments neutres correspondarnbus les canaux de fragmentation. La
meéthode des coincidences nous permet d’assoclexcue fragment ionique son ou ses fragments

neutres issus du méme évenement.

[1.1.2 Probléme des fausses coincidences

Plusieurs « événements physiques » peuvent seigratlirant une méme impulsion laser,
de sorte qu’il se peut que I'on associe, par efretant qu’« évenement physique », un fragment
ionique d’'un premier événement avec un fragmentreeliun second événement. On appelle cela
un faux événement ou fausse coincidence puisqualdag fragments proviennent de deux

molécules différentes.

Des évenements sont validés comme coincidencesusihrticules (ou plus), un ion et un
(ou plusieurs) neutre(s), arrivent sur leurs détast respectifs avec une difference de temps de
vol (t - t,) correspondant a la différence des temps de parabun fragment ionique et d’'un
fragment neutre issus d’'un méme évenement (deréodk O a 4 ps). Comme la largeur
temporelle des impulsions laser est de 200 ns,iguitss événements de photofragmentation
produits par une méme impulsion laser peuvent errdans la méme fenétre temporelle. Le
détecteur de neutres permet d’enregistrer plusieeutres si leur différence de temps d’arrivée est
supérieure a 40 ns. Ces neutres peuvent donc pro¥éwenements différents. Il faut donc

% On n’a jamais observé une émissgmultanéede plus de deux fragments (1 ion et plusieursragtel que
cela se produit dans une explosion coulombienne.
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s’assurer que pour chaque impulsion laser, on e{gsire que les données issues de vraies
coincidences. Pour cela il faut qu’il n'y ait pasigod’une molécule fragmentée par impulsion

laser.

Si l'efficacité de détection était de 1 pour legedéeurs d’'ions et de neutres, il suffirait
d’avoir un taux de comptage Iégérement inférielrian / impulsion laser pour n’obtenir que des
vraies coincidences. Mais I'efficacité est de Ilerde 30% pour le détecteur d’ions, naiget de
20% pour le détecteur de neutres, ndtgd efficacité de détecter un événement en coinwde
€gale au produit dé&; par &, est donc de 6%. Le tableau II.1 résume les diffésr types
d’évenements que l'on peut détecter : sans coincete (94%) ou avec des coincidences (6%)

vraies ou fausses.

lon détecté Neutredétecté Type de coincidence
lon (a) - -
- Neutre (a) -
- Neutre (x) -
lon (a) Neutre (x) Fausse coincidence
lon (a) Neutre (a) Vraie coincidence

tableau I1.1: Particules détectées dont 'évenemassocié est indiqué entre parentheses &)

et type de coincidence qui en résulte

Plus l'efficacité de détection est grande, plusdenbre moyen d’évenements par impulsion
laser toléré pour garantir un nombre négligeabldadsses coincidences est grand. Un calcul
guantitatif a été effectué par Stettal [1] en tenant compte des efficacité de deux détest du
nombre et du nombre moyen d’évenements par impulaser. Valéria Lepére [2] a repris dans sa
thése les expressions analytiques de larticle thrt §1] et a calculé le nombre moyen
d’évenements par impulsion laser ainsi que lecadfftés des deux détecteurs utilisés sur notre
dispositif, connaissant le nombre total d’ions,ngeitres et de coincidences détectées, normalisés
en fonction du temps d’acquisition et de la puissasiu laser. A partir de ces données, V. Lepere
a pu déterminer les probabilités de vraies et dssks coincidences en fonction du nombre moyen
d’évenements et ce, dans le cas de la photofragwimamtd’agrégats d’Argon. Ces probabilités ont
éte calculées en considérant une méme efficaei®@élo pour les détecteurs d’ions et de neutres.

Les résultats sont présentés a la figure 1.1
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figure 11.1 (issue de la référence [2]) : Probabié de coincidences en fonction du nombre
d’évenements par impulsion laser. Trait plein : grabilité totale. Traits pointillés : vraies
coincidences. Tirets : fausses coincidences. Grgpki(b) : zoom de la partie du graphique (a)

encadrée en rouge.

Sur le graphique (b) de la figure 1.1, on voit gleetaux de fausses coincidences est
négligeable pour un nombre d’évenements par impulsiser inférieur a 0,2. Expérimentalement,
on s’assure qu’il ne se produit qu’un nombre rédiigons 0,1 a. 0,2 fragmentation par impulsion
laser. Ceci est généralement obtenu en réduisauntidaance laser et éventuellement l'intensité du
faisceau d’'ions. Le laser est pulsé a 1 kHz, ovaile donc avec un taux de comptage de I'ordre
de 100 particules neutres détectées par secondessemble des voies de fragmentation pour

gue les fausses coincidences soient négligeables.

Le nombre d’'ions Ndétectés sans coincidence peut varier de 5 ealbfegonde, suivant le
systeme étudié, le nombre de canaux de fragmenmtatioeur intensité relative. Le nombre
d’évenements en coincidencei Mu N,, est donc égal a N, soit 1 a 10 évenements par
seconde. Pour avoir une statistique suffisantestilgcessaire d’enregistrer plusieurs millions
d’événements, soit un temps d’accumulation typgjlent de quelques heures a plus de 12 heures

pour chaque canal de fragmentation étudié.
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1.2 Traitement ; des données brutes aux observables

Pour chaque impulsion laser, on enregistre lesnmditions temporelles et spatiales de toutes
les particules détectées. Ces informations sorglépp « données brutes ». La carte DATEL code
les quantités de charges collectées aux quatre deitianode résistive du détecteur d’ions, ce qui
permet de déterminer les positionset/z du fragment ionique sur le détecteur. Le CTNM3ecod
les informations sur le temps d’arrivée des iomdlicdes neutres et les quatre signaux « temps-
positions » qui permettent de déterminer les pmsstiy, et z des fragments neutres. Pour
transcrire et valider les données brutes dans umafioacceptable par le programme de traitement,
on utilise le programme « moulinette ». Que faia@®gment ce programme « moulinette » ? |l
permet de valider les données brutes par un pegtrant de la méme facon que le programme de
visualisation en temps réel décrit au chapitre ¢utéat. Les temps d’arrivég t, ainsi que les
positions d’arrivéesiyz, Yn, Z, sont calculés. Seules sont conservées les donesegarticules
dont toutes les informations spatiales et tempesgly, z, t) sont completes. Une vérification est
effectuée pour voir si chaque ensemble de donnges () se rapporte bien a la méme particule.
Ces données ainsi traitées constituent les « éwamsnbruts » et contiennent de nombreux
évenements sans coincidence (cf tableau Il.1).u@rication est donc effectuée sur la différence
de temps de vol + t, afin de déterminer si elle correspond ou pas &éddité physique de
I'évenement. Les positions sont codées sur 12 i096 pixels). Les temps d'arrivée sont

€galement codés en 12 bits avec une résolutiob@le

Les données brutes Vi, z, t, Yn, Z, validées par le programme « moulinette » deviehne
des observables qui sont ensuite analysées a Ithidprogramme de traitement « proprement
dit ». Ce programme permet de traiter les donnéesgestrées soit sans coincidences, soit avec
des coincidences simples (1 ion — 1 neutre) ouiptest (1 ion — plusieurs neutres), ces dernieres
étant utilisées uniguement dans le cas de mécasis®guentiels. Le traitement en multi-
coincidence est généralement limité a la détec@®deux fragments neutres en coincidence avec
un fragment ionique. Le traitement des multicoieoicks effectuées avec un ion et plus de deux

neutres est plus délicat a cause de l'efficacidé@ité du détecteur de neutres.

On peut traiter un mécanisme séquentiel en simpleromulticoincidence. Dans le cas de
coincidences simples, le programme de traitemetienecompte que du premier fragment neutre
détecté (partie grisée du tableau 11.2). DO aiteffité de détection, le premier neutre détectétn’e
pas toujours le premier émis. L'énergie relativefrdgmentation peut entrainer une inversion de

l'ordre d’arrivée des fragments neutres par rappofeur ordre d’émission. Dans le cas de
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multicoincidences, le®Lneutre émis peut donc étre détecté ¥ @artie hachurée du tableau

11.2)

lon 1%" neutre | 2% neutre
détecté détecte détecté
i - -
- n -
i n, -
i n, -
i n, n,
] N, n4

tableau I1.2 : Fragmentation séquentielle : soif’ion final détecté, n le premier neutre émis et
n, le deuxieme neutre émis. Les particules en grigérdssent les observables corrélées en

simple coincidence, celles hachurées définissestdbservables corrélées en multicoincidence.

Avec le programme de traitement, chaque observpblg étre présentée sous forme
d’histogramme (diagramme monodimensionnel) ou &weélée a une autre observable et
présentée sous forme de diagramme bidimensitn®al recherche alors les corrélations entre

observables les plus pertinentes et les plus aptEntifier les mécanismes de fragmentation.

[1.3 Diagrammes de corrélation

Aprés avoir défini I'intérét des corrélations, aeftartie détaille en particulier deux types de
corrélation : les corrélations (yt — t)) et (z/ ti, z./ t,), particulierement utiles dans le traitement
des données expérimentales. Pour analyser les aliagies de corrélation, on utilise des filtres
pour éliminer les évenements indésirables mais empeaut pas filtrer les fragments induits par

collision avec le gaz résiduel qui se superposert@Ehotofragments.

* Remarque : pour un traitement sans coincidencese @eut corréler que les observables se rappariame
seule particule, alors que pour un traitement oa sélectionné les événements en coincidence,srcpeéler les
différentes observables des particules issuesm&me éveénement.
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Nombre de coups

Nombre de coups

1.3.1 Généralités

Sans corrélation, certains histogrammes peuvens apporter des informations. Dans le

chapitre précédent nous avons vu que la positiathey ions permet de connaitre I'énergie du

fragment ionique détecté et de déterminer sa m@dgsigure 11.2.b). Les histogrammes des

observables;yet t, permettent de bien discriminer les molécules quifiagmenté a I'intérieur de

la zone polarisée de celles qui ont fragmenté xtdieeur, apres avoir quitté la zone polarisée

(figure 1.2, diagrammes b. et d.) alors que cdaligcrimination est moins bien résolue avec

I'observable it (diagramme a.). Cependant, les histogrammes desnablest v et { peuvent

devenir difficlement exploitables quand les conguss «intérieur » et «extérieur » de

différents canaux de fragmentations se superpasemine dans le cas de la figure 11.2.
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figure 11.2 : Diagrammes monodimensionnels ¥, z, t,, Y et z traités en coincidence,

enregistrés pour les canaux m/z 130 et m/z 132ad@blécule de Tryptophane-Hm/z 205)

Sur la figure 1.2, les observableg ¥, et Z montrent des contributions identiques, centrées

par rapport a I'axe du faisceau incident. Celagodi uniquement la présence d’une distribution

cylindrique des fragments ioniques sur I'gkest neutres sur les axgs etz,.
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Pour obtenir plus d’informations sur les mécanisakegragmentation et lever le probleme
d’intrication de voies de fragmentation (figure2)l.on construit des diagrammes bidimensionnels
a partir des différentes observables mises a niigposition. Les observables les plus pertinentes
a et B choisies parmi {tVi, z, t, Yo, Z,) OU parmi une combinaison de plusieurs observables
(exemple :it— t, ou Z / ) sont corrélées. Cela permet de construire urramge a 3 dimensions
N(a, B) constitué d'une distribution de N points de caondées ¢, B) ou N est le nombre
d’événements enregistrés lors d'une acquisitiondidagramme N{, ) est représenté avec une

échelle de couleurs codant l'intensité de la carte.

1.3.2  Diagrammes N(y, ti-t,)

Reprenons I'exemple de la figure I1.2. En effectudes corrélations (yt) ou (y, t,) on
sépare aisément, sur un méme diagramme, les dif&sranasses ainsi que les contributions

« intérieur » et « extérieur », comme montre stigiare 11.3.

M
@) o] | 2
m/z 130 | g~
extérieur g
m/z 132 /
intérieur —=__ _
=3
—
m/z 130 L D
intérieur o
fus
=
16.0 165 170 175 180 140 145 150 155 160
L __‘_\ 4 _),,,h.'..wmw--' L T . e . . ‘,"“'I'"ﬁ' e
/ \ i A
,r*’ \! TR /'/
[ ti (l.l.S) '!I rr'r ‘\l‘ / tn (l.lS)
il { ll |‘l|l |
||| I \ f l\
| \ | '| !I |/
|
i \ | ¥ |
= |
r.n/z, _130 | / contribution
intérieur 4 3
y extérieur
,|\ contribution

intérieur
m/z 130 extérieur
m/z 132 intérieur

figure 11.3 : Diagrammes bidimensionnels Nfyt) et N(y, t,). Des traits pointillés indiquent la
séparation des zones correspondant aux fragmentaiproduites a I'intérieur et aux
fragmentations produites a I'extérieur. Les cerclesuges indiquent des évenements

correspondants a des fausses coincidences
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La largeur des contributions observé&g & 7 a 8 mm, soihE; = 40 a 50 eV ; eAt, = 150
a 200 ns) est due (cf annexe 2) :

* autemps de diffusion des fragments lié a leurgaarinétique relative (KER),

» alalargeur temporelle de I'interaction entreitess et I'impulsion laser (200 ns),
* alalargeur spatiale du point focal du faisceaerat

» aladistribution en vitesse du faisceau incident.

Le temps jtpossede une résolution inférieure a 200 ns. Cacte a I'effet réflectron de
'analyseur qui permet de compenser en temps lpediton du a la diffusion des fragments
(KER). Sur la figure 11.3, on peut comparer la kwgtemporelle des histogrammes ga telle
des histogrammes en t

L’'impulsion laser sert d’horloge a I'expérience.r Papport a ce signal d’horloge, les ions
interagissent avec les photons UV pendant un lap®emipsAt défini par le recouvrement entre
limpulsion laser et le paquet d’ions. Il existendoune incertitudét entre le temps t = 0 (défini
par l'arrivée d’'une impulsion laser sur la photatd et I'instant ou les ions, differemment
répartis dans le paquet d’ions, traversent la aditgeraction-laser. Par voie de conséquence,

cette incertitudé\t se retrouve sur les temps de vdttt, mesurés.

Notons que la largeur des signaux des temps d¢ eblt, est plus petite que la durée de
limpulsion laser. Ceci indique que le paquet diogst plus fin temporellement que I'impulsion
laser de 200 ns. Cependant nous n'avons jamaisréksdurée du paquet d’'ions dans cette zone
de I'expérience. Pour cela, il faudrait, soit ptaoee galette a micro-canaux, soit disposer d’'un
laser de durée d’'impulsion plus courte. Le paqliehd mesure quelques dizaines de ns en début

d’expérience et est élargi le long de son trajeqraux détecteurs, da a la dispersion en énergie.

L’incertitude At que nous avons évoquée précédemment peut néangteensupprimée
grace aux coincidences. En effet, les temps de; wtlt, des fragments ionique et neutre, issus
d’'un méme événement, sont tous les deux définisgpguort au méme signal de déclenchement de
la photodiode. Ces deux temps de vol issus du né&m@eement présentent donc la méme valeur
pour cette incertitudét que I'on peut éliminer par la soustraction-tt,. On crée ainsi une
nouvelle observable;(t t,), plus précise que du que t lorsqu’elle est corrélée a. fEn effet, le
diagramme N(y t - t,) permet de séparer plus finement les différentegributions et masses
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observées comme montré sur la figure I.4. Surisgrdmme on identifie méme la présence d’un
fragment ioniquan/z 131 de faible intensité qui n’était pas visible Bs diagrammes N{yt) et
N(y;, t,) de la figure 11.3.

extérieur intérieur
y;(mm) : ,
s ]
"t 201 5
m/z 130 = L Q.
extérieur = Y
z, L 10+ =
m/z 132 f—’=’7
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= - 3
ol SR =
T M
= 1 =
=
L 20 -
10 15 20 25 30
N -k e ti _tn (IJ.S)
T, ¥ A
‘I'Up ¥ 'J"-'- f
W I II
N \ |
U'H H| | II
| |
I'. | I'|.f i I
|4 '-' '|| |
|I [
m/z 130 VA N
extérieur m/z 132
m/z 130 intérieur

intérieur

figure 11.4 : diagramme bidimensionné@IN(y, t —t,). Les cercles rouges indiquent des

evenements correspondants a des fausses coincidence

Malgré les précautions expérimentales prises paniniser les fausses coincidences, toutes
ne sont pas éliminées. Sur les diagrammes deueefid.3.b et de la figure 11.4, de faibles taches
diffuses, encerclées en rouge, sont observéess Eterespondent a des événements ou les
fragments ioniques sont produits a l'intérieur dezbne polarisée et les fragments neutres a
I'extérieur, ainsi qu’a des événements ou les frxgis ioniques sont produits a I'extérieur et les
fragments neutres a l'intérieur. Ces points, caoasent a des fausses coincidences. L'intensité

de ces motifs nous permet de vérifier le taux degas coincidences dans nos enregistrements.

® Remarque : sur les diagrammes Ny t,), les contributions « extérieur » se trouvent plus grandes
valeurs de;it, (évolution inverse de celle du temps de vol desres })
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[1.3.3 Filtres des diagrammes bidimensionnels

Sur un diagramme de corrélation, chaque point spaied a un évenement. Il est possible
de filtrer une partie des évenements pour ne gayaerda contribution qui nous intéresse. Sur la
figure suivante on a sélectionné deux contributidifférentes sur le diagramme N(¥ - t,). Pour
chacune de ces familles d’évenements (figure lih.a), nous avons représenté le diagramme
N(vz, Vzn) associé (figure 11.5.b. et d). Ces deux diagraswoet des structures différentes qui

indiquent la présence de deux mécanismes différents

‘extérieur. .
extérieur tE el

B i my/z 130 (a) 05 L ""'.'{b'),

aod. |

4
Vi (mm.ps)

s zo 25 30 25 00 0z
= ti—t, (1s) v,, (mm.pus?)
E
-
10
my/z 132 ( CJ ri::ri:kérilesugr { d ]

intérieur

Vv |-

v, (mm.ps1)

= s = = = = = 23 T T
1.0 1.5 20 25 an -10 0.5 a0 05 10

t-t, (MS) Vin (mm'l"‘ls_l)

figure 1.5 : Filtres en N(y, t - t,) au niveau des contributions m/z 130 extérieur @)m/z 132

intérieur (b) et diagrammes N§y ;) correspondants (c. et d. respectivement).

11.3.4 Diagrammes N(\;, V)

Considérons la fragmentation binaire d’'une moléddanant un fragment ionique et un
fragment neutre de masses respectivestm,. Ces fragments sont émis avec des vitegsety,,
dans le référentiel du centre de masse. D’apretaervation de la quantité de mouvement

appliguée dans le centre de masse de la molécule :
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(1.1) ms, + m,v, = 0

La composante horizontale de la trajectoire des (ghest modifiée par le champ électrique
de l'analyseur électrostatique, tandis que sa ceamte verticale (g n’est soumise a aucun
champ électrique. L'expression (I.1), appliquéaddre expérience, peut donc étre projetée sur
'axe Z et se réduit alors a I'expressiemv,; + m,v,, = 0 , dans laquelle v et v, sont la

projection sur I'axez des vecteurs vitesse d’un ion et d’un neutre ééseen coincidence.

i
*HaN—CH-C —OH

HN=CH-C—0H

figure 11.6 : Conservation de la quantité de mouvemt dans le référentiel de la molécule dans

le cas d’'une fragmentation binaire et diagramme (W) correspondant.

A partir des observables, z,, t; et t, enregistrées en coincidence, on obtient de nlasvel
observables y= z / t et v, = 7z, / t, que I'on peut corréler comme montré sur la figilu& Pour
une fragmentation binaire, les points expérimentaactuisent une relation linéaire entrget i,
et s'alignent sur une droite dont la pente R triathiirapport des masses des deux fragments
ionique et neutre émis.

(I.2) R= Z= — DMn

Vzn mj
Les points expérimentaux forment une ellipse da# éxtrémités correspondent aux

evenements pour lesquels les fragments sont énesdede I'axe z avec un maximum d’énergie
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cinétique relative. Tandis que la partie centraledthgramme correspond aux évenements qui se
passent dans le plan de I'expérience (z = 0).

Nous connaissons la masse de 'ion parent et nous déduisons la masgselunfragment
ionique, a partir de sa position d’'arrivéesyr le détecteur d’ions, compte tenu de la tension
choisie pour I'analyseur. Dans le cas d’'une fragiatén binaire, nous connaissons donc déja la
masse du fragment neutre complémentaire au fragimgique détecté : p= nyp — m. La pente R
d'un diagramme N, Vz), sur laquelle sont alignés les points expérimentapermet,
connaissant la masse deds I'ion détecté, de confirmer s’il s’agit d'una@mentation binaire ou

séquentielle par vérification de la massg m
(I.3) m, = —Rm;

Si les points ne s’alignent pas sur une droitau(gdl.7) ou si la pente obtenue ne traduit pas
le rapport des masses attendu, c’est qu'il ne sfgag d’'un mécanisme direct. Un autre type de
mécanisme (séquentiel) doit étre recherché.

m/z 159 (a) m/z 146 (b)

v, (mm.ps)
o

2 4 0 1 2 1 0 L
v, (mm.ps) ;o (mm.ps?)

figure 1.7 : Diagrammes N(y;, Vzn) enregistrés pour I'ion m/z 159 (a) et I'ion m/4a (b) de la
molécule de Tryptophane-H(m/z 205). Le trait rouge en pointillé correspoad rapport des

masses m/ m dans le cas d’'une fragmentation binaire.

11.3.4.1 Modélisation de la pente d'un diagramme N(v,)

Pour estimer les pentes des diagrammes;,Ngy) a partir des résultats expérimentaux, nous
avons développé un programme de calcul d’axes ri#nelLe principe est d’assimiler la
distribution de points comme une distribution dessea chaque point ayant une masse unité.

Chercher la droite autour de laquelle s’aligneecéistribution de points revient a chercher les
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axes d’inertie de la distribution de masse corredpate. Comme I'image est pixélisée, la masse

N; associée a chaque pixel correspond au nombreintes @d’'intérieur de chaque pixel.

On exprime la matrice d'inertie par rapport autede masse de coordonnée, ¥%):

Ny (Y — o)’ = 2 Nj(X; = Xo)(Y; = Yo)

(I1.4) )
—ZN(X —Xo) (- Yo)  ZjNj(X; —Xo)

En diagonalisant la matrice d’inertie, on trouves sealeurs propres qui permettent
d’exprimer les coordonnées des vecteurs propreSc;,y,) et u, (x,,v,) orthogonaux a la
matrice diagonale. Le rapport/yx; des coordonnées du vecteur propre associé adarvaidopre
la plus grande, nous donne la pente R de I'axedin

m/z 132

Masse de l'ionincident 205

Masse de l'ion analysé (132

Pente
Masse du Neutre Calculée |73_550 -558

’— 1 Max I— Seuil [2—

V,,, (mm.ps?)
figure 11.8 : Exemple d’une mesure de fit de penfieagmentation directe et séquentielle)

Ce programme de modélisation nous donne une egimde la valeur de la pente d’un
diagramme N(¥, Vzr) @ environ 3% pres.

11.3.5 Compétition entre photofragmentation et collision

Suivant la nature du systeme étudi€, pour certanaux de fragmentation, des évenements
dus aux collisions avec le gaz résiduel peuvent ssperposer aux évéenements de
photofragmentation. Les collisions induisent deiegacoincidences : on détecte des fragments
ionique et neutre issus de la méme molécule. Rapora au signal de photofragmentation, le

signal de collision est plus diffus spatialementicanplique un transfert d’impulsion entre le gaz

92



résiduel et un constituant de la molécule. Le eed& gravité du systeme collisionnel est dévié.

Ceci se traduit par un diagramme M(vz,) qui présente un motif de symétrie cylindrique.

Le nombre de collisions par unité de temps/dty\ dépend de l'intensit§ ldu faisceau
incident, de la section efficace de collisiende la densité de gaz résiduel n/V dans I'encaiete

volume V et de la longuedrde la zone d’interaction.

dN, n
_C=100-;’€

(5 =

D’apreés la loi des gaz parfaits appliguée au gamuel, n/V = P/(KT) ou P est la pression
du gaz présent a la température Tgeti& constante de Boltzmann.

aNe _ 4o P
(16) TE=lo -t

Dans les expériences effectuées, I'intensgitiulfaisceau d’ion est constante, I'expérience se
fait a température ambiante et la pression au nivi& la zone polarisée et de I'analyseur
électrostatique est également constante et égHlE dorr. La longueur de la zone d'interaction
(partie « intérieur ») est de 12 mm et la distgraeourue par les ions en aval de cette zone avant
d’entrer dans I'analyseur (partie « extérieur s)des400 mm. Le taux de collisions a 'intérieur de

la zone polarisée est négligeable (3%) par ragpbeitérieur (97%).

Un exemple en est donné quand on compare les dagrachmes N(y, Vzn) de la figure 1.5
(b) et (d), page 89. Les événements du diagramiren(ti issus de fragments formés a I'extérieur.
Ce diagramme N Vz) indique la présence de fragmentations induitescpéisions qui se
superposent au signal de photofragmentation. Lgraiiame N(y, Vz,) de la figure 11.5.d, dont les
évenements sont issus de fragments formés a lgntéitraduit correctement la conservation de la

guantité de mouvement.

Il n’est pas possible de supprimer les événemaeniigits par collision qui se superposent au
signal de photofragmentation. On peut cependamtdiga I'intensité du signal de collision par
rapport au signal de photofragmentation en effedtd@ux enregistrements simultanément : un
enregistrement avec le laser synchronisé sur legiatjions (enregistrement avec superposition
des signaux de photofragmentation et de collisienun enregistrement avec le laser décalé
temporellement par rapport au paquet d’'ions (esteggnent du signal de collision uniqguement).
Ces deux enregistrements, normalisés par rapportteeaps d’acquisition et traités sans
coincidence, nous permettent d'estimer le taux adisions par rapport au taux de
photofragments.
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1.4 Programme de simulation

Pour aider a linterprétation de nos résultats erpgntaux, nous avons développé un
programme de simulation qui reproduit les expémrsnealisées. C’est un programme de type
« Monte Carlo ». Pour se faire, on génere un greomdbre d’événements tirés au hasard, dont on
détermine les observables, (i, z, t, Yn, Z)). On traite ensuite ces observables avec le méme

programme que celui utilisé pour les données exygriales.

On définit avec précision I'expérience que l'on tveimuler. Toutes les distances du
dispositif expérimental, de la zone polarisée agbecteurs, sont introduites dans le programme de
simulation. On choisit la masse de l'ion incidesdn énergie cinétique (5000 eV), la masse des
fragments, le champ de I'analyseur électrostatiduiget les tensions des électrodes d’entrée et de

sortie de la zone polarisée; (¥t V). On peut également choisir la longueur de la zmilarisée.

On utilise des distributions gaussiennes pour ddéfifférents parametres. Ces distributions
gaussiennes sont centrées sur des valeurs denedéradiquées entre parenthéses ci-dessous, et
qui peuvent étre modifiées. On introduit sous fordeedistribution exponentielle le temps de
fragmentation (&) et sous la forme de distributions gaussienneetgie de dissociation (100
mV), l'incertitude sur la direction du faisceau ighent [diameétre d’ouverture (0,5 mm), ouverture
angulaire (0,1°), largeur en énergie cinétique €¥}] et la largeur des impulsions laser [largeur
spatiale (1 mm) et temporelle (200 ns)]. On repitoles données expérimentales par une série de
tirages aléatoires indépendants les uns des aaffestués pour toutes les distributions. La figure

[1.10 reproduit le menu du programme de simulatigac les différents parametres ajustables.

v Simulation Ef. detectewr (0.8
: ; : [ionn2 1l 1 Fichki
n=nl oung dans lez 2 boitez, sinon [~ Selection nl nZ2 [ ion [nln2] iehists 1000 Temps mort [ng] (40

Mlon 132 M Projectile| 205 W analyze (1880 400 - Erel 1:0.1 dR(mm) |U.3
alar

Mnz |1 Mrl 72 E projectie |5000 R Erel 2|00 daldeg]]003 g5 12
De [e¥] (15 L4

LifeTime? [ps] 002 LiteTime2 fps] 0.0 ¥2¢v1 B

Largeur lager [mm] (1.0 DT Lazer [ng] (2000

figure 11.9 : Menu du programme de simulation

On peut simuler, soit des fragmentations directesune étape, soit des fragmentations
séquentielles, en deux étapes. Pour une fragmamtagquentielle, on peut simuler, soit des
simples coincidences entre le fragment ioniquenedlas fragments neutres, en tenant compte de
I'efficacité du détecteur de neutres (paramétrestajule), soit des coincidences multiples entre
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l'ion et les deux fragments neutres, en tenant ¢endln temps mort du détecteur (également
ajustable). La comparaison des diagrammes de atalsimulés et expérimentaux permet une
interprétation plus rapide que les méthodes amplgt présentées dans le paragraphe qui suit.

Apres chaque modification des parametres expéram&niex : position du laser ou
longueur de la zone d’interaction), on vérifie geeprogramme de simulation reproduit les
données expérimentales de photofragmentation desixan/z130 etm/z132 de la molécule de

Tryptophane-H (figure 11.10)

y; (mm)
o

figure 11.10 : Comparaison avec la simulation. Enair : projection des points expérimentaux ;

en rouge : simulation de m/z 130 intérieur et extarr ; en vert : simulation de m/z 132 intérieur.

1.5 Mesure des temps de fragmentation

Avec le pieége électrostatique, on mesure des tefagseagmentation supérieurs a 10 us qui
correspondent au temps de métastabilité de I'iégéilLes constantes de temps mesurées avec le
piege correspondent a des constantes globalesgi®dntation et on ne connait pas la nature des
canaux associés a ces temps de fragmentation. lveone polarisée, tous les produits de
fragmentation sont détectés en coincidence. Onnmesunc les temps de fragmentation associés a
chaque canal. Ceux inférieurs a 500 ns sont meswneggsprécision tandis que ceux allant de 500

ns a quelgues microsecondes sont seulement estimes.
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Dans cette partie, nous présentons le principe elgsriences effectuées avec la zone
polarisée en champ électrique pour mesurer les sedgpfragmentation. Nous montrerons quels
sont les parameétres qui définissent la limite deohétion des constantes de temps mesurées. Les
temps de fragmentation sont obtenus, soit par nsat@&n (analytique) des résultats

expérimentaux, soit par estimation en comparaniltéts expérimentaux et simulés.

[1.5.1 Principe des expériences de fragmentation dans uhamp électrique

Pour déterminer expérimentalement la constanteedgdst associée a chaque canal de
fragmentation d’un systeme étudié, on applique han électrique qui décélere les ions parents
et fragments entre les électrodesd E de la zone d’interaction. Les ions sont soumisna u
potentiel qui varie en fonction de leur positiomslda zone d’interaction (figure 11.11). Notons
gue la fragmentation induite par le laser ne selyitgpas immédiatement aprés l'interaction des
ions avec le laser mais est distribuée sur un ipeitdervalle de temps. Cette distribution
temporelle définit la constante de vitesse k otedgpst = 1/k associée au canal de fragmentation

étudié.

Potentiel < V(x)l < |V,
ﬂ;;ﬁ::r.llée(*) 0 V1 V(X) 0 0 0< [V (t)l . |L1|

A _
" \ N T
) N\ B - Vaginn ~ [© mg
) S - )
w < \ b = = ]
~ g e
b=y g \\ i i R
> s \\"x‘ Ion parent (m,) Vo= T
. \\"4% ............. B > Fragment ionigue m; (B) v
: s i  Vi(int)
E \E— —— =i~ ==~ ——> Fragment ionique m; (A) ¢
-« : : -
X
0 X, [4

(%) par rapport au potentiel de référence Vg = -2500 V. Remarque: V<0

figure 11.11 : Représentation des vitessegny et \(in) des fragments ioniques et neutres
associés a un méme canal de fragmentation mais pitsda deux endroits différents (en « A »

et en « B ») de la zone polarisée par un champ teigae.
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Soit him €t Many la vitesse des fragments neutres et ioniques fisagliintérieur de la zone
polarisée par un champ électrique. Les vitessgs) et My dépendent du potentiel subi au
moment de la fragmentation (figure 11.11). Nous@ou précédemment que les observahles y
t, permettent de séparer les fragments qui ont desyiés et des vitesses différentes. Le temps
d’'arrivée t, d’'un fragment neutre et la position d'impagtdun fragment ionique varient en
fonction des vitessesnimy et Vg (figure 11.11) et donc en fonction de la localisat de la
fragmentation dans la zone polarisée par un chaeghistogrammes en gt en t obtenus avec
la zone polarisée en champ permettent donc de lissude nombre de fragments produits a

chaque instant a I'intérieur de la zone polariségie 11.12.c. et d.).

La figure 11.12 compare, pour un méme canal denfiagtation, les données expérimentales
obtenues en;)histogrammes a. et c.) et gn(lhistogrammes b. et d.) avec la zone d’interaction
laser polarisée par un potentiel (histogrammed B.)eou par un champ (histogrammes c. et d.).
Remarquons sur la figure 11.12 que les histogramemeg sont assez semblables a ceux,e@G¢la

est d( au traitement en coincidence.

Pour les histogrammes (c) et (d) de la figure lldrixegistrés avec la zone polarisée par un
champ, on observe une décroissance qui définitolesstante de temps de la réaction de
fragmentation étudiée. Pour la méme expériencecteffe avec la zone polarisée en potentiel,
histogrammes (@) et (b), le pic intérieur représdatnombre total de fragments produits dans la
zone polarisée, c’est-a-dire I'intégrale par rapportemps de tous les fragments produits dans la
zone polarisée en champ. Notons que la polarisaiomrthamp ou en potentiel ne modifie la
distribution des fragments produits a I'extérieerld zone polarisée. Cette distribution conserve

une forme gaussienne dii au potentiel uniquprésent en aval de la zone polarfsée

® Les intensités des contributions extérieures, gistrées en potentiel ou en champ, sont différeagesil
s'agit d’enregistrements avec des temps d’acqorsidifférents. Pour un méme temps d’acquisitionsnaurions la
méme intensité pour ces contributions extérieue] que soit le type de polarisation, champ ou gaken
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Histogrammes en vy, Histogrammes en t,
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figure 11.12 : Comparaison des histogrammes obterers y et en §, pour la zone d’interaction

Electrodes ———> E,

polarisée en potentiel (figures a. et b.) et en ofya(figures c. et d.), avec,\# 810 Volts,
enregistrées pour le fragment m/z 245 de la molécGWG-H (m/z 319) ; \na = 2290 Volts

La position d'arrivée des ions gt le temps d’arrivée des neutrgglépendent du potentiel

subi au moment de la fragmentation, en Ixe potentiel V(¥) n'est pas le méme pour une

1.0—XO

polarisation en potentiel v+ Vi) et pour une polarisation en champy (¥ V; v

). C'est
pourquoi la position;yet le tempsitcorrespondant a I'instant de I'interaction lasemtdifférents
qguand on compare les résultats obtenus pour cestgees de polarisation (figure 11.12).
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[1.5.2 Mesure des constantes de temps

Soit |y l'ion parent incident, 1l et N, les fragments ionique et neutre produits avec une

constante de vitesse k, dans le cas d’'une fragm@mtainaire :

k
Iy—->1; +N;

Les fragmentations observées expérimentalementdamtéactions élémentaires (ruptures
de liaisons covalentes) qui suivent une cinétiqoedde 1. D’apres la loi de vitesse relative a la
réaction ci-dessus [3] on peut écrire :

(1.7) [lo] = [Io]oe_kt = [lo] = [I1] = [lo] — [Ny]
avec [b]o le nombre de moléculegihitialement excitées par le laseg] [le nombre de molécules

lo restantes apres excitation e} gt [Ny], le nombre de molécules ét Ny produites.

Les histogrammes du nombre de fragments neutre®retion de { ou du nombre de
fragments ioniques en fonction deeyregistrés avec la zone polarisée en champ sepent les

taux de fragmentatiocﬁ[c%ﬂ et% exprimés dans I'’équation ci-dessous :

_ d[lo] _ dll4] _ d[N,] _ -kt
(11.8) at ~ dt  dt klloJoe

La décroissance temporelle observée sur les hatoges (c) et (d) de la figure 11.12 est une
décroissance de type exponentiel &. La modélisation de cette décroissance nous petoret

d’estimer la constante de temps 1/k associé€e a la réaction de fragmentationiéud

La résolution des constantes de temps mesuréesdiéeela dispersion des décroissances
exponentielles obtenues enet en . Cette dispersiomy; ou At, augmente en fonction de la
différence de potentiel Vappliqguée a la zone polarisée. Mais la disperaprest limitée par la
taille du détecteur d’'ions (-20 mmy; < +20 mm). On ajuste le potentiel Your queAy; soit

maximal en tenant compte du fait que la fragmematiommence engxau potentielV (x,) =

% (cf figure 11.12)

V1€

Soit T; le temps au bout duquel une molécule incidentgniiente a l'intérieur de la zone
polariséé. Pour mesurer, on transforme en fonction de [€s histogrammes obtenus ereyen
avec la zone polarisée en champ (figure 11.12.d)ePour cela il existe des relations linéaires,

démontrées dans I'annexe 1, qui relient les obbéasayou t, a T; :

" En x, lieu de l'interaction laser,;E 0,t,=0et{=0
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2

(11.9) T~ — 204 X0

Y y(L—%o0)
_ 1 YgaliondVa 92 (1 — _ Va .
(11.10) T = (yi—wvxo( T —vE + 2n(L x0)> Py,

avec Yo : vitesse des ions parents ef) x ety : décélération des ions parents et fragments a
l'intérieur de la zone polarisée ; L : distancereritinteraction laser et le détecteur de neutres ;

m; : masse de 'ion étudié gyon, h et V4 : parametres de I'analyseur définis au chapitéegulent.

A partir de I'équation (11.10), on montre que I'@vgable yest plus appropriée a I'étude des
constantes de temps des ions de petite masse.ldutaoa la différentielle de cette équation, on

peut la mettre sous la forme :

(1.12) Ay; = C X m, ATy ou C est une constante

avecAy; est la dispersion en gbtenue pour un temps de fragmentatipnariant sur l'intervalle
AT:. Pour un intervalle de temp$l; constant, la dispersiofty; est plus grande pour les canaux
associés a un fragment neutre de grande masse foagament ionique de petite masse. D’'apres
'équation (I1.11), la décroissance observée erest donc mieux résolue et la mesure de la
constante de temps plus précise pour les fragni@mtpues de petite masse. Par opposition, pour
les fragments ioniques de grande masse, I'histogi@en { est mieux adapté pour les mesures de

temps de fragmentation.

[1.5.3 Elargissement temporel des pics

Quand la zone d’interaction est polarisée par utergl, les pics correspondants aux
contributions des fragments formés a lintérieuradtextérieur se présentent sous la forme de
distributions gaussiennes (histogrammes (a) etdéb)a figure 11.12). La demi-largeur de ces
distributions définit la limite de résolution desrtps de fragmentation mesureés. Cet élargissement
est en partie d0 a I'énergie cinétique relativérde par les fragments (KER). Dans I'annexe 2 on

démontre que I'élargissement induit par le KERIesobservables gt t, est tel que :

(1.12) Ay, =22 [FKER T

N qVa mg
_ 2 KER mg mi
(1.13) At, =L / o /mn
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Avec l'observable . il faut également tenir compte de I'élargissemant lié au

recouvrement temporel entre le paquet d’ions eidiilsion laser .

Quand la zone d'interaction est polarisée par uamgh électrique, un élargissement
supplémentaire est produit par la largeur spatialpoint focal du faisceau laser (d = 0.5 a 1 mm).
Dans l'annexe 2, on montre que, pour un champ réeet de 810 Volts, cet élargissement
supplémentaire est négligeable devant I'élargissémié au KER. Il semble que le recouvrement
temporel entre le paquet d’ions et I'impulsion las# un effet plus faible que le KER sur
I'élargissement en,t L’énergie cinétique libérée apparait donc commedrametre dominant.
Dans I'annexe 2, on montre qu'une valeur du KER mase entre 50 et 100 mV provoque un
élargissement de 40 ns sur la valeur detTsuffit a reproduire I'élargissement observél86 a

200 ns observé ep t

I1.5.4 Modélisation des données expérimentales

A partir de I'enregistrement d’'un canal de fragna¢ioh en coincidence, on effectue des
filtres sur les diagrammes bidimensionnels afin me sélectionner que les évenements
correspondants au canal que I'on veut analysertribation intérieur et extérieur). Pour les
évenements sélectionnés, on représente les histogga en fonction de de gt de ¢ (cf figure
[1.12). On convertit ces diagrammes monodimensitsnae fonction du temps; @e fragmentation
a l'intérieur de la zone polarisée. Si la constalgeemps de fragmentation est inférieure a 500 ns
elle peut étre mesurée en fonction deMais si la constante est supérieure a 500 ns elle est

mesureée a l'aide du programme de simulation.

[1.5.4.1 Mesure da par modélisation analytigue € 500 ns)

Les histogrammes obtenus en fonction dsont la convolution d’un élargissement gaussien

t
da principalement au KER et d’'une exponentiellerdiésantee = ou T est la constante de temps
tZ

associée au canal de fragmentation étudié. La igamss utilisée est de la forme 24> aveco
I'écart-type de cette gaussiefinee produit de convolution utilisé pour modélides résultats

expérimentaux est de la forme :

8 La largeur & mi-hauteur FWHM de la gaussiennégate a 2.355.
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o2 t

t-x x? oty t_ o
(1.14) h(t) = f_tooAOe_T e 22dx = Ayov?2 e<212 T) [z Ve~V dy

On introduit une fonction d’erreuerf(t) = %f;e‘xz dx dans I'équation ci-dessus. La

fonction h(t) s’exprime alors sous la forme :

2
(t-to)- =\ | =t
(”15) h(t) =A [1 + erf <T>l e =

L’équation (11.15) est utilisée pour modéliser tixrroissances obtenues expérimentalement.
Cette fonction dépend de 4 parametrede temps a l'origine, qui rend compte de la positde
l'interaction entre les ions et le lases;l'écart type de la gaussienne ; A I'amplitude de |

distribution etr la valeur de la décroissance exponentielle.

Histogrammes obtenusen vy; Histogrammes obtenusen t,
T,=133.64 + 9.180%y, T,=-2962 + 0.1714*t,
R=0.9999 R=0.9999
Chi?/DoF = 63.30124 Chi?/DoF=51.95712
R?= 0.91342 R?= 0.93401
A=G4=2 G=15+1ns (a) A=G4=2 g=12+1ns (b)
t=117+£6ns #=58=1ns ris0 t=106=4ns t=17=1ns r1s0 5
: [=]
S :
‘IIE L 100 100 E
v &
— o
Q) B i 2
-g 50 i) é
E r T T T [} T T T p [}
L] 100 200 300 400 0 100 200 300 400
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= o
o o
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figure 11.13 : Modélisation et simulation du tempde vie respectivement en(g. et c.) et enyt
(b. et d.) a partir de I'exemple de la figure Il.1Points expérimentaux en noir ; modélisation et

simulation en rouge.
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La figure 11.13 compare les temps de fragmentatiattenus sur les décroissances gety
en t, a partir de la modélisation (figures a. et b.fleta simulation (figures c. et d.). L'accord est
excellent et nous fournit la valeur 110 +/- 10 ns, avec une incertitude de 10%. Eéterminer

T, il faut quee‘§ varie plus lentement que la fonction gaussienndétsant I'élargissement. Il

faut donc que soit plus grand que I'écart-type Cet écart-type donné par la modélisation nous
permet de vérifier la limite de résolution de Ianstante de temps mesurée. Pour la plupart des
expériences réalisées dans cette thése, la résotyie nous avons observée est d’environ 15 a 20

ns, tel I'écart-types donné sur les modélisations de la figure 11.13.

Sur la figure 11.13, on remarque que la simulatsmus-estime I'élargissement des pics et
gu’elle ne reproduit pas l'intensité de la conttibn extérieure. La différence entre la simulation
et les résultats expérimentaux observée sur leepiérieur suggere que des fragments sont
produits par collisions avec le gaz résiduel atéerur de la zone polarisée et se superposent aux
photofragments.

11.5.4.2 Estimation da a l'aide du programme de simulation~ 500 ns)

Pour les fragmentations qui se produisent prineipaint a I'extérieur de la zone polarisée,
avec une constante de tempsupérieure a 500 ns, l'intensité des photofrags@ndduits a
l'intérieur de la zone polarisée est trop faibleup@ffectuer une modélisation précise de la

décroissance (figure 11.14).

Sit > 500 ns, on estime le temps de fragmentatiorffecteant le rapport entre le nombre
de fragments produits a 'intérieur de la zone psée et ceux produits a I'extérieur. Apres avoir
soustrait les éventuelles collisions présentes eatdtieur, les résultats expérimentaux sont
comparés a ceux donnés par la simulation et orsitHaimeilleure constante de temps pour de

tempst simulée (figure 11.14.c. et d.)
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figure 11.14 : Comparaison des résultats obtenus elmamp (a. et b.) et en potentiel (c. et d.) sur
les observables gt t, pour le canal m/z 205 du complexe [Trp(CE) +HJm/z 469). Sur les
figures c. et d., les résultats expérimentaux (emirm sont comparés aux résultats obtenus par

simulation (en rouge) pout = 900 ns.

[1.6 Traitement des mécanismes séquentiels

Nous avons vu jusqu’ici comment identifier un mégar et mesurer une constante de
temps dans le cas d’'une fragmentation directe. Darderniere partie de ce chapitre nous allons
nous intéresser au traitement des mécanismes ségjaeha partie « généralités », introduit les
deux exemples de mécanismes séquentiels doniténteat (identification de l'intermédiaire de

fragmentation et des constantes de temps) estldéans la suite.

[1.6.1 Généralités

On commence toujours par traiter nos données eplsimoincidence, c'est-a-dire en
supposant qu'il s'agit d’'une fragmentation binaif@n vérifie alors si la corrélation entre les

vitesses verticales;\et v, respecte la conservation de la quantité de moungroennaissant la

104



masse du fragment ionique et de I'ion incidentlaSpente obtenue ne correspond pas au rapport

de masse attendu, c’est qu’il s’agit d’'une fragragah séquentielle ou multiple.

m/z 144 (a) m/z 159 (b)

v, (mm.ps)
o

Vyp (mim. s Vyp (mm.ps)

figure 11.15 : Diagrammes N(¥, V.n) de simple coincidence enregistrés pour la molécdé
Tryptophane-Glycine-H (m/z 262). L’analyse de ces deux diagrammes semiguée dans
cette partie du chapitre. Le trait rouge en poimdilcorrespond au rapport des masses/my
dans le cas d’'une fragmentation binaire. Diagramn(&) : ion m/z 144, Y=V, = 600 Volts et

Vana = 1690 Volts. Diagramme (b) : ion m/z 159; ¥ V, = 1000 Volts et ¥, = 1640 Volts.

La figure I1.15 illustre deux exemples de fragméota séquentielle ou les points

expérimentaux ne s’alignent sur les droites emstgintillés rouge, de pente j(mnv)/m;.

Pour expliquer une fragmentation séquentielle, ddthese la plus probable est de

considérer une fragmentation en deux étapes awsagea par un ion intermédiaire, du type :
ky
Iy=>1, +N,

k>
IL->1L+N,

avec } I'ion parent ; | I'ion intermédiaire produit en méme temps querdgifent neutre N
avec une constante de vitesse k l'ion final associé au neutre,Ntous deux issus de l'ion
intermédiaire { et produits avec une constante de vitegse k

Il faut compter environ 5 a 6 ps a un ion pourralle la zone d’interaction laser a I'entrée
de l'analyseur. Suivant le canal de fragmentatitudié, on ne détecte pas forcément I'ion
intermédiaire 4 mais le neutre Nest toujours détecté. En simple coincidence, pounécanisme
séquentiel, les fragments neutres &I N, sont corrélés au fragment ionique final Pour un

mécanisme séquentiel, les diagrammes;iNg,) de simple coincidence correspondent donc a la
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superposition de deux motifs de corrélation : lar@ation entre l'ion 4 et le neutre Net la

corrélation entre l'ion J et le neutre M (figure 11.15). Dans le cas d'une fragmentation
séquentielle, si le motif linéaire du diagramme ;N(%,) reste linéaire, il est plus large que celui
observé dans le cas d’'une fragmentation binairéacdeuxieme fragmentation ne se produit plus

dans le centre de masse de la molécule incidente.

Les informations sur les constantes de vitess k, la masse des fragments neutrgs &b
m,, et la masse de l'ion intermédiaire;mme peuvent étre obtenues que s'il est possible de
différencier les fragments neutres émis dans utemn@nt en multicoincidence (1 ion - 2 neutres).
Rappelons que les multicoincidences ne sont etiréggsque si la différence de temps d’arrivée

de deux fragments neutres est supérieure a 4empgtmort du détecteur).

Deux types de mécanisme séquentiel observés exgratament peuvent étre analysés en
multicoincidences. Le premier cas, celui de larigll.15.(a), est un mécanisme dans lequel la
premiere étape est rapidg € 100 ns) et la deuxieme étape est lente>(1 ps). Les fragments
neutres associés a chaque étape de fragmentatibsémarés temporellement ce qui permet de les
différencier puis de les identifier. Le deuxieme,ceelui de la figure 11.15.(b), est un mécanisme
ou les fragments neutres émis sont détectés quaiseneméme tempgy(~ 1, < 100 ns). Dans
certains cas, tel celui qui est présenté ici, lagrhents neutres sont différenciés suivant leur

déviation relative par rapport au centre de masda cholécule incidente.

11.6.2 Cast; « T2, S€paration temporelle des fragments neutres

Dans ce cas, ow; « 1y, les deux étapes sont parfaitement séparées telignoent. La
premiere étape se déroule a I'intérieur de la zbmeeraction ¢; < 100 ns) et la deuxieme étape,
essentiellement a I'extérieur,(> 500 ns). L'ion final 4 est produit avec un temps suffisamment
long pour gu’une partie des ions intermédiairesarrivent jusqu’'au détecteur avant d’avoir

fragmenté et soient détectes.

11.6.2.1 Analyse du diagramme N({; — )
Les événements de la

figure 11.16, enregistrés pour une zone d’inte@tthon-polarisée, sont relatifs aux mémes
evenements que ceux de la figure 11.15(a). Si awhamp électrique n’est appliqgué a la zone
d’interaction, tous les fragments neutres ont lemmétemps d'arrivée et ne peuvent étre
différenciés. On n'a donc qu’une seule contribuson le diagramme N(yt - t,) correspondant a
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la corrélation de I'ion final avec les difféerentagments neutres émis lors de cette fragmentation

séquentielle.
& figure 11.16 : Diagramme N(y, t - t,) de
T 10 simples coincidences issu des mémes
£ o évenements que le diagramme de la figure
= o 11.15(a) : molécule de Trp-Gly-Hi (m/z 262) ;
0 V1=V, =0 Volts et ¥ha = 1690 Volts.

05 10 15 20 25 30 35

On mesure une position; = -6.8 mm.
ti —“tn (l.lS)

La position ymesurée permet de calculer I'énergiede I'ion |, a I'aide de I'équation :

Va
(”-16) E; = qz_h()’galion + yi)
SoitEj; = 2750 eV pour V, = 1690 Volts, h = 152.9 mmgyion = 504.4 mm etjy= - 6.8 mm (
figure 11.16). Pour une zone d’interaction non-pidée, on calcule la masseg;rde I'ion analysé

connaissant son énergig,Eénergie kg et la masse gde l'ion parentd:

(1.17) Ep = Ey—22 soit (1.18)m;, =

Mio 0

EizXmyg

On calculem;; = 144.1 umapourE;; = 2750 eV, =5 keV, np = 262 uma

Les événements de la figure 11.17, sont relatifsréme canal de fragmentation que la figure
précédente, c’est-a-dire a la production de I'mmfz 144. En revanche, ces données ont été
obtenues avec la zone d’interaction polarisée papatentiel de 600 Volts. L'application d’'un
potentiel permet de séparer les fragments neutresets a l'intérieur de la zone polarisée de ceux
formés a l'extérieur. lls ont des temps darrivedfédents suivant la localisation de leur
fragmentation, a lintérieur ou a l'extérieur de Imne polarisée. On observe donc deux
contributions sur le diagramme N(¥ - t,) de simple coincidence de la figure 11.17 : laréation
de l'ion m/z 144 avec les fragments neutres produits a lietéride la zone polarisée et la
corrélation du méme ion avec les neutres produiexéerieur. Ces deux motifs apparaissent pour

une méme position; gorrespondant a I'énergie de I'ion fragment final
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t, - tn(ext)

t,— tn(int)
figure 11.17 : Diagramme N(y, t - t,) de

D simple coincidence enregistré pour I'ion m/z
a3 10, 144 de Trp-Gly-H (m/z 262) ;
E o
= il v V1=V, =600 Volts et ¥ha = 1690 Volts.

) i2
) (1, = extérieur)
) On mesure une position; ¥ -10.6 mm

05 10 15 20 25 30 35
ti _tn (I-ls)
Pour une zone d’interaction polarisée par un pak¥xt I'énergie E, de I'ion final dépend
de sa massegret de la masse;rde I'ion intermédiaire:
_ Miz oy Miz ' o avmia
(IL19) Ejy = q(Vy + V) e qv — soit, (11.20) m;; ‘I(Vo"‘V)Z_L:(Z)‘Eiz
On calcule R en fonction de jya l'aide de I'équation (11.16), so; = 2728 eVpour V; =
1690 Volts, h = 152.9 mm g¥fion = 504.4 mm et;y= - 10.8 mm (figure 11.17). Puis on déduitim
de I'équation, (11.20) connaissantnsoitmj; = 247.0 umacalculé pour V = 600 Volts, pn= 144
uma, b =5 kV, mp = 262 uma et = 2729 eV.

La masse « réaliste » la plus proche de ce caktuing = 245 uma. On suppose que l'ion
incident de massm/z 262 fragmente a l'intérieur de la zone polarisge<(100 ns) en un ion
intermédiairem/z 245 associé a une molécule d’ammoniag; @17 uma). Cet ion intermédiaire
fragmente principalement aprés avoir quitté la zoolarisée €, > 1 us) en un ion finah/z 144

associé a un neutre de masse 101 uma. La fighiBerBprésente le scénario proposeé.
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m/z 262

. | Q
HN—CH—C—NH—CH,—C—OH
CH,

HN

m/z 144 Vz
eHy
+CH
Z
A0 B +
___________ :
V..
Vi zi
V.
V. *GH-C-NHCH,COOH
1_Int CH,
_________________ |
Vznz
—————— 1
CONHCH,CO =<
\\\\\\\ mn2=101
o BRI Vzn 1

figure 11.18 : Scénario proposé pour expliquer lednanisme séquentiel associé aux événements

de la figure 11.17 :

On vérifie cette hypothese a l'aide d

fragmentatiorr; = 10 ns et, = 10 ys.

20

05 10 15 20 25 30 35
ti _tn (115)
L’excellent accord entre les points

hypothese.

245 + 17
24% 2 144 + 101

262 >

u programmesidaulation en prenant des temps de

figure 11.19 : Comparaison entre la
simulation en jaune (projetée en rouge) et
les données expérimentales en bleu

(projetées en noir).

Ces données expérimentales sont celles de

la figure 11.17

simulés et peints expérimentaux confirme notre
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11.6.2.2 Analyse des diagrammes N(w.,n) en multicoincidence

L’'analyse des diagrammes N(w.,) de multicoincidences permet de confirmer I'hygsth
précédente. Le programme d’analyse de donnéesfiddet fragments neutres par leur temps
d’arrivée : soit mle 1° neutre détecté et ke Z neutre détecté. Sur la figure 11.20 on voit qué®le
neutre détecté est majoritairement produit a lfieté de la zone polarisée et I€ Reutre, a
I'extérieur. Pour plus de simplicité on ne séleatie dans I'analyse suivante que les événements
pour lesquels le ®lneutre (noté N est émis exclusivement a l'intérieur alors queieeutre
(noté N) est émis a I'extérieur. Seuls les événementespandants aNet N, entourés en rouge
sur la figure 11.20, sont utilisées pour effectles multicoincidences (i,,nhny) présentées dans la
suite. Avec cette sélection, nous sommes sir ql® teutre détecté est I Emis et que le®*®

détecté correspond afi"®neutre émis.

intérieur exterieur
extéerieur
intérieur
M
2 2
10 10
=
E 8 0;
=
-104 -104
20 20
05 10 15 20 25 30 35 5 10 15 20 25 30 35

=ty (ps) t—t,; (ns)

figure 11.20 : diagrammes N(y t - t,1) et N(y, t - th2) issu des mémes événements que ceusx de
la figure 11.17. Ici ces événements sont traités ewlticoincidence, nest le ' neutre détecté et
n, le Z neutre détecté. Les cercles rouges indiquent kestdbutions affectées a Nneutre issu

de la £ fragmentation, et N, neutre issu de la%fragmentation.

Analysons d’abord la 2 fragmentation en nous appuyant sur I'’hypothése s&mi
préecédemment pour ce mécanisme (m/z 245) > |, (m/z 144) + N (my, = 101). L'ion
intermédiaire 1 est légérement dévié par rapport & I'axe du faisdacident & cause de 181
fragmentation. On peut cependant appliquer la cgatien de la quantité de mouvement au
centre de masse de l'ion pour analyser la déviation relative de ses fragménet Nb. Le

diagramme de corrélation N{¥ V;n2) de la figure 11.21 présente un motif linéaire. @etif est
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élargi par rapport a celui d’'une fragmentation ctiee du fait de la déviation de la premiere étape

de fragmentation. Cepdendant, la pente R de ceatfrage traduit toujours le rapport des masses :

(1.21) R=-"n2

mi;

On connait les masses des ionén/z 245) et } (m/z144) d’apres I'analyse du diagramme

N(yi, t — t,). La mesure expérimentale de la pente R permeéudiger la masse m du neutre B

Masse de on incident %

Wasse de lion analysé |44
= 144
l‘n o
<
E Pente [ 710
‘é Ellipticité | non
s . LN '
N MWasse du MNeutre Calculée (1072 239
05 S

MWasse du MNeutre Attendue (101 00

figure 11.21 : Diagramme N(vi, V:no) €t résultat de la modélisation de la pente daeet
distribution, avec } I'ion analysé, de masse m/z 144, issu de l'igrdé masse m/z 245. Le trait

pointillé rouge représente la pente théorique attiere : R =-101/144 = -0.701

On obtient une erreur de l'ordre de 1% sur la masgeattendue. La bonne correspondance
entre la pente théorique, tracée en trait pointitéige sur la figure 11.21, et les points

expérimentaux confirme notre hypothese concermamécanisme de fragmentation.

On analyse ensuite I&"4fragmentation, toujours d’aprés I'hypothése préoéel :

lo (M/z 262) > |; (m/z 245) + N (mn; = 17). La conservation de la quantité de mouvement
appliguée dans le centre de masse de I'ion pajest projetée sur I'axe z :

(1.22) Mi1Vzi1 + Mp1VUzng = MigVUziz + My Vsna + My Vpng =0
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Ici, comme nous travaillons sur un enregistremelaitif a I'ion final, nous n’avons pas
acces aux données de I'ion intermédiaire. La ptigjeclu vecteur vitessg,;; de ce dernier est

calculée & partir des données expérimentalgs et,,,, et des massesimet m, testées :

4 _ MipVyi+MnVUzns
(11.23) iy = T
i

La pente R du diagramme de corrélation N(w.n1) permet de vérifier la masse du neutre
N3, connaissant celle des ioRqrh/z262) et { (m/z245):

(11.24) R=-"n

mijy

1
Masse de lion incident ’E
__ o5 Masse de lion analysé %
-
' Duperir
3 o |
€ Perte |- og4
S —
- Ellipticit
-, ipticité | goo
> 05 Masse du Meutre Calculée |15 729
Masse du Meutre Attendue |17 o0
-10 T T
-10 05 00 05 10

Vzn1 (mm-lls'l)

figure 11.22 : diagramme N(vi1, Vzn1) €t résultat de la modélisation de la pente daeet
distribution, pour I'ion fragment m/z 245 issu d&dn incident m/z 262. Le trait pointillé rouge

représente la pente théorique attendue : R = - P45 = - 0.069

Le programme de modélisation nous donne une valeum,; avec un écart de 7.5% par
rapport a la masse attendue. On observe un bomdaentre les points expérimentaux et la pente
théorique tracée sur la figure 11.22. L’écart erlrenasse attendue et la masse calculée est moins
bon que pour I'analyse de la deuxieme étape.

Dans cet exemple l'ion fragment intermédiaire esblement dévié lors de la premiére
fragmentation. Or, dans I'’équation (I1.23), la d&ion de I'ion intermédiaire (M) est calculée a
partir des déviations mesurées des fragmenet N> (V.2 et o). La déviation y; est faible

devant l'incertitude liée aux mesures des positidas\: et L. Cependant, le résultat de cette

°B,:, eti,,, sont exprimés expérimentalement par rapport areen faisceau incident, c’est-a-dire par
rapport au centre de masse gle |
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deuxiéme corrélation N{y, Vzn1), présenté sur la figure 11.22, est juste utilmir confirmer le

résultat de la figure 11.21.

Les diagrammes de multicoincidence MN(vVvin) et N(W, Vzn2) nous ont permis de

confirmer les deux étapes du mécanisme testé.

[1.6.2.3 Analyse des temps de fragmentation

Dans I'exemple considéré, comme la deuxiéme étapdente, I'ion intermédiaire; lest
détecté. En changeant la tension de l'analyseurrgggwort aux données précédentes, on peut
enregistrer I'ion { en coincidence avec le neutrg Nestimation du temps de fragmentation de la
1% étape est réalisée & partir de cet enregistrencenime dans le cas d’une fragmentation

directe ayant lieu dans la zone polarisée.

Si une partie des ions intermédiairgstiteignent le détecteur avant d’avoir fragmergs, |
ions b sont formés quasi-essentiellement a I'extérieut,et 1 us. Le temps de la deuxiéme
fragmentation ne peut pas étre mesuré plus préerstéanl’aide de la zone d’interaction polarisée,

non-adaptée a la mesure des temps longs.

11.6.3 Cas ou les deux fragmentations; ett, sont rapides (< 100 ns), analyse des
fragments neutres suivant leurs déviations relative

Dans ce cas, l'ion final est formé exclusivemeltitrdérieur de la zone d’interaction et les

deux étapes sont terminées en 200 ns. L’ion intéiairé ne peut pas étre détecté.

11.6.3.1 Analyse du diagramme N({i — )
L’énergie cinétique & de I'ion final b, formé a l'intérieur de la zone polarisée, eshkme

gue la fragmentation soit directg & I,) ou séquentielle avec passage par un ion inteaimédb
- |1 2 1), dans le cas d’'une zone d’interaction polarisseun potentiel V :

(11.25) Ep =q(Vy + V)Z—%Z —qV

avec mp: masse de I'ion parent ;mmasse de I'ion final ; gy énergie de I'ion parent.

La position y mesurée sur le diagramme N(y — t,) permet d’identifier la masse;nde

I'ion final mais ne donne pas d’informations suntasse m de I'ion intermédiaire. On calcule;E
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en fonction de jya l'aide de I'équation (11.16) de la page 107 ,spaipartir de I'équation (11.25) on

calcule la masse g

Soit E; = 2636 eVpour V, = 1640 Volts, h = 152.9 mmgyion = 504.4 mm ety= - 12.8 mm
(figure 11.23) ; etm;; = 158.8 umapour np = 262 uma, ¥=5kV, V =1kV, k = 2.636 keV

La masse la plus proche de ce calcul correspordantragment attendu eskprs 159 uma

figure 11.23 : Diagramme N(y, t - t,) de
simple coincidence pour la molécule de
Trp-Gly-H" (m/z 262) ;

y; (mm)

V1 =V, = 1000 Volts et s = 1640 Volts

On mesure une position; ¥ -12.8 mm

ti —tn (“’S)

Le diagramme Nyt - t,) de la la figure 11.23 présente une structure late. Nous allons
voir dans le paragraphe suivant que ces deux stesgctcorrespondent aux deux étapes de

fragmentation de ce mécanisme.

11.6.3.2 Analyse des diagrammes N(w.n) en multi-coincidences

Dans le cag; = 12 (< 100 ns), pour chaque évenement, les deux fratgmeeutres sont
formés a l'intérieur de la zone polarisée et arrivean méme temps sur le détecteur. On ne peut pas
les identifier par leur temps d’arrivée. On peyteraant dans certains cas, comme celui présenté
ici, les séparer par leur déviation relative pgpat au centre de masse de la molécule incidente.
Ces évenements de multicoincidence sont notésyiisnn_qsvid. Notre programme de traitement
de données permet de différencier des fragmentsasesuivant 'amplitude de leur déviation d

par rapport au centre du faisceau incident :
(1.27) d =,y +z2

avec Y, et z les positions d’arrivée de chaque fragment neteares.
114



2 r:sD Q
) (b) €| 28
-
a 14 - (L\
(%) o 5
< =
S s 9
£ s o
et v
" -1 <
s 1 a s
< (@]
D) y ! ' ! -2 T T 7 f-b: ‘T
35 40 45 50 > 1 0 T 5
—_ -1
T 10 t, - t, 1evie (HS) Vin +devie (MM.ps™)
€ 0
> 0]
i =]
i g ® 0O
30 (d) (e) S 9
T o O
m —
3 o 2
S 3 o
E o @
— : m
s N w <
o ®
=20 X o
‘ : : ‘ 2 ‘ ‘ : S. o
30 35 40 45 50 2 414 0 1 2 @

ti =ty gevie (MS) Von -devie (mm.ps?)

figure 11.24 : Diagrammes enregistrés pour l'iontial m/z 159 de Trp-Gly-H(m/z 262).
Diagramme (@) : simples coincidence. Diagrammesgk(e) : multicoincidence avec séparation
des neutres suivant leur déviation relative. Diagnenes (b) et (c) : corrélation entre l'ion final
m/z 159 et le neutre le plus dévié Ny- th +devid €t N(\i, Van +devid- LA modelisation de la pente

du diagramme (c), R = - 0.12, est représentée ait pointillé rouge. Diagrammes (d) et (e) :

corrélation entre I'ion m/z 159 et le neutre le nmai dévié N(y i - t, -gevid €t N(i, Von -devid-

Les contributions dues aux neutres les plus etrems déviés sont superposées sur le
diagramme (a) de la figure 11.24. Ces deux contiiims sont différenciées par un traitement en
multicoincidence présenté sur diagammes (b), ()).et (e) de la figure 11.24. Le diagramme
N(Vz, Vzn+devid, diagramme (c) montre une forme allongée avecpatite pente correspondant a
un neutre de petite masse éjecté. La mesure depmtte R = -0.12 donne une indication sur la
masse du fragment neutre le plus dévié donc le fgéger. Le diagramme N{V Vin —dévid,
diagramme (e) montre une forme quasiment rondet tompente n'est pas exploitable. Les
évenements des diagrammes (d) et (e) sont rekatifsus les fragments neutres détectés en
coincidence avec I'ilom/z159, émis dans une direction tres proche de dallaisceau incident et
ne donnent pas d’indications sur la masse du fragne plus lourd. Pour éliminer ces
évenements, proche de 0° et obtenir une corrélatisnette entre I'ion final et le neutre le moins

115



déevié, on sélectionne parmi les neutres les pluvgdgeuniqguement ceux qui ont le plus grand
KER. Cette sélection, effectuée sur le diagrammg, N(— t, +qevid, €St indiquée sur la figure
I1.25(a). les événements sélectionnés permettertrader le diagramme Ny Vin -gevid de la
figure 11.25(b).

» (a) ) (b)

30 | 35 ' 40 ' 45 | 50 4o 05 Q0 05 10

ti N tn +dévié (u’s) VZI'I -dévié (mm.u5'1)

figure 11.25 : Diagrammes de multicoincidence (i,ryevis N- gevid, €Nregistrés pour l'ion m/z
159 de la molécule Trp-Gly-H(m/z 262). Sur le diagramme (a), N(¥ - t, .a¢vid, les cercles
rouges indiquent les évenements sélectionnés pauwstruire le diagramme (b) NGV Vzn _dsvid-

La modélisation R = - 0.32, de la pente du diagram(b) est représentée en trait pointillé rouge

Sur le diagramme NgV Vi -gevid de la figure 11.25(b), on observe une structunepeu plus
linéaire que celle du diagramme (e) de la figur4ll Nous avons mesuré une pente R = - 0.32
associée a cette structure. Cette pente est pnslgmue celle mesurée pour le diagramme;N(v
Vzn +dévid, de la figure 11.24(c) (R = -0.12). Cela confirrakairement I'éjection additionnelle d’'un
fragment neutre plus lourd moins dévié. Deux sdésasont alors possibles pour une

fragmentation en deux étapes :

« soit le neutre léger (nyevid st émis lors de I étape de fragmentation et le neutre

lourd (n_gevid lors de la 2,
« soit le neutre lourd est émis lors de {4 dtape et le neutre léger lors de fa 2

Ces étapes sont trop rapides pour permettre uregadigm temporelle de la séquence de
fragmentation comme dans le cas précédent ). On examine donc les masses des fragments

neutres émis pour les deux hypothéses.

On notera maintenant.Ne neutre léger (le plus dévié€) et.nsa masse et.Ne neutre lourd

(le moins dévié) de masse,mOn examine la pente R obtenue sur les diagranm\fes, v.n.) et
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N(Vz2, V), figure 11.24(c) et figure 11.25(b), que l'on cqrare aux pentes théoriques

correspondant aux différentes hypothéses de méwasipossibles.

Considérons d’'abord le neutre Iéger. Si il est dotis de la 9 étape, on le notera.ly, de
masse m.q) et si il est émis lors de 1 tape, il sera noté.pdy de masse m(). Soit mp la masse

de I'ion parenin/z262, ny la masse de l'ion finah/z159 et m la masse de l'ion intermédiaire.
Prenons d’'abord le cas ol le neutre 1égeedt émis lors de |& 2tape de fragmentation :
lo> 11+ Ny
1> 12+ Ny
D’aprés la conservation de la quantité de mouverappliguée dans le centre de masse de
Iion intermédiaire {:
(11.28) MiBiz + Mus2)Pnsz) = 0
Les données expérimentales utiliségs et v,,,. ) sont exprimées par rapport au centre du
faisceau incident et non par rapport au centre desmde l'ionil En utilisant ces données, on
néglige la déviation provoquée par la premiérernfragtation ¢;;) qui produit une structure de

symétrie cylindrique autour de I'axe incident. Liagtamme N(¥z, Vzn4), figure 11.24(c), présente

alors un motif linéaire, élargi par la premiéeregireentation, de pente :

(11.29) R=——z2 - _™™@ qganrés I'équation (11.28)

Vzn+(2) miz

A partir de la valeur expérimentale de R, on c&leu|, ) = —R X m;,

Si le neutre 1éger Nest émis en premier, suivant la réaction :
lo 2> I1+ Ny
12> 12+ N
D’apres la conservation de la quantité de mouvemians le centre de masse gle |
(11.30) Mi1Vgit + Mpy (1) Vzna(1) = 0

La deuxiéme étape de fragmentation dévie la traijecte I'ion b par rapport a celle de. |

En corrélant les deviations de liopdt du neutre ;) on obtient des points alignés comme pour
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une fragmentation binaire. La deuxieme étape denfemtation induit uniquement un

élargissement de cette distribution mais ne chaagda pente.

La pente R du diagramme Ngv Vzn4), figure I11.24(c), nous permet dobtenir des

informations sur la masse,f) du neutre le plus dévié dans le cas ou il est émigremier :

m m
(11.31) R=-—28-__20
mijq Mip—Mn+(1)
. o RXxm;
A partir de la mesure expérimentale R, on caleulg ) = — 11’;0

Le méme raisonnement est appliqué pour le neutned I0N , pour les deux mémes

hypothéses, en utilisant la pente R = -0.32 durdiagie N(viz, Vzn-) de la figure 11.25(b).

La mesure de la pente du neutre léger est beayadaspfiable que celle du neutre lourd.
Nous ne considererons donc que le calcul des magsadir du neutre le plus dévié. Les résultats

des calculs effectués avegqdis sont présentés dans le tableau ci-dessous :

N.asvie complémentair
Pente R mesurée expérimentalement -0.122
Masse calculée pour N, 4.6 €mis en 17 28.5
=28 (CO) 75
Masse calculée pour N, 4z, €mis en 28 19.4
=18 (H,0)ou 17 (NH;) | 850u 86

tableau 11.3 : Calculs des masses du neutre le pligvié a partir de la pente mesurée
expérimentalement sur le diagramme (c) de la figut®4, pour les deux mécanismes possibles.

Ce traitement en multicoincidence nous permet delace que
« soit le neutre le plus dévié est émis &retlil s’agit d’'une molécule de CO

« soit le neutre le plus dévié est émis lors de 14" Btape et correspond & une
molécule de Nklou de HO

Ce traitement ne nous permet pas de détermingmiantique de fragmentation de maniére
univogue mais nous permet de proposer deux scéng@adgsibles. Des calculs de chemin

réactionnel devront permettre de valider 'un @utre des scénarios.
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[1.6.3.3 Analyse des temps de fragmentation

Nous avons vu que le KER provoquait un élargisséntéenviron 40 ns pour une
fragmentation directe. Si les deux fragmentatiomgmduisent en moins de 40 ns, il n'est pas
possible de differencier;kde k. Dans la plupart des expériences ou nous avonsnagbsin
mécanisme séquentiel, oty = 1, (< 100 ns), il n'est pas possible de mesurer dmrfa
indépendante chacune des constantestkde car on ne peut pas séparer temporellement les
fragments neutres émis. On peut cependant effectuer mesure du temps global de
fragmentation par rapport a la quantité d’ions dxdormeés par unités de temps. On modélise,

comme dans le cas d’'une fragmentation directeé¢aoissance en pbservée pour I'ion fin&f.

Dans des réactions successives, la cinétique asegtée par I'étape la plus lente. Le temps
de fragmentation global mesuré correspond donétage la plus lente que ce soit F du la 2
étape de fragmentation. Notons que dans certainslegprogramme de simulation peut nous

indiquer quelle est la plus lente ou la plus rapids deux étapes.

1.7 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons détaillé I'analyse rdesltats expérimentaux qui seront
présentés dans les chapitres suivants. Tous lekatésprésentés par la suite sont enregistrés avec
un taux de comptage choisi pour avoir un minimunfailsses coincidences. Néanmoins, on ne
peut pas toujours s’affranchir des fragmentatioredpites par collisions avec le gaz résiduel.
Dans la suite, nous faisons en sorte de filtrercolisions le plus possible.

Les diagrammes de corrélation nous fournissent mbiantes informations concernant la
dynamique de fragmentation du systeme. Les diagesmi¥iy;, v, permettent de vérifier si les
fragments détectés sont issus d'un processus dgndraation direct ou séquentiel. Les
diagrammes Nyt — t,) permettent, avec l'aide du programme de simulatie déterminer les
masses des differents canaux de fragmentation tdéteSur un diagramme N\ — t), la
projection sur l'axey, des évenements enregistrés avec la zone polaisé@hamp électrique

permet de mesurer avec précision la constante mestale fragmentation associée au canal

12 0On ne peut pas utiliser la décroissance, eartelle est formée par une partie de la décnoisskée aux
deux neutres
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sélectionné si celle-ci est comprise entre 20 NS08t ns. La limite de résolution de 20 ns des
temps de fragmentation mesurés est due a I'élamisst temporel provoqué par I'énergie
cinétique relative des fragments (KER). Les cortstame temps allant de 500 ns a quelques
microsecondes sont estimées en comparant la qualgifragments produits a l'intérieur de la

zone polarisée a la quantité de fragments produiextérieur.

Une fragmentation séquentielle est traitée en ouilicidence et analysée uniquement si
'on peut séparer temporellement, ou suivant lenergie cinétique relative, les différents
fragments neutres associés a chaque évenemerteltitnde obtenue sur la masse des fragments
neutres est de I'ordre de 3%. Le programme de sitionl nous aide a déterminer les masses des
différents fragments émis, le temps global de fragiation associé a ce mécanisme et permet
dans certains cas d’estimer le temps de fragmenta$socié a chaque étape. Si on ne peut ni
séparer temporellement les fragments neutressadparer suivant leur énergie cinétique relative,

le mécanisme séquentiel observé ne peut étre a@nalys
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Annexe 1

On démontre ici la relation linéaire qui relie temps de vol des fragments neutreaut temps 1
de fragmentation dans la zone polarisée.

Electrode E, E,
Potentiel
. e (*) VI O
appliqué
L
(*) par rapport au !
potentiel de référence [’1
V= -2500 V. >
Remarque: V;<0 «— X,
v,
%0
>4k
mg m.”?
L
X : position de I'ion parent (my) Deéetecteur
=0 f avant fragmentation de neutres
t:temps
t=0 T-f

figure 11.26 : Définition des parametres nécessasrau calcul du temps de vq] tles fragments
neutres en fonction du temps de fragmentationde I'ion parent dans la zone d’interaction
polarisée par un champ électrique.

Les ions parents de masseg sont décélérés par la tension dppliquée entre les électrodesdE

E, séparées d’'une distanteCette décélération notgeest telle que :

(11.32) y=

mof

Au temps t = 0, les ions parents ont une vitesgeen %, lieu de linteraction ions-laser, situé 1

mm en aval de I'électrode; EqV, étant I'énergie des ions incidents avant la zalarisée

(11.33) Vxo = \/mioq (Vo Vi (f_%))

En intégrant 'équation du mouvement, on déternangosition x et le temps fde fragmentation

dans la zone polarisée.

1 1
(1.34) Xp = =2y T2 + v Ty = Tyvo (1 - EVV;Tf)
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On calculevl T = 4,46.1072 (pour V; = 400 Volts, \ = 5 kVolts, m = 205 umaf = 12 mm,
X0

Xo =1 mm et T= 200 ns). Donc VL T; « 1.
x0

On effectue un développement limité de I'équatibi34), a I'ordre 1 en T:
(1.35) Xs & VgoTr

Les ions ont une énergie cinétique initiale de 5000s. L'effet de la décélération (plusieurs
centaines de Volts) est donc négligeable sur lamte parcourue par les ions avant fragmentation
(quelgues mm).

Le temps de vol,tdes fragments neutres entre I'interaction lasdewt arrivée sur le détecteur
s’exprime par la relation ci-dessous ou le prertéeme est le temps de vol de l'ion parent avant
fragmentation et le deuxieme terme le temps ddilma@ d’un fragment neutre formé jusqu’a son

arrivée au détecteur (distance L parcourue, environ) :

L—Xo— L—Xo— 1
(11.36) ty = Ty ARy (L) (1_LTf>

- YTs+ v v
Y1t Vxo X0 Vxo

De méme, on effectue un développement limité adtorl en T et on remplace ¢xpar
I'expression obtenue équation (11.35) :

(11.37) ta~ Te+ (2 -Tp) (1+ -~ T;)

Vxo

On obtient I'expression suivante poprd I'ordre 1 en :

(11.38) ty ~ X0 g XX g

2
Vxo Vxo

Ce qui nous permet d’exprimer @n fonction degt

2
o V0 Vo
(11.39) T~ —204 -2,

De méme montrons qu’il existe une relation linéardgre le temps de fragmentation &t la

position d’arrivée yd'un fragment ionique de masse m

Dans le chapitre précédent nous avons établi &ioal suivante qui existe en gt v, la vitesse
des ions fragments a I'entrée de I'analyseur é@statique :
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vzmih

(11.40) Vi = qua — Ygalion

avec h: hauteur de l'analyseur y:Vtension appliquée a I'analyseur gyn: distance entre
I'entrée du faisceau incident au niveau de l'arallyst le centre du détecteur d’ions.

bY

Nous allons chercher & exprimef en fonction du temps de fragmentation Te champ
électrigue est constant entre la sortie de la zdieteraction et I'entrée de l'analyseur
électrostatique. La vitesse du fragment ioniqua sotie de la zone d'interactiofnsykie) €st donc
égale a celle qu’il a a I'entrée de l'analyseurctlestatique ¥anay NOus devons donc exprimer
Vissoriiey €N fonction de Ten tenant compte de la décélération de I'ion gagewle I'ion fragment

dans la zone d’interaction.

Electrode E, E,
Potentiel
appliqué ) vl ) 0
=) par rapport au < l >
potenticlderéférence
Vo = -2500 V. «— X
Remarque: V;<0
—>
V. .
i(sortie)
,,,,, > > > N
Mgy m;
X : position de I'ion parent (my)
=0 X; avant fragmentation en Xg
. X;:position de I'ion fragment (m;) dans la
X; E X X, zone polarisée, exprimée en fonction de x;
! t:temps
t=0 Tf Tsort'le

figure 11.27 : Définition des parametres nécessasrau calcul de la position;yles fragments
ioniques en fonction du temps de fragmentatiopde I'ion parent dans la zone d’interaction
polarisée par un champ électrique.

Reprenons l'équation du mouvement de lion pareahsdla zone d’interaction (I1.34) et
exprimons, sans négliger la décélératiop,el fonction de ¢ position de l'ion parent apres

interaction laser:

(1.41) T = i(vxo — V3 — 2y Xf)
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(1.42) Ve = —YTr + Vyo = V3 — 2Y Xt

Le fragment ionique de masse @st produit dans la zone polarisée g(0x x; < £ - Xg) avec une

vitesse y. Ce fragment ionique subit ensuite une décélératitelle que :
(11.43) yi=4a

On en déduit les équations du mouvement de ce &agionique :

(1.44) v; = =Yt + v¢
(11.45) X = —=yi 2+ Vet + X
Donc
1
(”46) t= z(Vf — \/sz — 2yi(xi - Xf))

A la sortie de la zone d'interaction, en Xif= Xo, t = Tisortie) €t Vi = Vi(sortiep I'€quation (11.46)

devient :

1
(11.47) Tsortiey = - (Vf - \/V? —2yi(f — %o — Xf))

(11.48) Vi(sortie) = —VYil(sortie) + V£ = \/sz — 2yi(f — X — Xg)

L’équation (I1.42) donne I'expression de en fonction de ¢ puis a l'aide du développement
limité x¢ = vy, Tf, ON peut exprimer;¥orie) €N fonction de .
(”-49) Viz(sortie) = V)%O - ZYi(L - XO) + Z(Yi - Y)VXOTf = Viz(ana)

En insérant la relation ci-dessus dans I'équatibAQ), on définit y en fonction de fpuis T en

fonction de y:

ih
(11.50) yi = (vio — 2vi(L — Xo) + 2(vi — ¥)VxoTp) ?7 ~ Ygalion
_ 1 YgaliondVa 2 . _ q—Va g
(1.51) Tf = v < mh Veo + 2v;(L Xo)) + PYeNA———
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Annexe 2

Elargissement en y
L’énergie cinétigue Ed’'un fragment ionique de masseg est de la forme :
_1 2 _ 1 2 _1 2,1 2
(”52) Ei = EmiVi = Emi(VO + ’Ui) = EmiVO + Emivi + miVOvi

Avec V, la vitesse de l'ion fragment dans le référentiel ldboratoire, v sa vitesse dans le
référentiel moléculaire etoMa vitesse de I'ion incident dans le référentiellaboratoire. Le terme
en ¥ et négligeable devant celui ep?VLe terme en W; représente un effet amplificateur d0 au

KER. C’est cet effet amplificateur qui provoquddgissement observé en y

Effet du KER sur I'élargissement en y

. e , . . . . . 2E;h
La position y est définie par I'expression suivante, démontriéeltapitre | 1y; = qTL — Ygalion-
a

Par différentiation , on obtient :

2h
(11.53) Ayi = 2 % AE;

On définit la variation d’énergidE; due au KER comme la difféerence maximale d’éneggie
I'entrée de I'analyseur électrostatique entre dens de méme nature émis a I'extérieur de la zone

polarisée :
1
(1.54) AE; = -my[(vo + v)? — (vo — v)?] = 2mwev;

On introduit I'expression ci-dessus dans I'équati®inb3) en remplacant ovet i par leurs

. p p . 2 Eqy 2 KER my, .
expressions démontrées au chapitreyl= — ety; = ———, Ce qui nous permet de
0 0 i

définir I'élargissemeniy; di au KER :

(1.55) Ay; = o% B KER M

qVa mg

Application numérique et comparaison aux résubarimentaux

On calculeAy; pour : h = 152.9 mm ; V= 2290 Volts ; k= 5000 Volts ; m= 319 uma ; m=
245 uma ; m= 74 uma ; dans le cas d’'un KER de 100 mV et &K&R de 50 mV. Les résultats
du calcul sont présentés dans le tableau Il.4aBledu présente également la valeur de la largeur
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a mi-hauteur donnée par la modélisation des résuttgpérimentaux présentés figure 11.13(a) :
FWHM = ¢*2.35. Ici, 6 = 15 ns donc FWHN,) = 35 ns. On utilise la relation linéairel; =
9.18*Ay;, établie a I'aide de I'expression (11.51) de I'axe 1, pour calculekT; (ns) en fonction

deAy; (mm) ou inversement.

Pic y;
AyY; AT
Calcul pour KER =100 mV 5mm 46 ns
Calcul pour KER =50 mV 3.6 mm 33 ns
Mesure expérimentale 3.8 mm 35ns

tableau 11.4 : Comparaison de I'élargissement duwcpy des résultats expérimentaux de la figure
[1.13(a), page 102, a I'élargissement calculé paum KER de 100 et 50 mV a partir des mémes

données expérimentales.

L’estimation de I'élargissement de la distributidtyy due au KER est en bonne concordance avec
le résultat expérimental. Certes la comparaisostipas totalement rigoureuse. En effet, le calcul
présenté ici n'a été effectué que pour une sedkurvalu KER (50 ou 100 mV) et ne tient pas
compte du fait que le KER est une distribution daRK L'élargissemeniT; associé reproduit

cependant assez bien le résultat expérimental deeml& modélisation (FWHM = 35 ns).

Elargissement en ¢
Ici on considere plusieurs incertitudes : I'élasgisent enytlié au KER, a la largeur temporelle et

a la largeur spatiale de I'impulsion laser.

Elargissement dy ti€ au KER :

L’élargissementAt, di au KER correspond a la différence maximaleeaeps de vol de deux
fragments neutres émis. On considére une distanpartourue, L~ 1.025 m, allant de la
l'interaction laser dans la zone non-polarisée yleq détecteur (trajectoire de vol libre dans une

zone sans champ) :

2Llvy, 2Lvp

Ug— ‘I}%_ - Ug(l— (v_n)Z)
vo

(11.56) Mty = |L (=== )| =

Vo+ Un Vo— VUn
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Vp est vitesse d’'un fragment neutre exprimée daréféeentiel moléculaire eVa vitesse de I'ion
initial exprimée dans le référentiel du laborato®mme y « v, on effectue un développement
limité en /v afin d’exprime I'équation (11.56) a*lordre en y:

(11.57) At, ~ v,

Vo

. )z . . 2KERm; 2E
On insere dans I'équation ci-dessus les expressieng et w, v, = / —— fety, = /m—" , ce
0 n 0

qui nous permet d’exprimer I'élargissement di au KER:

_ 2 KERmy m;
(11.58) Atn—L/ px /mn

Pour' un KER de 50 mV, on at, = 215 nset pour un KER de 100 mV, onAd, = 304 ns
calculés avec L =1.025 m ,E 5000 eV ; rg= 319 uma ; = 245 uma ; m= 74 uma..

Elargissement dy, tié au recouvrement entre I'impulsion laser gbdguet d’ions :

Ce point a déja été discuté dans le paragraphe,ligage 86. Ne connaissant pas la largeur
temporelle du paquet d’ions au niveau de la zometedaction polarisée, dans cette partie de
'expérience il est impossible d’évaluer cette cimittion sur I'élargissementt,. On sait juste que

cet élargissement provoqué par le recouvrementdsshgdes paquets d’ions avec les impulsions

laser, est inférieur a I'élargissement total ob&éexpérimentalement ep t

Elargissement dy, tié a la largeur spatiale de I'impulsion laser :

On considere un faisceau laser de diamétre 0.5n&an10On calcule le temps; This par un ion

parent pour fragmenter a la distance d. Cetterdist@st comptée par rapport@=x1 mm, dans
une zone d’interaction de longuefi= 12 mm polarisée par un potentiel. \En reprenant les
éguations du mouvement de I'ion parent donnéesthutdie I'annexe 1, (11.34) page 121, on en
déduit :

(11.59) d=—2y T + vy Tt

1 Ces applications numériques sont effectuées ¢dURMKSA avec 1 eV = 1.60BJ et 1 uma = 1.66E kg
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\% 2 -
avecy = ;‘1—(;, etvyy = \/m—oq (VO +V; ( fXO))

L’équation (11.59) du second degré pour exprimend présente gu’une solution correspondant a

la réalité de notre expérience :
1
(11.60) T = ;(VX0 - 2yd)

On calculey = 2.04.10 m.s? pour \; = 810 Volts, rg = 319 uma ef = 12 mm et on calculéy=

5.89.1d m.s'. On trouve donc une valeAfT; = 8 nspour un faisceau laser de diamétre d = 0.5

mm etAT; =17 nssid =1 mm.

Résumé des différentes applications numériguesreparaison aux résultats expérimentaux

Le tableau II.5 présente la valeur de largeur dauiteur obtenue a partir de la modélisation du
résultat expérimental de la figure 11.13(b), pag®,louc = 12 ns. Toutes les applications
numériques effectuées sur I'élargissement,esoht résumés dans le tableau I.5. On utilise la
relation linéaireAT: = 0.171%At,, établie a I'aide de I'expression (11.39) de I'axe 1, pour

calculerAT; (ns) en fonction dat, (ns) ou inversement. La valeur ainsi calculéaretiguée en

italique.
Pic t,
At, AT,
Mesure expérimentale 165 ns 28 ns
Calcul pour KER =50 mV 215ns 37ns
Calcul pour KER =100mV 305ns 52 ns
Largeur temporelle de l'impulsion laser <165ns <28ns
Largeur spatiale du pointfocald = 0.5 mn 45 rs 8 ns
Largeur spatiale du pointfocald =1 mm 100 ns 17 ns

tableau I1.5 : Comparaison de I'élargissement ducj des résultats expérimentaux de la figure
11.13(c), page 102, a I'élargissement calculé paun KER de 100 et 50 mV et pour une largeur

du point focal de 1 et 0,5 mm, a partir des donnégpérimentales de la figure 11.13(c).
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Les estimations des élargissements calculés pauKBE® de 50 mV et 100 mV correspondent
respectivement a des élargissements tempatglde 200 et 300 ns. Ces valeurs sont |égerement
supérieures ant, donné par la modélisation expérimentale, de 165 &<alcul effectué pour le
KER ne tient pas compte du fait que cette énergiétique est répartie sur 'ensemble des
fragments détectés. Le KER n’est pas traité engaatdistribution, ce qui explique pourquoi cette

valeur calculée est supérieure aux résultats expétaux.

bY

Nous avons calculé différentes composantes quiriboent a |'élargissement en,. tEn
considérant que chacune de ces incertitudes egtistindution gaussienne, les valeurs présentées
dans le tableau I.5 sont considérées comme é@guited a la largeur a mi-hauteur (FWgMle
chaque distribution. La largeur & mi-hauteur dgdassienne qui exprime I'élargissement total en

At, est donnée par la relation :

(11.61) FWHM = /zi FWHM?,.

D’apres la relation (11.61) et les résultats dul¢al 1.5, nous en déduisons que la contribution de
la taille du point focal sur I'élargissement totAt, est négligeable par rapport a l'effet
d’élargissement provoqué par le KER. Cette inforomahous indique qu’il n’est pas nécessaire de
focaliser plus le faisceau laser pour espérer gagnaésolution temporelle. Les paquets d’ions
possédent une taille transversale de 0,5 mm a M&léfinie par la taille du diaphragme utilisé a
I'entrée de la zone polarisée. En focalisant pilbsnhent que sur 0,5 mm, on risque de diminuer le

recouvremenspatialentre le laser et les paquets d’ions.

Comme le KER reproduit a lui tout seul I'élargissgrmexpérimental observé, nous en déduisons
gue le recouvremertemporelentre les paquets d’ions et les impulsions lasetribue de fagon
mineure a I'élargissement total en €eci indique que la durée du paquet d’ions esh fplus
faible que la durée d’'une impulsion laser (200 hk)e mesure expérimentale est nécessaire afin

de vérifier quelle est la largeur du paquet d’iareet endroit du dispositif (cf § 11.3.2, page 86)

Conclusion

Dans le tableau 1.6 sont résumées les différerdat=urs d’élargissemenT; calculées en;yet en
t, (élargissement total qui prend en compte une lairde 0,5 mm pour le point focal), pour un
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KER de 50 mV et un KER de 100 mV. L'élargissement ali KER étant indiqué entre
parenthéses. Ces valeurs sont comparées a cetlagedédes deux modélisations de la figure
11.13.

Picy, Pict,
Calcul pour KER =100 mV 52ns 55 182 ns)
Calcul pour KER =50 mV 37ns 41 137 ns)
Mesure expérimentale 35ns 28ns

tableau 11.6 : Ce tableau présente les résultatgarus pour I'élargissememd T, du temps de
vol dans la zone d'interaction laser. Cet élargigsent a été calculé a partir des mesures
expérimentales (modélisation) dey; etAt, et de fagcon analytique, pour un KER de 100 et de 5
mV. L’élargissement T; présente ici a été calculé pour un élargissematat enAt, qui tient
compte a la fois du KER (contribution indiquée eptparentheses) et de la largeur du point

focal (calcul effectué uniquement pour d = 0,5 mm)

Les élargissements calculés sont cohérents avec déluits de la modélisation des résultats
expérimentaux. Nous constatons que le KER estilgipale source d’élargissement temporel sur

la mesure des temps de fragmentation.

Cet élargissement di au KER a été calculé et mgmunéd’autres systémes dans des conditions
expérimentales différentes. Il provoque, en moyenneslargissement temporel de 30 & 40 ns sur
le temps de vol {Ides ions dans la zone polarisée ainsi que sgolestantes de tempsnesurées.
Cet élargissement est de type gaussien. L'écagtdydonné par la modélisation (cf page 102)
représente le temps de montée de cette gaussiéahécart-type est de I'ordre de 15 a 20 ns, en
moyenne. Cela définit la limite de résolution desistantes de temps mesurées a partir les

décroissances expérimentales getyen
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CHAPITRE Illl. Comparaison de la photofragmentation du Tryptophane
protoné isolé et solvaté par un éther-couronne

Seuls trois des acides aminés du vivant préseateshromophore capable d’absorber
le rayonnement UV. Il s'agit de la Phénylalaning, Tlyrosine et le Tryptophane. Le
Tryptophane (Trp) est le plus étudié a cause def@drrendement de fluorescence dans ce
domaine spectral [1]. La molécule de Trp est priggenur la figure Ill.1. Sa chaine latérale
est composée du chromophore indole. En nomencldtlPAC [2] on utilise des lettres
grecques pour désigner les différents hétéroatateda chaine latérale d’un acide aminé, la
lettre oo étant attribuée au Carbone de la chaine peptidiqupiel est attachée la chaine
latérale. Les mécanismes de fragmentation de ikohiaG-Cg du Trp-H sont un des points
importants de ce chapitre. Des calculs ont monieélg site de protonation privilégié du Trp

en phase gazeuse comme en phase liquide est lenkhade la chaine peptidique [3-5].

(a)

36

Log(e)

TRYPTOPHAN

28 F

240 260 280 300
Longueur d’onde (nm) pH

w
N
T
durée de vie de fluorescence (ns)

figure Ill.1 : Molécule de Tryptophane protoné ; ggutre (a) : spectre d’absorption du Trp
en phase liquide ; spectre (b) : évolution de laréle de vie de fluorescence en fonction du
pH pour le Trp en solution a 18°C.
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Le Trp est un marqueur fluorescent naturel prédant les protéines [1]. Des cellules
malignes et des cellules saines ne présententepaine profil de fluorescence [6, 7]. La
compréhension des mécanismes de fluorescence peuketre d'améliorer son efficacité
pour la détection de cancer [8]. Pour cela, il fenutt d'abord comprendre les mécanismes

photo-induits qui ont lieu au niveau de la molédstdée.

Le temps de vie de fluorescence du Trp et son sittewvarient de plusieurs ordres de
grandeur quand le pH varie (figure 1ll.1). Dangd@maine des faibles pH quand le Trp est
protoné, les processus non-radiatifs predomineptH1 Shizukaet al. [9] ont montré que
l'intensité de fluorescence augmente de facon Bogitive quand le Trp est complexé avec un
éther-couronne. Cette observation suggére queolgpgrammonium joue un réle clé dans le

déclin radiatif du Trp.

Dans ce chapitre, apres avoir présenté |'état dartl’en ce qui concerne la
fragmentation du Trp-H nous détaillons les mécanismes de fragmentafiéoifiques UV du
Trp-H™ mis en évidence avec notre dispositif. Puis nauss nntéressons a l'influence d’'un
éther-couronne sur les mécanismes de photofragiemtdu Trp-H. Ces résultats obtenus
sur la molécule isolée et solvatée par un éther@one sont comparés aux résultats obtenus
par I'équipe danoise d’Aarhus. Ce paralléle effécantre nos deux types d’expériences nous

a permis d’évaluer I'énergie interne des molécujae nous étudions.

I1l.1 Etat de l'art des connaissances sur la fragmentatiodu Trp-H *

L'étude de la fragmentation d’acides aminés en @lgazeuse, par différentes méthodes
(CID, ECD, UVPD, IRMPD...), a permis de mieux compemles propriétés énergétiques de
ces molécules qui sont les briques élémentairesvdunt. Chaque méthode de fragmentation
apporte un type particulier d’'information que legras méthodes ne fournissent pas. Toutes
ces méthodes de fragmentation sont donc compléiresita

Dans cette premiére partie nous présenterons lesanigmes de fragmentation CID du
Trp-H' puis la spectroscopie UV trés particuliére du FHp-qui s’explique par la nature de
ses états excités. Ensuite nous comparerons lesfpiigments UV du Trp-Hobtenus par
spectrométrie de masse tandem a ceux observésatredispositif expérimental.
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La fragmentation du Tryptophane-Kim/z 205) a d’abord été étudiée par CID [3, 10-
12]. Les mécanismes correspondants ont été égmblispectrométrie de masse tandemMS
et par échange Hydrogene / Deutérium. Le mécanisfeagmentation proposé par El Aribi

7
. -CH,CO Y

et al.[12] est présenté figure II1.2.

+‘|’“—‘|l—°“ — m/z 146
CH,
CH,
-NH 7 T~ |
o 3 CH
k | / HN €0,
H3N—(‘:H—C—OH
CH, m/z 188 H}“
"
7
m/z 144
HN H2N+= TH
m/z 205 -(H,0+C0) e _HCN oty
Z E—
HN HN
m/z 159 m/z 132

figure 111.2 : Mécanisme CID/MS' du Trp-H" proposé par El Aribi et al [12]

Avant d’évoquer les résultats obtenus par photaiegation UV (UVPD) du Trp-H
il est nécessaire de s’intéresser a la spectrascdpi de cette molécule. La différence
observée entre le spectre UV trés large du TrgsH 13, 14] et celui bien structuré du Trp
neutre [15-19] (figure 111.3) a suscité de nombesusnterrogations sur la nature des états
excités de ces molécules. De fagon surprenantspdetre UV du Trp-H reste trés large

méme pour des expériences effectuées avec desutesléefroidies a quelques Kelvin [14].

(@) : image extraite de l'article de O.V. Boyarlghal., J Am Chem Sd28 2816 (2006)

(b) : image extraite de l'article de F. Piuzziadt, Chem Phys Le820 282 (2000)

figure 111.3 : spectres UV : (a) du Trp-H a moins de 10 K [14] ; (b) du Trp neutre a 485 R0|
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L'élargissement spectral observé pour le TrpaHté expliqué par la présence d’un état
excité dissociatif a trés courte durée de vie (ds)0spécifique du Trp-Het absent pour la
molécule neutre correspondante [21]. Kaatgal. [22] ont suggéré qu'il s'agissait d'un état
excité de symétrieo*, dissociatif le long d’une liaison N-H de 'ammiam (-NHs") du Trp-

H*, conduisant a la perte d’'un atome d’hydrogénelatpioduction de I'iorm/z204. Cet état
TIo* est représenté sur le diagramme d’énergie patiémtie la figure 111.4. L'étatut est I'état
fondamental et I'étatoe*, I'état excité optiquement actif du Trp-HLa présence de I'éta*

du Trp-H a été mise en évidence par des expériences pampe-®ffectuées avec des

impulsions laser femtoseconde, complétées paralesls ab initio [22-27].

Trp + H*

Energie

Trp** + H*

>
Distance N-H

figure 111.4 Représentation schématique des courbénergie potentielle de TrpHsuivant
la coordonnée NH

Parmi les mécanismes de photofragmentation UV dp-Ht on observe des
fragmentations induites dans I'état excité commpdde de H(figure 111.4) mais également
des fragmentations qui se produisent aprés comwvelsiterne vers I'état fondamental et
redistribution vibrationnelle de I'énergie. Ce deume type de mécanisme induit des

fragmentations semblables a celles observées erfiglde 111.2).

Talbotet al.[13] ont étudié la photofragmentation UV du Trp-par spectrométrie de
masse tandem M3wvec un laser & 266 nm. Ces résultats sont réssuméa figure 111.5. Ils
ont montré que le radical cation Trgm/z 204) produit aprés perte dé€ st instable et se

désexcite en produisant un fragmemtz 130. L’'ion m/z 204 et son fragment consécutifz
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130 qui ne sont pas observés en CID sont des fragnspécifiques de la photodissociation
UV du Trp-H'.

HZN—CH—(,I—OH -NH,CHCOOH CH,

CH, >
7 Hg_
HN
m/z 130
CH=
H [
/ m/z 204 +CH
7z
H,0 HN
o +
+ o ﬁ" m/z 170
HstTH*C*OH CH—C—OH ci
o, -NH, L, -CH,CO
_— 7
7 7 W
HN
HN m/z 146

m/z 205 CHy
L

CHy \

-(H,0+CO) HN

+ +

HZN:TH -HCN Hk /z 144
m/z
CH, / +
m/z 132
7 /:
HN \ CH,
-NH,CH
m/z 159 \
HN
m/z 130

figure I11.5 : Résultats UVPD obtenus pour le Trp-H(m/z 205) par M$[13]

Talbot et al. [13] ont également observé en UVPD des fragmaigsatiques a ceux
obtenus en CID, non-spécifiques UV, tels les imiz188 etm/z159 et leurs ions consécutifs
(m/z 144, m/z 146, m/z 132...). On suppose que ces ions sont produitssadistribution
vibrationnelle de [I'énergie dans [I'état fondament&8uivant la quantité d’énergie
vibrationnelle présente dans le systéme, on pewtrirowu pas certains canaux de
fragmentation. C’est pourquoi on suppose que ce en@@canisme est a l'origine des ions
m/z 170 consécutifs aux ioms/z 188 et des iong1/z130 consécutifs en/z159 (figure 111.5)

bien qu’ils n'aient pas été observés par El Aeibal.[12] en CID.

Notons sur la figure II.5 la présence de deux sae production de I'iom/z 130. Ce
fragment est, soit consécutif de lian/z 204 induit dans I'état excité et spécifique de la
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photodissociation UV, soit consécutif de I'ion/z 159 induita priori aprés redistribution

vibartionnelle dans I'état fondamental et non-sfigee UV.

Les résultats obtenus sur la photofragmentation duVTrp-H avec notre dispositif

expérimental sont présentés dans le tableau Il1.1.

Rupture | Rupture | Pertede | Pertede Fragmentations
C,-Cg C,-Cg NH, H,0+CO| auxtempslongs
[W + H]* | fragments ioniques 130* 132+ 188* 159+ 130* 146+ - 144+
m/z205 | nombre d'étapes 1 1 1 2 2 2
constante detemps| 20 ns 20 ns 20 ns 20 ns >>1us >1us
probabilité relative 5% 15% 13% 10% 15% 42%

tableau Ill.1 : Résultats obtenus avec la zone pidée sur I'expérience ARC-EN-CIEL

pour la photofragmentation UV du Trp-H(m/z 205).

Nous présentons ici uniquement les résultats obtesru coincidence avec la zone
polarisée pour le Trp-H Les résultats obtenus avec le pieége électrostatipnt présentés

dans la suite de ce chapitre.

Dans le tableau Ill.1, remarquons la présence d'infz 188 (perte de NkJ, m/z 159
(perte de HO+CO) ainsi que deux canaux de fragmentation coni$€@ la perte de NH
m/z144 etm/z146. On retrouve ici des résultats similaires axaglotenus par Talbadt al.
[13] et El Aribiet al.[12]. Nous supposons donc qu’il s’agit de fragnaéinhs induites aprés

redistribution vibrationnelle de I'énergie dangd&fondamental.

Notons par ailleurs que les iongz130 etm/z132 observés avec notre dispositif, sont
produits en une seule étape, en 20 ns, contraitesrésultats de Talbet al.[13] ou ceux
sont des fragments secondaires de Il 159. Il ne s’agit donc pas du méme mécanisme de
fragmentation que celui présenté sur la figur®IIlNotons par ailleurs la présence d’'une autre
voie de fragmentation pour I'ilom/z 130 avec un temps de fragmentatior> 1 pus. Ces
canaux de fragmentation sont relatifs a des fragmtiens induites dans ['état excité,

spécifiques UV. Leur analyse est détaillée dampsalagraphe suivant.

Les expériences en coincidence réalisées avespediiif ARC-EN-CIEL ont fourni de
nouvelles données permettant de mieux comprendreblée des états excités dans les

mécanismes de photodissociation du Tip28-30].
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[11.2 Mécanismes de fragmentation dans I'état excité duryptophane
protoné

Les études MS de spectrométrie de masse tandem, pour des sass@érimentales, ne
permettent d’observer et de sélectionner que &gientations ioniques qui ont une durée de
vie supérieurea la microseconde. L'expérience ARC-EN-CIEL, dédi I'étude de la
photofragmentation UV, permet de mettre en évideteefragmentations rapides ayant une
constante de temjsférieurea la microseconde. Nous allons voir que, dansseda Trp-H,
cette échelle de temps a permis d’observer desmsfcas de fragmentations initiées dans

I'état excité, qui n’étaient pas visibles par M38-30].

Ces « nouveaux » mécanismes, mis en évidence atrecdispositif, correspondent a la
production en une seule étape des fragments ionigEl30 etm/z132 du Trp-H. Ces ions
sont produits par rupture de la liaisopr@Cg qui relie la chaine peptidique et la chaine l&éra
du Trp-H (cf figure 1ll.1), la charge ionique étant situéar lindole. L’ion m/z 130
correspond a une simple rupture de la liaisgrCgtandis que Iionm/z 132 nécessite, en

plus, un transfert d’hydrogene et de proton auauvee I'indole.

Nous présenterons tout d’abord I'analyse des cardeitragmentation m/z 130 et 132
du Trp-H observés avec notre dispositif expérimental. Langaraison des fragments
produits par rupture de la liaison &Cz du Trp-H, de la Tyr-H et de leurs dérivés
décarboxylés nous a permis d’émettre des hypothpse® a la nature des états excités mis
en jeu dans ces fragmentations. Aprés présentaesnétats excités calculés pour le Trp-H
nous exposerons le mécanisme de fragmentation tiéias excité proposé pour cette

molécule.

11.2.1  Analyse des canaux de fragmentatiom/z 130 etm/z132 du Trp-H*

Les résultats obtenus en simple coincidence (Xidnneutre), pour les ioma/z 130,
m/z131 etm/z132 du Trp-H sont présentés sur la figure 111.6. Le diagramntg,N — t,) de
la figure 111.6.(a) a été enregistré avec la zometeraction polarisée par un champ électrique.
Cela permet de mesurer le temps de fragmentatiorchdeue canal observé. Sur ce
diagramme nous avons indiqué la masse correspoadardque contribution observée. Nous
avons également indiqué quels sont les tempst(} et les positions;yqui correspondent a

des fragments produits a I'intérieur et a I'extéride la zone polarisée.
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figure 111.6 : (a) diagramme N(y, t — t,) de simple coincidence enregistré avec un champ de
250 Volts pour les ions m/z 130 et 132 du Trp{h/z 205). Les fragments produits a
I'intérieur de la zone polarisée sont indiqués paes carrés et ceux produits a I'extérieur
par des cercles. Diagrammes (b), (c) et (d) : demmes N(¥, V.n) aSSOCIéS aux
contributions intérieur de I'ion m/z 132 (b), inté&ur de I'ion m/z 130 (c) et extérieur de
I'ion m/z 130 (d). Les traits pointillés rouges aespondent aux pentes théoriques attendues

pour des mécanismes de fragmentation en une setdpe

Les trois structures en bas a droite du diagramiyetN- t,) indiquent un mécanisme
tres rapide de production des ion&Z130,m/z131 etm/z132 (intérieur de la zone polarisée)
L’'ion m/z 131 est observé avec une intensité trés faiblerg@port aux deux autres. En
revanche pour le fragment ionique/z 130, et seulement pour celui-ci, on retrouve une
seconde contribution, en haut et & gauche du diageaN(y t — t,) qui correspond a un long
temps de fragmentation> us (extérieur de la zone polarisée). La forme admtributions
« intérieur » des ion/z130 et 132 indique que leur temps de fragmentatiest inférieur
ou égal a la limite de résolution de 20 ns. Sutidggramme N(y t — t,), notons qu’il n’y pas
de «trace » reliant les deux contributions, leeterapide, de l'ionm/z 130. Comme le

mécanisme rapide de production de I'ion fragnmart 130 est terminé en 20 ns, la seconde
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contribution, lente, de Ilorm/z 130 ne peut qu’étre associée a un autre meécaniEme

fragmentation, trés probablement séquentiel

Si on suppose que la contribution « extérieureso@ée aux ionm/z130 est produite
par un mécanisme seéquentiel, la positipdeycette contribution indique que la masse de l'io
doit étre trés proche de celle de I'ion parentz205). Le premier neutre émis, associé a cette
fragmentation séquentielle doit donc étre tresrléBéapres les résultats du programme de
simulation, les positions; et (t - t,) sont tout a fait compatibles avec le mécanisnmsenie
par Talbotet al. [13] : formation d’'un radical catiom/z 204 par perte d’hydrogéne puis

fragmentation sur des temps longs du radical cagaum former I'ionm/z 130,

Le diagramme N(y, vzn) associé a I'iorm/z 132 (figure Il.6.b.) présente une structure
linéaire de pente -gm; = -73/132. Ce fragment est donc formé par un méoandirect, en
une seule étape, contrairement au mécanisme olbd@ngdes expériences CID [12] et UVPD
MS" [13]. Rappelons que dans ces expériences hdn132 observé est issu de la perte
successive de 4@, CO et HCN. Nous n’observons pas ce mécanismaeségl pour l'ion
m/z 132 qui doit intervenir a des échelles de temps plungues que notre fenétre de

détection.

Le diagramme N(¥, V) associé au mécanisme rapide de production de rfikz 130
(figure 111.6.c.) présente également une structliméaire, de pente -75/130. Il s’agit, la
encore, d’'un mécanisme en une étape, différentldes mécanismes observés par Takiot

al. [13] ou I'lon m/z130 est produit par fragmentation de l'ioviz204 et de I'iorm/z159.

Le diagramme N(¥, V;;) associé au mécanisme lent de production de hwn130
(figure 111.6.d.) est brouillé par la présence adlisions avec le gaz résiduel. La contribution
centrale de ce diagramme N(w,,) est trop large pour qu’il s’agisse d’une fragnagion
directe mais semble s’aligner sur la droite de @ent/m; = -75/130. Ceci est cohérent avec

un mécanisme séquentiel ou la premiéere étape pstta d’hydrogéne.

Les ions m/z 130 et 132 du Trp-lBroduits en une étape a lintérieur de la zone
polarisée n'ont pas été observés en CID. Ces deéganismes directs sont donc des
mécanismes spécifiques de I'UVPD. Rappelons qperie de H (m/z 204) du Trp-ket la

production consécutive du fragment m/z 130 soneégant spécifiques a 'UVPD.

141



11.2.2  Rupture de la liaison G-Cg du Trp-H™, de la Tyr-H" et de leurs dérivés
décarboxylés

Afin de mieux comprendre le mécanisme de rupturadiaison G-Cg conduisant a la
production des ions1/z130 etm/z132 du Trp-H, une étude comparative a été effectuée avec
notre dispositif sur les acides aminés Trp-et Tyr-H (Tyrosine-H) et leurs dérivés
décarboxylés (sans groupement —COOH), la Tryptasdinet la Tyramine-H [30]. Nous
avons comparé les ions produits par rupture deisoh G-Cg pour ces quatre molécules.

Ces molécules sont représentées sur la figure 111.7

Trp-H* Tryptamine-H* Tyr-H* Tyramine-H*
m/z 205 m/z 161 m/z 182 m/z 138
i i
*HzN—CH-C—OH *HaN—CH, *HsN—CH-C—OH *HaN—CH,

| | | |
CH, CH, CH, CH,
/ /
HN HN
OH OH

figure 111.7 : Molécules de Trp-H, Tryptamine-H, Tyr-H* et Tyramine-H

Pour ces quatre molécules, nous présenterons tabbdl les résultats obtenus avec le

piege électrostatique puis ceux obtenus avec la donteraction polarisée.

111.2.2.1 Rupture G-Cg consécutive a la perte de H

Comme nous venons de le voir, I'ien/z 130 peut étre formé par un mécanisme en
deux étapes dont la seconde étape est lente. Nouas étudié ce mécanisme, pour le Trp-H
et la Tyr-H, en photo-excitant ces molécules dans le pieégearégtatique. Le pieége est plus
adapté a I'étude des mécanismes qui ont des lengsstde fragmentation. De plus, pour des
raisons techniques, la perte d’hydrogene ne pesitéha étudiée par des expériences en
coincidence (la position d’arrivée de l'ion fragrhest trop proche de celle de l'ion parent).
Les résultats obtenus avec le piége électrostatjpue le Trp-H et la Tyr-H, sont présentés

sur la figure 111.8.
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figure 111.8 : Résultats obtenus par photofragmertian dans le piége électrostatique.
Spectres (a) et (d) : soustraction des spectretedgs de vol des neutres enregistrés avec et
sans laser pour le Trp-Het la Tyr-H' respectivement. Spectre (b) : enregistrements atec
sans laser (respectivement en rouge et en bleupd6™® période d'oscillation aprés
interaction laser pour le Trp-H. Graphique (c) : intégrale des pics du spectre if@)délisés
par une loi en 1/£°

La décroissance observée sur le spectre (a) dgueeflll.8 ne correspond pas a une
désexcitation lente de I'ion parent Trg-khais a un fragment ionique piégé, comme indiqué
par le spectre (b). Nous avons identifié ce fragmenique comme le radical cation Trp
(m/z204) issu de la perte de Hu Trp-H (cet exemple est traité au chapitre 1). Nous avons
mesuré un temps de fragmentation de 850 ps potnplé en modélisant l'intégrale des pics
du spectre (a) par une exponentielle décroiss@gpendant, si I'énergie avec laquelle est
émis I'atome d’Hydrogéne n'est pas définie, le catlication Trp posséde une distribution
d’énergie interne. Son temps de vie ne peut dors &ee modélisé par une simple
exponentielle. Le temps de vie de 850 us mesursignefie rien. Anderseret al. [31, 32]
proposent de modéliser par une loi en 1/t, le tedgpsgie des systemes dont I'énergie interne
est mal définie. En modélisant nos résultats erpEntaux suivant cette méthode, nous
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trouvons une loi en 11" (spectre (c) de la figure 111.8). Une puissanceésieure a 1 pour ce
type de modélisation indique que le systéeme ét(iig") a beaucoup d’énergie interne [31-
34].

Dans le cas de Tyr-Hle spectre (d) de la figure 111.8 indique qu’apiateraction laser
aucun fragment ionique n’'est piégé. Ni la perte Hleni aucune autre fragmentation
consécutive a la perte de H n’est observée poliyled™ photoexcitée avec un laser a 263
nm. Les résultats obtenus pour les dérivés décgidmxTryptamine-H et Tyramine-H,
etudiés dans le piege électrostatique ne sont iE@eMés ici mais sont identiques a ceux de
I'acide aminé correspondant. On observe la prodocti'un radical cation Tryptamifiea

long temps de vie et aucun fragment piégé n'estroiésdans le cas de la Tyraminé-H

Nous avons évoqué l'existence d’'un état exmd@ qui conduit a la perte de H pour le
Trp-H* (figure 111.4, page 136). Kangt al. [25] ont montré que cet étaw*, localisé sur le
-NH3" et dissociatif le long d’une liaison N-H, existgaéement pour les trois autres
molécules que nous avons étudiées. L'énergie pelientle cet état excité augmente avec le
potentiel d’ionisation (PI) de la molécule neutmerespondante [25]. Comme le Pl de la Tyr
(8.0 eV) est plus élevé que celui du Trp (7.2 BB, I'état excitéro* de la Tyr-H est donc
plus haut en énergie que celui du Trp-R7]. Il en est de méme pour leurs dérivés
décarboxylés. Ceci explique pourquoi on n'‘obsem lp perte de H pour les molécules Tyr-
H* (figure 111.8.d) et Tyramine-Halors que ce mécanisme est observé pour le Trfigtire

111.8.a) et la Tryptamine-H

[11.2.2.2 Expériences effectuées avec la zone polariséepanamp électrique

La fragmentation de la liaison, & a ensuite été étudiée dans la zone d'interaction
polarisée pour les quatre molécules Trp-Airyptamine-H, Tyr-H" et Tyramine-H. La
figure 111.9 présente les diagrammes N(y — t,) de simple coincidence enregistrés pour
chacune de ces molécules. La fragmentation deisoh G-Cs conduit a la production des
ionsm/z130, 131 et 132 pour le Trp-Ht la Tryptamine-Het des ionsn/z107, 108 et 109
pour la Tyr-H et la Tyramine-H. Notons que les diagrammes Nfy— t.) de la figure 111.9
ont été enregistrés avec la zone d’interactionrgggla par un champ électrique qui permet de
mesurer les constantes de temps de fragmentationadgie canal.
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figure 111.9 : diagrammes N(y, t — t,) enregistrés avec la zone d’interaction polarigess
un champ électrique illustrant la fragmentation £C; pour les molécules : (a) Trp-H (b)
Tryptamine-H'; (c) Tyr-H" et (d) Tyramine-H. Les fragments produits a 'intérieur de la

zone polarisée sont indiqués par des carrés et ganaxiuits a I'extérieur par des cercles.

Pertede H® m/z130 ou m/z 107 | m/z130 ou m/z 107 | m/z132 ou m/z 109
(T>>1 ps) (t<20ns) (t<20ns)
Trp-H* X X X X
Tryptamine-H* X X X
Tyr-H* X X
Tyramine-H* X

tableau 1ll.2 : Comparaison des résultats obtenuge le piege électrostatique a ceux

obtenus avec la zone polarisée sur la rupture dédegson G,-C4 pour les molécules de

Trp-H*, Tyr-H" et leurs dérivés décarboxylés
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Sur la figure 111.9, intéressons nous d’abord atagfentations produites a I'extérieur
de la zone polarisée. Pour le Trp; it mécanisme lent de production de I'mfrz130 { >> 1
us) est aussi observé pour la Tryptamine4Par contre on n'observe pas de mécanisme lent
(& I'extérieur) qui produirait des ioms/z107 pour la Tyr-H et la Tyramine-H (diagrammes
c. et d. de la figure 111.9). Nous avons vu précadent que la perte de’ ldst observée dans
le piege électrostatique pour les molécules deH'rpt Tryptamine-H et non pour la Tyr-H
et la Tyramine-H. Les diagrammes Ny V) (non-présentées ici) des contribution& 130
« extérieur » du Trp-Het de la Tryptamine-Hsont en accord avec une fragmentation
secondaire a la perte dé pbur ces événements sélectionnés. Cette hypotisés®nfirmée
par les résultats de spectrométrie de masse taddéralbotet al. [13] (figure I11.5). Nous en
déduisons que la perte dédii Trp-H et de la Tryptamine-Hest suivie d’une fragmentation
consécutive qui mene a la production d’'ian& 130 avec un long temps de vie (lié a la
stabilité du radical cation). Aucune perte dé mia été observée pour la Tyr-Het la
Tyramine-H ce qui explique I'absence d’ioms/z107 produits avec un long temps vie pour

ces deux molécules (cf figure 1.9 et tableaw2l)l.

En ce qui concerne les mécanismes rapides (cotniisu« intérieur » de la figure
[11.9), on constate que le fragment de plus faiblez (m/z130 ou 107) est présent pour les
acides aminés, Trp-Het Tyr-H et n'est pas produit pour les deux dérivés dégglbs. La
production rapidet(< 20ns) des ions/z 130 ou 107 peut étre corrélée a la présence du
groupe carboxyligue —COOH pour les deux acides é@sinaturels considérés. Les
diagrammes N(y, V.n) associés a ces contributions indiquent qu’il is’dfyin mécanisme en
une seule étape (non-présenté ici). L’absence sliiwa130 et 107 produits a I'intérieur de la
zone polarisée pour les dérivés décarboxylés, ggatement étre corrélée a I'absence du
groupement —COOH pour ces deux molécules. Des Isaitu initio ont montré qu’un
transfert concerté d’électron et de proton suradaxyle (-COOH) affaiblit la liaison £&Cg
du Trp-H [27, 30] et de la Tyr-H[30] et conduit & la production en une étape das/z
130 etm/z 107 pour ces deux molécules respectivement. Lapgimoent carboxylique des
acides aminés Trp-Het Tyr-H" est donc impliqué dans le mécanisme rapide deuptimh

des iongn/z130 et 107 en une étape.

Les fragmentsn/z 131 et 108 des molécules de Trp¢t Tyr-H de faible intensité ne
sont pas discutés dans la suite. Pour les quattécoles étudiées, des fragments « di-

hydrogéné »m/z 132 et m/z 109 sont produits a lintérieur de la zone poksisLes
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diagrammes N(¥, Vz;) (non présentés ici) associés a ces quatre cahbims « intérieur »
indiquent, & chaque fois qu’il s’agit d’'un mécanésen une seule étape. Des cal@ldsnitio
d’optimisation de géométrie dans I'état excité dp-H" et de la Tyr-H [27] ont montré
qu’un transfert de Hdu —NH" vers le cycle aromatique suivi d'un réarrangendente cycle
ont lieu sans barriére pour Trp-lt avec une barriére de 0.2 eV pour Tyr-He chemin
réactionnel global a uniquement été calculé poufrl@H" [29]. Le transfert de Hvers
I'indole est suivi d'une conversion interne lorslaguelle, soit le proton revient sur le —\H
entrainant un retour de la molécule vers sa gémnaéttiale, soit il reste localisé sur lI'indole
et conduit a un affaiblissement de la liaisopr@Q [29] Plusieurs minima de la surface
d’énergie potentielle de I'état fondamental condntsensuite a un transfert dé ters le
cycle aromatique et a la production d'un ¥z 132 en une étape [29]. La production rapide
en une étape des iongz132 pour le Trp-Het la Tryptamine-Het des ionsn/z109 pour la
Tyr-H" et la Tyramine-H est liée & la présence, pour ces quatre molécdlas, cycle

aromatique sur lequel il est possible de transigngd” et un H

Le paragraphe suivant décrit plus précisémentifésrehts états excités dissociatifs du
Trp-H accessibles en énergie dans nos expériencestaig®xXcités permettent d’expliquer
les différents mécanismes de fragmentation dealsoih G-Cg observés pour le Trp-Havec

notre dispositif expérimental.

111.2.3 Etats excités du Trp-H impliqués dans les mécanismes UVPD

Dans ce paragraphe, nous nous intéressons aualesbiholéculaires actives des états
excités du Trp-H qui induisent des fragmentations spécifiques efPDVGrégoireet al. ont
montré que I'énergie et l'ordre des états excitggent d’'un conformére a l'autre [21]. De
plus, suivant le conformére considéré, chaque étaité est décrit par une combinaison
d’orbitales moléculaires de base. Grégateal. [21] montrent cependant que les premiers
états excités du Trp-Hsont construits & partir d'un nombre restreintbitales moléculaires,
représentées sur la figure 111.10. Notons que, dessexpériences, les molécules étudiées ont
une énergie interne estimée entre 500 et 900 Kpédih donc supposer que les conforméres
considérés ont des formes étendues. Dans le cammfermeres étendus, les orbitales
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moléculaires qui composent chaque état excité gostlocalisées que pour des conformeres

repliés ou les orbitales sont fortement mélangées.

e- l’ |
e - 9,

]
\HN—CH-C-*OH

T* chatne

i
"H3N —CH—-C—OH
Laser CHa
|

uv O*NH3
A

2T
¢ i
{ Hahl5-CH-C—OH

.
== CHz

£

HN

. 9
HsMN —(EH-C —OH

Tindole T indole
HOMO

figure 111.10 : représentation de I'orbitale HOMO edes orbitales moléculaires actives des

états excités du Trp-Hqui induisent des fragmentations spécifiques UVPD.

L’interaction entre le laser UV et la molécule dg-H" correspond a I'excitation d’'un
électron de l'orbitale HOMO (orbitalet liante, localisée sur lindole). L'état excité
optiquement actif est un éta™* ou la densité électronique reste localisée sucyele
aromatique, dans une orbitale anti-liarm®;{i0). La production en une étape de l'ian’z
132 du Trp-H est liée a I'étatur et nécessite un transfert d€ dans I'état excité et un

transfert de Hdans I'état fondamental vers le cycle aromatique.

Il existe un étato*, proche en énergie de I'était du Trp-H' [27], composé d’'une
orbitale anti-liante au niveau des liaisons N-H ldgnmonium (@*\y3). L'interaction au
croisement des étatst* et Tio* permet un transfert de charg®iqoe VErso* s €t le passage
d’'un état excité a l'autre. La perte de H dansal'@ixcité est reliée a I'étab* et est suivie de
la production d’'un iom/z130 avec un long temps de viext> 1 us) dans le cas du Trp-H

Des expériences pompe-sonde [21] ont montré quperee de NH du Trp-H peut
avoir lieu dans I'état excité en compétition avectransfert de Hsur le —-COOH. L’état
excCIté Tt chaine€St a l'origine de la compétition entre ces deagrentations. Cet état met en

jeu une orbitale anti-liante de symétmepar rapport au plan de la chaine peptidique qui
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s’étend du -NH" au —COOH de la chaine peptidique 4aind. La symétrie de cette orbitale
est conservée. Si la densité électronique de odbitale est plutbt localisée au niveau du —
NHg;, cet état évolue vers un état* c,.n. Si cette densité est plutot localisée sur le —EQO0
cet état évolue en un étatt* coon. Tout dépend du conformere considéré. L'étetchaine
localisé assez haut en énergie, est accessiblegpafert de charge via plusieurs croisements
de surfaces de potentiel [27]. La production rajfide 20ns) en une étape de 'ioniz130 du
Trp-H" est induite par I'étatut coon et nécessite un transfert dé #ans I'état excité sur le
groupent —COOH.

Les nombreux croisements entre états électronifioEssections coniques) permettent
non seulement les transitions d’'un état excité wersautre mais aussi le retour vers I'état

fondamental par conversion interne.

111.2.4 Modéle de transfert d’électron / transfert de H

Les résultats expérimentaux obtenus avec I'expéeiehRC-EN-CIEL couplés a des
calculsab initio ont permis de construire un modele de transfesfiedtron (éventuellement
suivi d'un transfert de proton) pour expliquer @ifférents mécanismes de fragmentation
spécifigues UV du Trp-H Ces mécanismes de fragmentation induits soneptés sur la
figure Ill.11. Par mesure de simplification, chagetat excité est représenté par I'orbitale
moléculaire anti-liante majoritaire qui lui est asi#e. Ces orbitales moléculaires (cf figure
[11.10) sont représentées de fagon schématiqueipaercle rouge qui indique la localisation
de la densité électronique anti-liante de chagaeeiité considéré.
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La transitiontot* correspond a I'excitation d'« un électron » duarnophore (orbitale
) qui est porté dans une orbitale anti-liante lisé& sur le chromophore (orbitate). Cet

électron "actif" peut ensuite soit :
» rester localisé sur son site (branche de gauchefigure 111.11)
* migrer vers une orbitale* 3 localisée sur 'ammonium (branche centrale)

e migrer vers une orbital#* .nainede la chaine peptidique (branche de droite de la
figure 111.11) qui le conduit dans une orbitale atisée sur lI'un ou l'autre des
groupements "electro-attractifs": I'orbitale®c,.y ou [l'orbitale T coon,

respectivement localisée sur la liaison CJMid le carboxyle.

Sur la figure Ill.11, les dynamiques mesurées pardxpériences pompe-sonde sont
indiquées en rouge et celles mesurées avec I'expEride coincidence sont indiquées en
bleu.

En parallele des mécanismes de fragmentation mddéns I'état excité il faut
également considérer des mécanismes de fragmenitatioits aprés conversion interne vers
I'état fondamental. Ces fragmentations produitegspedistribution vibrationnelle dans I'état
fondamental sont identiques a celles observéeElpanbi et al.[12] en CID sur le Trp-A I
s’agit de la perte de NHion m/z188), de la perte séquentielle dglH+ CO (ionm/z159) et

de la production des ioms/z144 et 146 consécutive a la perte desNH

Nous distinguons donc deux mécanismes différen{zede de NH: un mécanisme de
fragmentation dans I'état excité (représenté surfigare Ill.11) et un mécanisme de
fragmentation dans I'état fondamental. La ruptueelal liaison G-NH3" dans I'état excité
nécessite une énergie de 3.5 eV. L'ion fragmard 188, produit par ce mécanisme, ne
possede plus suffisamment d’énergie disponible mulnir d’autres fragmentations. Dans
I'état fondamental, la perte de NH lieu apreés un réarrangement de la moléculengplique
le passage d’une barriére de 1 eV. L'état de ttianscalculé par Lioet al.[3] est représenté
sur la figure 111.12. La perte de NHlans I'état fondamental est le canal de dissacidé plus
bas en énergie du Trp-HL'énergie contenue dans liom/z 188 produit par conversion
interne dans I'état fondamental permet donc d'aufragmentations conseécutives. C’est
pourquoi nous pensons que les iomz 144 et 146, observés en UVPD avec notre dispositif
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produits par un mécanisme séquentiel, sont issuk geerte de Nkl produite dans ['état

fondamental et non pas dan I'état excité.

l 54;‘?&' %"
oy Sl | )
: € LJxA 1
(N) _ = g\s ,-:I‘CZ } ¥ — \
0.0 kcal/mol Y N\a J ) -
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== \\ I \\
?«'—"‘d\\.;&\_\. //,ﬁ L‘*“‘tz /é ‘)-r
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(+10.9 kcal/mol) (+23.3 kcal/mol)

figure 111.12 : Mécanisme de perte de Nftlans I'état fondamental, calculé par Lioe et aB][

Nous avons montré comment a été établi le modéledsfert d’électron et de proton
a l'état excité présenté a la figure 11l.11, quiopose une explication des mécanismes de
photofragmentation du Trp-H Nous avons particuli@rement insisté sur les miscaes
photo-induits de transferts localisés d’électrorar® la partie suivante, nous insistons sur

l'importance des transferts de proton mis en jensdees mécanismes a I'état excité.

I11.3 Influence d’'un éther-couronne sur les mécanismes densfert de

proton

Pour montrer l'importance des transferts de proens les mécanismes de
fragmentation dans I'état excité du Trp;Hious avons étudié cette molécule solvatée par un
éther-couronne. L’'éther-couronne que nous avoriséutest un éther 18-couronne-6 (figure
111.13). Cet éther-couronne qui se complexe au anivdu -NH" du Trp-H', devrait bloquer

les transferts de Het inhiber des voies de fragmentation a I'étaitéxc
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figure 111.13 : molécule d’éther 18-couronne-6 : fanule semi-développée (a) et

représentation 3D (b).

Les éthers-couronnes sont connus pour leur capacitémplexer des cations qui
viennent s'insérer, suivant leur taille, au cemtuecyclé? [36]. L'éther 18-couronne-6 se lie
facilement au cation potassium mais sa forme luimpé aussi de se complexer au
groupement ammonium (-NF [37, 38]. Des liaisons hydrogéne se forment elgsetrois
atomes d’hydrogene de 'ammonium et trois des sinas d’oxygeéne de I'éther-couronne
pour donner un complexe trés stable. Cette capaeit&ther 18-couronne-6 de se complexer
aux ammoniums trouve un intérét particulier dagtutle de peptides proton&g39, 40]. Le
site de protonation d’'un peptide, auquel se congl&ther-couronne est, soit le N-terminal
de la chaine peptidique, soit le N-terminal d’'ut@ioe latérale basique (Lysine : -(§H
NH2, Arginine —(CH)3-NH-C(NH,)(NH) ou Histidine : -CH-C3N,H3) [41].

Dans cette partie nous présentons principalemest résultats obtenus sur la
photofragmentation des complexes Tryptamifi¢cHE). Ceux obtenus pour Trp-(CE) sont
simplement évoqués. L’éther-couronne, comme n@wlis vu, est complexé au niveau de

'ammonium de ces molécules (figure 111.14).

12 En 1967, Charles Pedersen découvrit de maniéteittorune méthode simple de synthétiser des
éthers-couronne. A partir de ces molécules, Cranbe#in ont ensuite synthétisé d’autres composés plus
sophistiqués, de type « molécule-cage », a 3 dimessavec différentes formes et permettant deaseivdes
composés moléculaires ioniques (cations ou anion)eutres. Cram synthétisa des composés qui milment
structure fonctionnelle de certaines enzymes etegent d’engendrer une activité biologique gracdea
interactions non-covalentes (type « clé-serrurees).1987, Pedersen, Cram et Lehn recurent le PolxeNde
Chimie pour leurs travaux qui ont permit 'émergerte nouvelles spécialités en chimie : la recosaaise
moléculaire et de la chimie supramoléculaire.

13 Dans la suite nous appelons I'éther 18-couronrsaplement « éther-couronne » ou en abrégé « CE »
(pourCrown-Ethe}.
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figure 111.14 : complexe Tryptamine-H(CE)

Pour interpréter les résultats des expériences U¥RLIToincidence, notre équipe a
effectué des calculs de chimie quantique. Les cexasl moléculaires Tryptamine{€E) et
Trp-H'(CE) sont des systémes de grande taille. Un terapsaltul important est nécessaire
pour optimiser leur géométrie, calculer les étatstés et les chemins de dissociation. C’est
pourquoi ces calculs ont uniquement été effectuésles complexe le plus simple, la
Tryptamine-H(CE). L’absence du groupement —COOH pour la Trypandiminue le
nombre de conformeres possibles par rapport autdpigpne et permet d’éliminer I'état

excitérut chaine

[11.3.1 Reésultats obtenus avec le pieége électrostatique
Sur la figure 111.15 nous présentons les résultditenus par photofragmentation du
complexe Tryptamine-HCE) dans le piége électrostatique, avec et sanmiape turbo-

moléculaire (notée « P. Turbo ») au niveau de lacgoelectro-spray

Les résultats obtenus, sont présentés sur la figui®. Notons que la pompe turbo-
moléculaire (30 L3) placée au niveau de la source d'ions afin deiréde nombre de
collisions entre les ions incidents et le gaz néslidpermet de réduire I'énergie interne des

molécules.
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figure 111.15 : Photofragmentation du complexe Trytpmine-H'(CE) (m/z 429) dans le
piege électrostatique. Intégrale des pics du spede temps de vol des neutres enregistré
avec laser (a.). Intégrale de la surface des pipses soustraction des spectres avec et sans
laser (b) et modélisation par une loi exponentieient décroissante. Ces expériences ont
ete effectuées avec et sans la pompe-turbo. La isatédn nous donne des temps de

fragmentation de 17 us (avec P. turbo) et 27 usnis®. turbo)

La figure IlIl.15(a) représente, pour une expériemfectuée avec le laser UV,
l'intégrale des pics de fragments neutres prodpatsles ions incidents, tracé en fonction du
temps de vol des neutres. Sur cette figure, onrebda contribution, sur plusieurs périodes,
de photofragments neutres produits par les ionsnp&r Entre le spectre enregistré avec la
pompe-turbo et celui enregistré sans, on obseneaffahimportant au niveau du fond continu
correspondant au signal produit par collisions deegaz résiduel. Ces deux spectres sont
normalisés par rapport a lintégrale de lelf dic enregistré. Avec I'utilisation de cette
pompe-turbo, les molécules fragmentent plus lentérpar collision avec le gaz résiduel.
Nous avons modélisé le signal de collision parlonen €'* qui nous donne un temps de vie
T = 600 us pour I'expérience avec pompe-turba et476 us pour I'expérience effectuée
sans. Les deux expériences ont été effectuéeslesv@sémes conditions de source et méme
énergie incidente. Pour les expériences avec stganpe-turbo la diminution du nombre de
fragmentations par collision avec le gaz résiduadiuit donc une diminution de I'énergie
interne de ces molécules. Sur le spectre de tempsldavec laser, nous n'avons pas observé

de pic produit par un photofragment piége.

La figure 111.15(b) présente l'intégrale des pidstenus aprés soustraction des spectres
obtenus avec et sans laser (soustraction du fomtincodd aux collisions), pour les
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expériences effectuées avec et sans pompe-turbocolplexe Tryptamine-HCE) se

dissocie avec un temps de vie de 27 ps et de lgousles expériences avec et sans la
pompe-turbo respectivement. Le temps de fragmentatiesuré avec le piege augmente
(passage de 17 a 27 us) lorsque I'énergie inteesentblécules étudiées diminue, en accord

gualitatif avec la théorie RRKM.

Nous avons déterminda nature d'un canal de dissociation a long tenges
fragmentation. Il s’agit de I'iom/z161 (Tryptamine-H) qui correspond a la dissociation du
complexe Tryptamine-HCE) (m/z425). Pour cela, nous avons ouvert le miroir déiesolu
piege, une période d’oscillation apres l'interaatiaser, et ainsi, identifié I'ion fragment avec

'analyseur électrostatique.

Pour la molécule de Trp-KCE), avec le piége électrostatique, nous avonsiréam

temps de vie de I'ion parent de 15 ps.

[11.3.2 Reésultats obtenus avec la zone polarisée

Dans ce paragraphe nous présentons et expliguomsnamt sont calculés les rapports
de branchements entre les différentes voies de mieatation des complexes
Tryptamine-H(CE) et Trp-H(CE). Puis nous nous intéressons a la séquence de
fragmentation des différents canaux de ces deuxplexes, donnée par les diagrammes
N(Wi, Vzr). Nous montrons les diagrammes Nfy— t,) qui nous ont permis de mesurer le
temps de fragmentation associé a chaque canal. Mwognons par un résumé des résultats

obtenus avec la zone polarisée, pour les deux axep) et I'analyse de ces résultats.

[11.3.2.1 Rapports de branchements

Avec la zone polarisée, I'étude exhaustive de tescanaux de fragmentation permet
de calculer le rapport de branchement entre cééreliftes voies et de reconstituer ainsi un
spectre de masse de la molécule. Pour reconstituer spectre de masse de
photofragmentation, on doit s’affranchir des fragitseproduits par collision avec le gaz
résiduel. Pour chaque canal de fragmentation, arstsot donc au nombre total d’ions

détectés sans coincidences, le nombre de fragmoansies produits par collisions.

Pour chaque enregistrement effectué, le nombrel wea neutres détectés sans
coincidences est proportionnel a 'intensité dgdeau d’ions incidents et du faisceau laser.
Apres avoir soustrait la composante due aux colfisi pour chaque canal, on normalise le
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nombre de photofragments ioniques détectés sansideinces au nombre total de neutres

détectés sans coincidences.

Avant de présenter les spectres de masse de pgregntation obtenus (figure 111.16),

rappelons d’abord la masse des difféerentes molg@ilaliées :

M(Tryptamine) : 160 uma

- M(Tryptophane) : 204 uma
- M(CE) : 264 uma

- Tryptamine-H(CE) : m/z425

- Tryptophane-F(CE) : m/z469

Probabilité relative

a. Tryptamine-H*(CE) (m/z425) b. Tryptophane-H*(CE) (m/z469)
Tryptamine-H* Trp-H*
100- 100+
80 80+
60 60
o o
0f = 40 <
= = | cew
20+ ! CE-H* 20 ' ‘
0 T T I‘ T T T O""I"''I""I""I""I""I""I'
100 150 200 250 300 350 400 100 150 200 250 300 350 400 450

figure 111.16 : spectres de masse des complexesplaynine-H (CE) et Trp-H'(CE)

Pour le complexe Tryptamine-fCE), spectre (a) de la figure 111.16, on obseres |
fragmentsm/z 144 (perte de NKCE)), m/z 161 (Tryptamine-H perte de CE) ein/z 265
(CE-H', perte de Tryptamine). Le méme type de fragmentatist observé pour le complexe
Tryptophane-F(CE) qui produit les ionsm/z 188 (perte de NKCE)), m/z 205
(Tryptophane-H) et m/z 265 (CE-H). Notons que la perte du CE neutre est la voie de
fragmentation la plus importante (100) alors queedeux autres voies de fragmentation ont

une intensité relative comprise entre 10 et 2Qu(édll.16).
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111.3.2.2 Diagrammes N, Vzn)

La figure 111.17 présente les diagrammes N(v.n) obtenus pour les trois canaux de
fragmentation du complexe Tryptaminé(BE). Sur ces diagrammes, les points

expérimentaux s’alignent sur chaque droite de pgntemy) / m. Ces trois canaux sont donc
produits en une seule étape.

La dissociation du complexe moléculaire et la pobidm des ions Tryptamine Het
CE-H'" se produit en une seule étape, ce qui n’est pasesiant. En revanche, on attendait un
fragmentm/z 144 produit en deux étapes : perte de CE suivieaqeerte de Nkl par I'ion
Tryptamine-H. La perte en une étape du fragment neutrg(®B) est donc inattendue. Nous

avons cherché et trouvé une explication a ce mgaeniCeci est discuté dans la suite.

Perte de NH,(CE) Tryptamine-H* CE-H*
o S 05
= \" _;m/z 144 v im/z 161 m/z 265
3 s ™4
| I - — 00 00 )
é s _:'
N (a) T (b) BN (c) .
05 v T 05 9 05
05 a0 05 05 00 05 05 00 05
v,y (mm.ps?) V,n (mm.ps?) v, (mm.ps)

figure 111.17 : Diagrammes N(y;, \,,) obtenus pour les ions m/z 144, 161 et 265 a paiti
complexe Tryptamine-HCE) (m/z 425). Les droites en pointillé rouge ante pente

-m, / my qui correspond au rapport des masses obtenues poé fragmentation binaire.

Les mémes mécanismes que ceux observés pour ldes@rifryptamine-H(CE) ont

été observés pour le complexe Trp«€E) : les trois fragments)/z 188, m/z 205 etm/z 265
sont produits en une seule étape.

111.3.2.3 Mesure des temps de fragmentation : diagrammes tN{W,)
Pour les complexes moléculaires Tryptamin¢cHE) et Trp-H(CE), nous avons

mesuré la constante de tempsassociée a chaque canal de fragmentation aveona z

polarisée par un champ électrique posr500 ns ou par un potentiekst 500 ns. La mesure

des temps longs a été effectuée aprés avoir véuele nombre de fragments produits par
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collision a I'extérieur de la zone polarisée esgligeable devant le nombre de photo-
fragments. Nous présentons d’abord les résultatesnab pour le complexe Tryptamine-
H*(CE) puis ceux obtenus pour Trp{&E) qui sont légérement différents.

Les diagrammes N(yt — t,) permettant de mesurer les constantes de tempsiess
aux trois canaux de fragmentation du complexe Bryte-H(CE) sont présentés sur la
figure 111.18. Pour chaque diagramme, la projectil@s résultats expérimentaux (en noir) sur
I'axe Y; est superposée a la projection des résultats &nfah rouge). Nous avons déterminé
avec la simulation, par ajustements successitpatante de temgmsqui reproduit le mieux

les résultats expérimentaux.

(a) Tryptamine-H* (m/z 161) (b) CE-H* (m/z265) (c) Perte de NH;(CE) (m/z 144)
(Potentiel de 140 Vet V,,, = 1130 V) (Champ électrique de 300 V et V,,,, = 1880 V) (Champ électrique de 250 V et V,,,, = 977 V)
Simulation Simulation Simulation
extérieur  intérieur extérieur  intérieur pour pour
: 7=30ns 7=30ns
EY D collisions ° 2y ‘
x 2
10{ & 10 i
P — : / I N
E 04 . s o
£, 5 3 5
> R - 107 g
) ) )
-2 S S 20 S
18 20 22 24 26 28 18 20 22 24 26 28 26 28 30 32 34
ti - tn (|J.S) ti - tn (HS) ti - tn (l.lS)

figure 111.18 : Diagrammes N(y, t — t,) obtenus pour les ions m/z 161, 265 et 144 du
complexe Tryptamine-HCE) (m/z 425). Projection sur I'axe;Yrésultats expérimentaux

(en noir) et simulation (en rouge).

Le fragment Tryptamine-H(m/z 161) est enregistré avec la zone polarisée (figure
[11.18.a). On détermine un temps de fragmentationl ps pour ce canal, par comparaison
des intensités des contributions intérieures drexires. Les diagrammes N(y— t,) relatifs
au canal CE-H(m/z265) et a celui de perte de NBE) (m/z144), diagrammes (b) et (c) de
la figure 111.18, ont été enregistrés avec la zpotarisée par un champ électrique. Sur ces
deux diagrammes, la contribution intérieur estéatnent symétrique, et ne montre aucun
effet du champ électrique. La faible contributiottéeieure observée sur la figure 111.18.b. est
due a des collisions. La comparaison avec la stioalae la forme du pic intérieur fournit
une constante de fragmentation 30 ns pour ces deux canaux, égale a la limit@sigution

gue nous pouvons mesurer avec notre dispositifrempétal pour ce systéeme moléculaire.
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y; (mm)

La figure 111.19 présente les diagrammes INfy— t,) enregistrés pour les trois canaux
de fragmentation du Trp-KICE). Les diagrammes N(Y; — t,) associés aux fragments Trpg-H
(m/z205) et CE-H (m/z 265), diagrammes (a) et (b) de la figure 11.19f été enregistrés
avec la zone polarisée par un potentiel. La sinaratous a permis de déterminer un temps
de fragmentation ~ 800 ns pour I'ion Trp-Hett =~ 1,5 ps pour le CE-H Nous considérons

gue le temps de fragmentation associé a ces deaxixast du méme ordre de grandewr: :

1 ps.
(a) Trp-H*  (m/z205) (b) CE-H* (m/z265) (c) Perte de NH;(CE) (m/z188)
(Potentiel de 160 V et V,,,, = 1320 V) (Potentiel de 200 Vet V,,, = 1710 V) (Champ électrique de 160 V et V,,, = 1200 V)
Simulation Simulation Simulation
extérieur  intérieur pour extérieur  intérieur pour extérieur  intérieur pour
o 7=800 ns . r=15us — r=80ns
P - o _ o 20y collisioss o
“ % 0 % B 10 = &
N ) ) L)
N < = e < = <
(o} S 0] BT 3 i =
5 = .3
10 - & -10] . . -10| = &
S " 3 = I
® : ) i = B
204 i S 20 S 20 TR S
20 22 24 26 28 30 20 22 24 26 28 30 20 22 24 26 28 30
t,-t, (ks) t,-t, (ns) t,-t, (ks)

figure 111.19 : Diagrammes N(y, t — t,) obtenus pour les ions m/z 205, 265 et 188 a patrti
du complexe Trp-H(CE) (m/z 469). Projection sur I'axe;Yrésultats expérimentaux (en

noir) et résultats simulés qui reproduisent au mieles données expérimentales (en rouge).

Le diagramme N(yt — t,) associé au canal de perte des({C¢E), diagramme (c) de la
figure 111.19, a été enregistré avec la zone psé&ipar un champ électriqgue. La comparaison
des résultats expérimentaux aux résultats simués donne une constante de temps80
ns associée au canal de perte de(8H). Une mesure plus précise de cette constante de
temps est obtenue en modélisant I'histogramme;,eapyes avoir converti la distribution en
Y en distribution en temps de val de I'ion parent Trp-H(CE) dans la zone polarisée par un

champ électrique (14 V/mm). Le résultat de la miedébn est donné sur la figure 111.20.

Sur la figure 111.20, la modélisation effectuéeimue un temps de fragmentatior 60
ns pour le canal de perte de §EE) du complexe Trp-HCE). On retrouve le méme ordre

de grandeur que le résultat donné par le prograders@mulation.
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Perte de NH,(CE) (m/z188)

Modélisation de I'histogramme en y;

Trp-H*(CE) exprimé en fonction de T,
(m/z 469)
po 1004 Chi?/DoF = 46.08165
}_ 2 R2=0.95237
OO‘H\ 0 3 80 A=106 6 6=34 1ns
( \\“/'N+ (i)H—C—OH : o t=61 4ns tp=-12 1ns
e © )
oM CH, s
O -
S 404
(OJ 7z €
o
= 20
HN
0 , , . .
-100 0 100 200 300

T; (ns)

figure 111.20: Pour Iion m/z 188 issu du complex&ryptophane-H(CE) (m/z 469) :
modélisation de I'histogramme en gxprimé en fonction du temps de fragmentatiop de

I'ion parent dans la zone polarisée par un chamgérique de 160 V.

[11.3.2.4 Résumé des résultats obtenus avec la zone polatis@alyse de ces résultats

Les résultats obtenus avec la zone polarisée ésuhés dans le tableau ci-dessous :

Acide aminé protoné +
(décarboxylé) CE-H Perte de NH3(CE)

Tryptamine-H*(CE) | fragments ioniques 161+ 265+ 144+
m/z425 nombre d'étapes 1 1 1

constante de temps 1lus 30 ns 30ns

probabilité relative 100 12 19
Trp-H*(CE) fragments ioniques 205+ 265+ 188+
m/z469 nombre d'étapes 1 1 1

constante de temps 800 ns 1,5ps 70 ns

probabilité relative 100 21 16

tableau 111.3 : Résumé des résultats obtenus av@ezdne polarisée pour les complexes
Tryptamine-H'(CE) (m/z 425) et Trp-A(CE) (m/z 469).

Les temps de fragmentation mesurés pour les différeanaux de fragmentation des
complexes Tryptamine-HICE) et Trp-H(CE) présentent deux échelles de temps : des temps
courts, proches de la limite inférieure de résolufk 30 ns jusqu’a 70 ns) et des temps plus

longs (800 ns a 1,5 us).
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On suppose qu’a chaque échelle de temps est assoti@écanisme de fragmentation.
Les deux échelles de temps observées indiquentldgrésence de deux types de mécanisme
en compétition : un mécanisme de fragmentation da&tat excité et un mécanisme de
fragmentation dans I'état fondamental. Nous suppespe les temps de fragmentation les
plus courts sont associés au mécanisme le pludesage fragmentation dans I'état excité
(fragmentations non-statistiques) et que les tedgpfragmentation plus longs sont associés
au mécanisme de fragmentation dans I'état fondaah@emps de fragmentation statistiques).
Suivant cette hypothese, la photofragmentation dfsx complexes étudiés conduit a la
production de I'acide aminé (décarboxylé) protoaé yn mécanisme statistique~( 1 us) et
a la perte de NE{CE) par un mécanisme non-statistique: @0 et 70 ns) (cf tableau 111.3). La
production de CE-H semble étre un mécanisme non-statistique pour dmphkexe
Tryptamine-H(CE) (t < 30 ns) et un mécanisme statistique pour le coreplep-H' (CE) (t
~ 1,5 us). Les temps de fragmentation et les mérasisassociés aux différents canaux de
fragmentation des complexes TryptamingEE) et Trp-H(CE) sont discutés dans les trois

paragraphes suivants.

111.3.3 Discussion sur les temps de fragmentation statistigs observés

Pour le complexe Trp-HCE), on mesure des temps de fragmentation d’emvirqis
associés aux ions Trp-Het CE-H. Le fait que ces deux canaux présentent un teraps d
fragmentation du méme ordre de grandeur est erra@@c I'hypotheése d'un mécanisme
statistique. Le temps de fragmentation 1 us mesuré correspond a un temps « global » de
fragmentation statistique. Le nombre de degréshéeté de la molécuté associé & un long
temps de fragmentation statistique est en accaed Ewpothése d’'une répartition statistique

de I'énergie sur I'ensemble des modes de vibrat®fa molécule.

Pour le complexe Tryptamine-fCE), I'ion Tryptamine-H est produit avec un temps
de fragmentatiom ~ 1 yus dans la zone polarisée. Nous avons identigéce méme canal est
produit dans le piége électrostatique avec un taedsagmentation ~ 20 yus. Dans les deux

cas nous considérons qu'il s’agit d'un mécanisnaistique. Mais s'il s’agit du méme

1428 atomes pour le TrpHoit 78 degrés de liberté et 42 atomes pour Is@EL20 degrés de liberté,
ce qui implique un total de 198 degrés de libeotdrpe complexe Trp-HCE)
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mécanisme pour ce canal de fragmentation, puisqus mesurons deux constantes de

fragmentation différentes ?

Initialement, I'énergie interne de la molécule n’'pas bien définie, nous la noterons
(Ei + AE). Cette incertitud\E; sur I'énergie interne est toujours présente apogwsersion
interne et entraine I'observation d’'une distribatidu temps de fragmentatiar. Les deux
temps de fragmentation mesurés pour ce camall us ett = 20 us) ont été mesurés avec
deux « outils » différents : le piege électrosiaticet la zone polarisée, chacun étant adapté a
la mesure d’'une échelle de temps particuliere.dreezolarisée, plus adaptée a la mesure des
temps de fragmentation inférieurs a 1 us permet dermesurer les plus petites valeurs de la
distribution de temps de fragmentatian (1t + AT = 1 us). Le piége électrostatique, plus
adapté a la mesure des temps de fragmentationisuséa 10 ps permet de mesurer les plus

grandes valeurs de cette distributton(t + At = 20 us).

Pour I'ion Tryptamine-H issu du complexe Tryptaminé{€E), I'observation de deux
temps de fragmentation différents, avec le piegka etone polarisée, est en accord avec

I’hypothése d’'un mécanisme statistique.

111.3.4 Perte de NH(CE) dans I'état excité

Dans ce paragraphe nous présentons les catuisitio effectués sur le complexe

Tryptamine-H(CE) pour mieux comprendre le processus rapidesde pe NH(CE).

La figure IIl.21 présente le résultat de calculstats excités effectués pour le complexe
Tryptamine-H(CE) avec la méthode TD-DFT/B3LYP pour une basepknsV(P) a l'aide
du programme Turbomole [42]. Aprés avoir optimiaéstructure du complexe moléculaire
dans I'état fondamental, I'énergie des états excitédté calculée verticalement pour cette

géométrie (énergie présentée a la longueur 1,44 li@son C-N).

Les orbitales de poids prépondérant sur la basqudlss sont construits les états
excités sont représentées sur la gauche du schédaafigure I11.21. L'état fondamentaly S
est construit majoritairement sur I'orbitale HOM@l{itale occupée de plus haute en énergie)
et le premier état excité Sur I'orbitale LUMO (orbitale vacante de plus bassergie). On

note LUMO +1, l'orbitale active du deuxiéme étatigX S.
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Les orbitales HOMO et LUMO du complexe Tryptamin&EE) sont du méme type
que celles du Trp-Hprésentées au § 111.2.3 (page 147), de symdtrieétat S est accessible
verticalement en énergie par absorption d'un phatvhde 263 nm (4.66 eV). Le deuxieme
état excité Sest majoritairement construit avec une orbitakeleante & transfert de charge
Cet état 3 est situé trop haut en énergie pour étre attarticalement par absorption d’'un
photon de 263 nm.

LUMO +1 \

Etat a transfert de charge 5
e g1
>
2,
g 3
o0
o 2
LUMO L -+ Etat fondamental
Orbitale T* (états L, et L,) 1t —— Ftat excité 5
0 ,! L

1 i6 1.8 2 2-§ 24 26
Distance C—N ' [A]

HOMO 1t

figure I11.21 : Calcul du chemin d’énergie minimuntonduisant a la dissociation de la
liaison C-NHz" du complexe Tryptamine-HCE). Ces calculs ont été effectués en TD-DFT/

B3LYP, avec une base SV(P). Les orbitales HOMO, LOMt LUMO + 1 associées aux
états excités § S, et S sont représentées sur le cété gauche de cettadigun état excité a
transfert de charge est atteint pour une distance\@le 1,7 A. Cet état a transfert de charge

est représenté sur la droite de la figure.

15 | a méthode TD/DFT est remise en question lorsegtatl excité est un état a transfert de charge.
Cependant, dans le cas étudié ici, le transfedhdege consiste a localiser un électron prochéeddroit ou est
située la charge positive (-NH. Dans un tel cas de figure, les résultats dutdl®-DFT sont trés proches de
ceux obtenus avec les méthodes MRCI ou ri-CC2, ptiaptées pour calculer des états a transfert @geh
mais aussi beaucoup plus colteuses en temps dib calc
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Le chemin d’énergie potentielle minimum conduisar& dissociation de la liaison C-
NH; dans I'état excité a été calculé a partir de t'8taLa géométrie de I'état; & d’abord été
optimisée pour une longueur de liaison C-N (1,4 Bhsuite, nous avons fait varier la
longueur de la liaison C-N de 1,4 A & 1,9 A par ga®,1 A. A chaque pas de ce calcul, la
longueur de la liaison C-N est fixée tandis questi@s autres degrés de liberté sont relaxés et
optimisés dans I'état excité. L'énergie des état®tSS correspondant a chacune de ces
géométries a été reportée sur la figure 111.21.

L’état excité $ de configurationrut*ingole €St attractif le long de la coordonnée C-N
tandis que I'état Sde configurationo* c.nps est dissociatif le long de cette coordonnée. Ces
deux états excités se croisent a une valeur d& i/ la liaison C-N. Le caractére attractif de
l'état S crée une barriere de potentiel sur le chemin d@geaeminimum qui mene a la
dissociation de la liaison C-N. Il faut tenir compmes incertitudes de calcul sur les valeurs
des énergies considérées mais la molécule possqueri suffisamment d’énergie pour

passer cette barriere.

Lorsqu’on augmente la longueur de la liaison Ca\géométrie de l'orbitale LUMO de
létat S est modifiée. Plus on augmente cette distances péite orbitale anti-liante se
déforme et va se localiser au niveau de la lial3o¥. L’intersection conique entre les étais S
et S permet ce transfert de charge progressif de lladers la liaison C-N qui devient

anti-liante.

Les calculs TD/DFT effectués ont permis d’identitia état70'c_yxz localisé dans la
région spectrale utilisée pour I'excitation confamt ainsi '’hypothése d’'une fragmentation

non-statistique qui conduit a la perte de }€E) en une seule étape.

[11.3.5 Discussion sur les temps de fragmentation non-statiques

Des expériences pompe-sonde ont permis de mesutdgnamique des états excités du
Trp-H" et de la Tryptamine-H[23, 24]. Ces états excités ont une durée denféieure a
guelques picosecondes. Méme si ces molécules samilexées a un éther-couronne, nous
nous attendons a une dynamique ultra-rapide assacla fragmentation dans I'état excité.
Pourtant, pour le complexe Trp4€E), ce canal a un temps de fragmentation 70 ns,
beaucoup plus court que les autres temps consid@m@sme statistiquet(= 1 us) mais

supérieur a la limite de résolution que nous poavoresurer (20 a 30 ns). Ce temps de
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fragmentation considéré comme non-statistique rdest pas ultra-rapide. Dans le chapitre
suivant, nous verrons d’autres exemples de fragatiens dans I'état excité pour lesquelles le
temps de fragmentation est supérieur a la limiteédelution. Nous pensons que I'hypothése
d’'un mécanisme non-statistique n’impose pas forcémeée mesurer un temps de

fragmentation égal a cette limite.

Comment expliquer qu'on n'associe pas forcémentamps de fragmentation ultra-
rapide a un mécanisme de dissociation dans I'é&tatée? On peut considérer que le systéeme
est dissocié du point de vue chimique dans I'étatt& mais que les fragments ioniques et
neutres produits restent en interaction sous landord’'un complexe ion-neutre. Les

mécanismes de fragmentation dans I'état excitéassuciés a un des cas de figure suivant :

- si I'énergie cinétique acquise lors de la disstmmtans I'état excité est grande devant
l'interaction intermoléculaire, le systeme se dss@omplétement dans I'état excité. Les
temps de fragmentation mesurés sont alors norstsgaes, inférieurs ou eégaux a la limite

de résolution.

- si I'énergie cinétique acquise lors de la dissammtians I'état excité est du méme ordre
de grandeur que I'énergie d’interaction intermoléirea du complexe ion-neutre formé, ce
systeme reste piégeé sous la forme d’'un compleXesiooinel. Ce complexe se dissocie
dans I'état fondamental et son temps de fragmentatiépend de I'énergie de cette

interaction ion-neutre

Ceci peut expliquer pourquoi hous mesurons desdafagragmentation supérieurs a la

limite de résolution, pour des fragmentations sggps induites dans I'état excité

Quand on compare les résultats du tableau lll.Brdduction de CE-Hsemble étre un
mécanisme non-statistique pour le complexe Tryptarki (CE) (T < 30 ns) et un mécanisme
statistique pour le complexe Trp4€E) (t ~ 1,5 us). Ce résultat est surprenant. Il semblerait
qu’un état excité dissociatif conduisant a la pelgeCE-H soit mis en jeu dans le cas de la
Tryptamine-H(CE) et que cet état excité soit absent ou trog bawénergie dans le cas du
Trp-H'(CE). Cet état excité eatpriori le méme que I'état excité,Jocalisé sur le CE pour le
complexe Tryptamine-HCE) et présenté dans les calculs du § 111.3.4auldrait vérifier si
cet état est dissociatif le long d’une liaison Nd&l'ammonium et conduit a la production de
CE-H' dans I'état excité pour le complexe Tryptamin&éGE).

166



Pourquoi le temps de fragmentation associé au @BdH est-il beaucoup plus long
(1= 1,5 us) dans le cas du Trpg{BE) que dans le cas de la Tryptamin€@E) (t < 30 ns) ?
Notons aussi qu’on observe une augmentation dugelagragmentation associé au canal de
perte de NH(CE) quand on passe de la TryptamingGE) (t < 30 ns) au Trp-HCE)
(t=70ns).

On peut supposer que I'état excité a transferthdege, initialement localisé sur CE,
conduit a ces deux canaux de fragmentation. CeétedtEté est du méme type que l'état
TIo* \w3 du Trp-H et de la Tryptamine-H L'état o* de la Tryptamine-H est situé quelques
dixiemes d’eVen-dessoude I'étatrut* tandis que I'état queo* du Trp-H' est situé quelques
dixiemes d’eVau-dessusde l'état rut*. Cette différence d’énergie entre états excités s
retrouvea priori sur les molécules complexées a un éther-couroneg.cBlculs ont montré
que I'éther-couronne entraine une déstabilisatmtadmolécule & laquelle il est compl&ké
Nous avons vu que I'état excité&* de la Tryptamine-F(CE), localisé a + 1,5 eV par rapport
a I'énergie adiabatique de I'étatt*, peut étre atteint par transfert de charge. @at éxcité
esta priori situé encore plus haut en énergie dans le cas phHTCE) ce qui pourrait
expliquer la perte de NYICE) dans I'état excité en 70 ns pour ce compl®e méme, le
temps long de 1 ps observé pour le fragment CEWHTrp-H pourrait s’expliquer, soit par
un mécanisme dans I'état fondamental (fragmentatiatistique), soit par un mécanisme dans
I'état excité ou le complexe ion-neutre produittee@rés) longtemps en interaction avant de

se dissocier.

[11.4 Comparaison avec les expériences effectuées a Aashu

l11.4.1 Principe des expériences réalisées a Aarhus
L'équipe d’Aarhus au Danemark a étudié la photafragtation des complexes
moléculaires Tryptamine-HiICE) et Trp-H(CE) [34, 43], avec un laser a 266 nm, dans

l'anneau de stockage ELISA. Cet anneau fonctiororance notre piége électrostatique et

16 Cette énergie de déstabilisation est de I'ordrg,BeV pour la molécule de GMIH;'(CE) comparée a
CHa-NH3"
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permet d’obtenir le méme type de résultats (spatgréemps de vol des neutres issus de la

métastabilité de I'ion parent piégeé).

Une modification effectuée sur l'anneau ELISA pernte changer rapidement
'ensemble des tensions de I'anneau afin de ne gikger I'ion parent mais un ion fragment
(qui a une énergie difféerente) [44]. Juste apragelfaction laser, il est donc possible de
sélectionner un photo-fragment ionique, quelle qoit sa masse et de mesurer sa
métastabilité. Cette expérience est répétée paguehfragment ionique. Le spectre de masse

de photo-fragmentation est ensuite reconstitué.

l11.4.2 Comparaison des résultats obtenus

Sur les molécules de Trp-Het Tryptamine-H, I'équipe d’Aarhus a obtenu les mémes
résultats que nous [28, 34, 43]. La seule difféeevient d'un ionm/z 188 (perte de Ngj
qu'ils ont observé pour le Trp-Havec un trés long temps de vie (> 50 us) [43HHémeet
al. [43] suggéerent qu'apreés photoexcitation, la md&caste piégée dans un état triplet. Cet
état a longue durée de vie se désexcite par floenes. Aprés avoir fluorescé, la molécule
alors présente dans I'état fondamental vibratidenent excité fragmente pour donner l'ion

m/z188 (canal de plus basse énergie dans I'état foaedtat) avec un trés long temps de vie.

Nous proposons une autre explication en suggéramicgt ionm/z188 du Trp-H est
produit par rupture de la liaison C-NHdans I'état excité. Cette dissociation est assez
colteuse en énergie (3,5 eV). Apres fragmentatiams d’état excité, I'énergie de l'ion
m/z188 est fortement diminuée. Cet ion ainsi prodeiitpmettre longtemps a se réarranger
avant de former les fragmentgz144 et 146 [3]. Cela pourrait expliquer le long psnale vie
mesuré par Kadharet al. [43] pour ce fragment.

A Aarhus, un temps de photo-fragmentation de 31@ g& mesuré pour le complexe
Tryptamine-H(CE) et de 219 ps pour Trpi€E)!’. Ces temps sont beaucoup plus grands
que ceux mesurés avec notre piége électrostatigiars pour Tryptamine-¥ICE) et 15 us
pour Trp-H(CE). Ces résultats laissent supposer que les me&étudiées avec le dispositif

" On remarque que ces expériences donnent un tdoppetit pour Trp-F(CE) que pour la
Tryptamine-H(CE) alors que le nombre de degrés de liberté diein
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Arc-En-Ciel a Orsay possédent beaucoup plus d’'émenterne que celles étudiées avec le
dispositif ELISA a Aarhus.

Deux spectres de masse reconstitués du complexptafmne-H(CE) issu des
expériences d’Aarhus sont présentés sur la figutl Le spectre (a) a été enregistré entre 0
et 28 us apres photoexcitation et le spectre (bog &2 et 69 us apres photoexcitation. Pour le
complexe Tryptamine-HCE) (m/z425), les canaux de fragmentation identifiés a Assont
trés différents de ceux observés avec notre digpo€E-H" (m/z265), NH3" (CE) (m/z281)
et Tryptamine-H (m/z 161). Tous ces fragments ioniques observés suiglme 111.22

contiennent le CE.
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figure 111.22 : Spectre UVPD (266 nm) de la Tryptame-H'(CE) enregistré a Aarhus [34].
Spectre (a) : fragments ioniques produits jusqu’8@ fis aprés photoexcitation.
Spectre (b) : fragments ioniques produits entre &269 us aprés photoexcitation

Dans les expérience d’Aarhus, Iion CE-st observé comme avec notre dispositif,
ainsi que la perte de NHsans le CE par rapport a nos expériences). Gesigaont les plus
intenses. La dissociation de la liaison C4\t¢nduit également & un i6cNHs"(CE) avec la
charge ionique localisé du c6té du Nét non du coté de la Tryptamine comme nous avons p
I'observer. Deux autres fragments correspondant aupture de la liaison &Cp sont
également présents le CE étant, soit complexédale (perte déCH,-NH;), soit complexé
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au N-terminal (ioiCH,-NH3"(CE)). L'observation des fragments de perte de NiHle perte
de ‘CH,-NH; laisse supposer, soit la présence d’'un deuxiémtouoére formé initialement
avec le CE complexé sur I'indole, soit un mouvenm2nCE avant qu’il y ait fragmentation.

La question se pose quant au mécanisme de fragiment la liaison ¢zCs observe
dans ces expériences. Ce mécanisme peut étreigendilaelui que nous avons proposé pour
la production de I'ilorm/z132 de la Tryptamine-H qui met en jeu un transfert dé Hu NH;"
vers l'indole. Dans ce cas, un transfert concent€g et d’un H vers l'indole est nécessaire
pour casser la liaison,&; et éliminer'CH,-NH, uniquement. L'ionCH,-NH3"(CE) serait
formé suivant ce mécanisme et aprés un retour chHCEur la chaine peptidique. Des
expériences réalisées avec des dendriméres awsqpmdlsomplexés des éthers-couronne ont
montré que I'éther-couronne peut migrer d’un sitérg a l'autre avec un des luquel il est
lié [45]. Le fait que le CE puisse rester compl@xéindole parait cependant étrange car ce

conformere est haut en énergie (1,43 eV) [43]

Remarquons que I'ion Tryptamine-’est pas observé dans les expériences effectuées
a Aarhus. Ceci est étrange car la perte de CEedsigment le plus couramment observé en

CID dans les études de complexes CE-peptides @o{@9].

[11.4.3 Différence entre les deux dispositifs expérimentaud’Aarhus et d’Orsay
Au vu des temps de vie mesurés a l'aide du dispabBAarhus par rapport a ceux
mesurés avec notre dispositif, nous en avons dépatles molécules que nous étudions

doivent avoir beaucoup plus d’énergie interne qlles étudiées a Aarhus.

Ces deux dispositifs utilisent une source électagspDans notre dispositif, on utilise
un gaz chaud a 200°C pour désolvater les moléguiesntraine une premiére augmentation
de I'énergie interne des molécules. Les moléculbsssent ensuite de nombreuses collisions
lorsqu’elles sont stockées pendant 1 ms dans ljpmgadues a la pression présente dans cette
enceinte (18 Torr). Nous avons observé que I'amélioration dprission au niveau de I'ESI
permet de diminuer lIégérement I'énergie interne idas parents (légere augmentation du

temps de vie).

A Aarhus, les molécules sont désolvatées en utilisa capillaire métallique qui est
chauffé a 200°C (a la place du capillaire en verkdn sortie de I'électrospray, les molécules

sont thermalisées dans un piege de Paul remplilididea 300 K pendant 20 navant d’étre
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injectées dans I'anneau de stockage dans leqesl®iht stockées pendant 43 ms avant d’étre

photo-excitées.

En augmentant le temps de piégeage avant photaganitjusqu’a 10 ms, nous n’avons
pas mesuré d'augmentation significative du temps fadgmentation. L'absence de
thermalisation dans notre dispositif et le stockdge ions pendant 1 ms dans une enceinte
pompée & 16 Torr est probablement la cause de cette différeiémergie interne entre nos
deux dispositifs. De plus la pression résiduellesdaanneau ELISA est [égérement inférieure

(10™ Torr) & la pression du piége électrostatique ques mitilisons (18 Torr).

Cela peut expliquer la différence observée sutdegps de vie mais cela ne justifie pas
une telle différence observée sur les canaux ddofrfagmentation des complexes Trp-
H*(CE) et de Tryptamine-HCE) entre nos deux dispositifs. D’autant plus cqusus
observons le méme type de fragmentations pour lekames protonées isolées. Il est
possible que la source électrospray d’Aarhus faeordes conformations que nous

n’'observons pas sur notre dispositif, pour les dergs avec I'éther-couronne.

[11.5 Evaluation de I'énergie interne des molécules étu@es avec notre
dispositif
Nous avons effectué un calcul RRKM pour détermligrergie interne des molécules
produites par notre dispositif en comparant lespeie vie que nous avons mesures pour le

Tryptophane-F(CE) a ceux mesurés a Aarhus

[11.5.1 Rappels sur la théorie RRKM

Considérons une molécule A et un de ses produifsagenentation P qui nécessite le
passage d'une barriere de potentiel d’énergig. [Ea molécule A est dite activée et notée A*
si elle a suffisamment d’énergie vibrationnelle ppasser la barriére de potentiel d’énergie
Epar La théorie RRKM considéere que, pour former lesdpits de la réaction, les molécules

activées A* doivent passer par une configuratidgtioere A’ telle que :

k k*
A* > A* > P
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Les constantes de vitesse k &tdépendent de I'énergie interne dti systéme et sont
calculées en tenant compte de tous les degrébeitélide A* et de A respectivement. La
molécule est traitée de fagon quantique, commensareble d’'oscillateurs harmoniques et les
modes de vibration sont considérés comme indépéndes uns des autres. L’énergie est
répartie de maniere statistique sur tous ces asaiifs qui échangent librement de I'énergie.
La coordonnée de réaction @st traitée séparément des autres degrés deélidertla
molécule. Le produit P n’est formé que si I'énengiésente dans I'oscillateur qui correspond

a la coordonnée de réactionasgt supérieure k-

[11.5.2 Calcul effectué

On utilise un programme qui reprend les équatientadhéorie RRKM et nous permet
de calculer, la constante de vitesse statistiqudotg d’'une coordonnée de réaction
particuliere, pour un systeme donné. On effectueaptimisation de géométrie du systéeme en
guestion avec le logiciel Hyperchem (AM1). Puisaahcule, pour cette géométrie d’énergie
minimum, toutes les fréquences de vibration duesyst a I'aide du méme logiciel. On choisit
la vibration de la molécule qui correspond a lardoonée de réaction que I'on souhaite
étudier. On définit I'énergie de la barriere desdisation le long de cette coordonnée de
réaction. Toutes les fréquences de vibration dentdécule sont introduites dans notre
programme et permettent de calculer la densitéad&tl’aide d’'un algorithme de Beyer-
Swinehart. Le calcul des constantes de vitessdg(ééemps) de fragmentation statistique est
effectué pour différentes valeurs d’énergie congsnpar les molécules apres interaction
laser : E, (4.66 eV) + énergie interne initiale. Par ailleurs autre calcul est effectué pour
connaitre la correspondance entre la températbrationnelle d’'une molécule et son énergie

interne.

[11.5.3 Reésultats obtenus

Des calculs ont été effectués, suivant la métharrité ci-dessus, pour le complexe
Trp-H'(CE), en comparant différents temps de fragmentadiotenus expérimentalement a
Orsay et Aarhus. Nous avons utilisé les temps dgnientation associés aux canaux de
dissociation de la liaison C-NH(perte de NH ou de NH(CE)) et de la production du
fragment Trp-H. Pour les expériences d'Orsay, nous avons corisides temps de
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fragmentation mesurés avec la zone polarisée peairdeux fragments, soit 70 ns pour la
perte de NH(CE) et environ 1 us pour Trp-HDans les expériences effectuées a Aarhus, le
fragment correspondant a la perte desNidt observé jusqu’a 107 us aprés photoexcitation.
Le temps de vie de 219 ps mesuré pour le complepeHTCE) est associé priori a ce
canal de fragmentation. Comme le fragment T¥patd pas été observé dans les expériences
d’Aarhus, nous considérons qu’il possede un tengpfafmentation trop long pour pouvoir
étre détecté. Les ions sont piégés pendant 10@Gnssldnneau ELISA. On suppose donc que
si le temps de fragmentation d’un ion est proch&@® ms, celui-ci n’est pas détecté (ou tres

peu). Les temps de fragmentation utilisés pourencaiicul sont resumés dans le tableau I11.4.

Aarhus Orsay
CE-H* 219 ps 60 ns
Trp-H* =100 ms =1 s

tableau 1.4 : Temps de fragmentation des fragmen€E-H' et Trp-H mesurés sur les

dispositifs d’Aarhus et Orsay pour le complexe Tp{CE)

Nous sommes partis de I'hypothése que la températilorationnelle des molécules
étudiées a Aarhus est de 300 K, les ions étanintlesés pendant 20 ms a cette température
avant d’étre injectés dans I'anneau. L’énergierirgequi correspond a cette température
vibrationnelle est de 0,8 eV pour le complexe T/§&E). En considérant une énergie de 4,6
eV apportée par le photon UV, I'énergie totale pnés dans le systeme est de 5,4 eV apres
conversion interne. Connaissant I'énergie intersgeiée aux deux temps de fragmentation
mesurés a Aarhus pour les ions CEéd Trp-H du complexe Trp-HCE) (tableau 111.4),
nous avons ainsi pu estimer par un calcul de tyRENR, la barriere de dissociation pour ces
deux canaux de fragmentation. A partir de ces dmergies de barriere de dissociation,
notées Eet B, dans le tableau I11.5 pour les fragments CEgt Trp-H™ respectivement et
connaissant les temps de fragmentation de cesfdegments mesurés dans la zone polarisée
pour notre dispositif a Orsay nous avons pu en ideédeur énergie totale apres conversion
interne, & l'origine de ces temps statistidfiemotée X dans le tableau I1l.5. Pour calculer
I'énergie interne initiale des molécules étudiée@raay il suffit de soustraire I'énergie du

'8 On considére que la production du fragment CEest un mécanisme initié dans I'état excité mais qu
le temps de fragmentation mesuré correspond astodiation statistique d’un complexe ion-neutresdigtat
fondamental.
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photon (4,6 eV) a cette énergie X. On peut ainsimes la température vibrationnelle des

molécules étudiées dans la zone polarisée sur dispesitif.

Aarhus Orsay
Anneau ELISA Zone polarisée piege
Energie | initiale 0,8 X-4,6 Y-4,6
(eV) totale (+ hv) 5,4 X Y
Canaux de fragmentation | CE-H* | Trp-H* | CE-H* | Trp-H* | Trp-H*
Ep.r (€V) E, E, E, E, E,
T(s) 22104 | =10? [ 6.10% | =10® | =15°

tableau 1.5 : Données utilisées dans le calcul KR effectué

Par la méme méthode nous avons également cherctlée qiiait la température
vibrationnelle associée aux temps de vie mesunés ldgpiege électrostatiqgue=£ 15 us pour
Trp-H'(CE)).

1 = 1
—=u—CE-H' (E,=1.5eV :
0.11\ +( a ) - 0.1
’J)\ \“\\ — TI’p-H (Eb: 18 eV) ;
~ 001 AN L 0.01
o \I E
o 1E-3 L 1E-3
C =
< F
% 1E-4 L 1E-4
© E
% 1E-5 3 1E-5
%) E
Q F
e 1E6 = 1E-6
= -f
1E-7 - 1E-7
1E-8 T T T T T T T T T T T T I 1E-8
5 6 7 8 9 10 11 12
10,6
E (eV)

tot

figure 111.23 : Résultats du calcul RRKM effectuéus un mode de vibration parapluie du -
NH3" du complexe Trp-H(CE) & 1647 crit (défini par le logiciel Hyperchem).
Comparaison avec les temps de fragmentations mesespérimentalement (tableau 111.4).

Sur cette figure, la notation « z p » est utilispeur « zone polarisée »
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Les résultats obtenus sont resumés sur la figur23l1Nous avons déterminé une
barriére de dissociatiohE, = 1,5 eV conduisant & la production de I'ion CE-ét une
barriére = 1,8 eV pour la production de Trp-H_'éther-couronne a une affinité protonique
plus élevée que celle du Trp (967,0 kdJ/mol et 948/8nol respectivement). Cela explique
pourquoi la barriére de dissociation est faibléesH" reste attaché au CE. A partir de ces
énergies de dissociation et des temps de fragnmmtatesurés sur notre dispositif, nous
avons pu calculer I'énergie des molécules aprésearsion interne (figure 111.23). On trouve
une énergie de 10,6 eV pour les expériences aveoria polarisée et de 8 eV pour les
expériences avec le piége électrostatique, a liwiges temps de fragmentation statistiques

mesurés sur notre dispositif.

De ces résultats nous déduisons [I'énergie internes dnolécules avant
photofragmentation (soustraction de I'énergie datph de 4,6 eV). La figure Ill.24 indique
I'énergie présente avant et apres photofragmentatiosi que la température vibrationnelle
correspondant a I'énergie initiale de la moléculg-A'(CE). On détermine alors une
température vibrationnelle de 650 K pour les exmems effectuées avec le piege

électrostatique et de 900 K pour les expériencassées avec la zone polarisée.

12 12
Eint ~10.6
10+ Etot (Eint + Ehv) -10
8 ' 8
— o 2
> (U)! <
2 6- 3, 7 6
LIJ ) 777// %: g
: 3.3
24 « : « -2
= o! o
' 3 8
0 T T T T T T T T T 0
0 200 400 600 800 1000 1200

Température vibrationnelle (K)

figure 111.24 : Correspondance entre I'énergie desolécules apres photoexcitation,
I'énergie interne initiale et la température vibrannelle des molécules dont nous avons

considéré la fragmentation statistique.

9 "énergie de dissociation du complexe £NH;"(CE) est de 1,9 eV. Les calculs effectués nous
donnent donc le bon ordre de grandeur pour cegiésalte dissociation.
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Nous avons pu estimer une température vibratiomroelmprise entre 650 K et 900 K
pour les molécules étudiées avec notre disposipEemental. Connaissant la température
vibrationnelle des molécules produites par notreamélectrospray, nous pouvons en déduire

I'énergie interne des systémes étudiés.

L'énergie interne des molécules étudiées avec raiggositif est trés importante par

rapport a celle des molécules étudiées avec l'ann&ilSA. Cela peut expliquer la

production de conformeres différents qui induies canaux de fragmentation différents.

[11.6 Conclusion

Dans ce chapitre, aprés avoir rappelé les préogéslémudes effectuées sur le Trpeh
phase gazeuse, nous avons présenté les apporstrdetachnique expérimentale, sur les
mécanismes de photofragmentation UV a I'état exdatéette molécule. L’échelle temporelle
d’observation (t < us) utilisée dans notre disglogt les informations obtenues sur les
séquences de fragmentation nous ont permis deev@itrévidence des fragmentations trés
rapides { < 20 ns), non-statistiques, produites dans I'é&atité, non-détectées par les
expeériences de spectrométrie de masse traditi@snelles résultats expérimentaux associés a
des calculsab initio et aux résultats d’expériences pompe-sonde festorsle [22-27],
effectués par d’autres membres du groupe, noupemis d’établir un modeéle de transfert
d’électron dans I'état excité qui permet d’expligles mécanismes UVPD du Trp-HCes
résultats, utilisés dans le chapitre suivant paupetits peptides protonés contenant le Trp,
sont rappelés ci-dessous. Dans le cas du TrpaHrés photoexcitation d’'un électron de

l'indole par le laser UV (263 nm), cet électrontglee Rydberg peut étre localisé :
- dans une orbitales*(NH3) et conduit a la perte de H

- dans une orbitalen*(indole) et conduit a la rupture de la liaisoR-Cy apres
transfert de Het H sur I'indole (ionm/z132).

- dans une orbitaler*(chaine peptidique) et conduit, soit a la pertéNthe, soit a la

dissociation de la liaison,£C; aprés transfert de'Hsur le carbonyle (iom/z130)

La localisation de cet électron de Rydberg sudl&érents sites de la molécule régit la

compétition entre les canaux de fragmentation tatl’éxcité. Ces mécanismes impliquent,
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dans certains cas, un transfert dertdcessaire a la fragmentation. Nous avons monieé q
I'éther 18-couronne-6 qui se complexe au niveasitiude protonation du TrpHnhibe les
mécanismes de transfert d’électron dans I'étatdamehtal et excité. On observe la disparition
de nombreuses voies de fragmentation mais égalemmenmodification de la spectroscopie
de la molécule de Trp-Haugmentation de I'énergie dis* de 2 eV) di a la complexation
avec un éther-couronne. Des effets statistiquasoptstatistigues ont été observés sur les
temps de fragmentation mesurés. L'explication dézanismes en compétition n'est pas
simple. Ce sujet qui a déja fait I'objet de plusgearticles, concernant I'étude de petits

peptides protonés en phase gazeuse, n’est pagdnenrcompris [46-48].

Les complexes Trp-HCE) étudiés avec notre dispositif présentent desps de
fragmentations beaucoup plus courts et des voigshdedissociations différentes de celles
observées avec le dispositif ELISA a Aarhus. Ce$oubes étudiées avec notre dispositif
contiennent plus d’énergie interne et présentemtisemblablement des conformations
différentes de celles étudiées a Aarhus. Notonsmphotofragmentation VUV, des
expériences récentes ont montré des résultatdifféents, pour un méme systeme étudié sur

différents dispositifs [49].

En comparant les temps de fragmentation statigigmesurés pour le complexe
Trp-H'(CE) avec notre dispositif et celui d’Aarhus, n@wns pu estimer une température
vibrationnelle comprise entre 660 a 900 K pourntedécules étudiées avec notre dispositif
(en considérant une température de 300 K pourxeériences d’Aarhus). L’énergie interne
présente dans les systemes que nous étudionsdoiestpas négligeable et doit étre prise en

considération lors de l'interprétation de nos eiqéres.
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CHAPITRE IV. Etude des mécanismes de photofragmentation de
dipeptides protonés contenant le tryptophane

Il nous a semblé intéressant de voir si le modeléransfert d’électron — transfert de
proton [1-3] établi pour expliquer les mécanismespthoto-fragmentation du tryptophane
protoné pouvait étre étendu a des petits peptidagenant le tryptophane. Pour cela nous
avons étudié la dynamique de photo-fragmentatiogquidques dipeptides et d’un tripeptide
contenant le tryptophane [4].

V.1 Généralités

IV.1.1 Peptide et liaison peptidique

Un di- (ou tri-)peptide est composé de deux (ois}racides aminés reliés entre eux par
une liaison covalente appelée liaison peptidigue.libison peptidiqgue correspond a une
fonction amide —(CO)(NH). Elle est formée par réacentre le groupe acide —COOH d’'un
acide aminé et le groupe amine —N\#un autre acide aminé (figure 1V.1)

0
| I I
HzN—(|3H—C—OH + HQN—CH_E_OH ——>  HN—CH—C—NH—CH—C—O0H + H,0

=0

R1 R 2 R1 Rz

figure IV.1 : Réaction de déshydratation conduisaata formation d’'un dipeptide a partir

de deux acides aminés. La liaison peptidique egtrésentée en rouge sur le dipeptide.

La liaison peptidique est stabilisée par mésomé&rate résonance implique la planéité
de la chaine peptidique. Il en découle que, damsraprésentation tridimensionnelle d’'un
peptide, les groupements R des deux acides ameliés par la liaison peptidiqgue sont
alternés de part et d'autre de cette liaison. isoh peptidique mesure 1,32 A [5], elle est
plus courte qu'une liaison simple ordinaire maissgbngue qu'une liaison double avec une

énergie de liaison de 2 a 4 kcal/mol [6].

L’'ordre des acides aminés qui composent la chagmig)que a son importance. En
effet, une des extrémités de cette chaine estysartd'un groupe amine libre (—-}Hon

'appelle le c6té N-terminal. L'autre extrémité guésente un groupe carboxyle (-COOH) est
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le coté C-terminal (cf figure 1V.1). Par conventiaon représente toujours un peptide de

gauche a droite, en commencant par le c6té N-tatmin

IV.1.2 Fragmentation d’'un peptide

En spectrométrie de masse, on utilise une nomemelgt, 8], illustrée figure 1IV.2, pour
désigner les fragments ioniques d’un peptide chdrge fragments dont la charge ionique est
située du coté N-terminal sont appelés a, b dtaguex qui présentent une charge ionigue cété
C-terminal sont appelés x, y et z. Ces fragments somérotés a partir de 1 en commencant
du coté N-terminal pour les fragments a, b et enetommencant du coété C-terminal pour les

fragments X, y et z.

W2 Y2 X A Y LK
120 L
Ho,N—CH=-C—+NH-+-CH-C——NH-CH—C—OH

9 by ¢ Ch b, G

figure 1V.2 : Nomenclature utilisée pour désignees fragments ioniques produits a partir

d’un tripeptide chargé

IV.1.3 Molécules étudiées

Nous nous sommes intéressés a I'étude de dipeptaidgsnant le Tryptophane. Nous
avons voulu mettre en évidence l'influence de lsifgm du Trp (c6té N- ou C-terminal) sur
les mécanismes de photofragmentation de ces diesptNous avons vu dans le chapitre
précédent que les transferts de proton jouent e péédominant dans la dynamique de
photofragmentation du Trp-HNous allons voir dans ce chapitre que, pour desptides
contenant le Trp, si on fait varier la position Tp par rapport au site de protonation, les

mécanismes de photofragmentation sont modifiés.
Nous avons étudié six dipeptides pour lesquelspec$t associé a :

- la Glycine, notée G ou Gly. C’est le plus simples deides aminés, sa chaine

latérale étant uniguement composeée d'un —H ;
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- la Leucine, notée L ou Leu, dont la chaine latéeatecomposée d’'une chaine alkyle

ramifiée a 4 centres carbonés ;

- la Lysine, notée K ou Lys, possede pour chainediéune chaine alkyle linéaire a

4 carbones, terminée par un groupement amine. @gpg@ment, noté-amine, est

plus basique que le groupemersamine (N-terminal de la chaine peptidique) [9].

Ces dipeptides ne présentent pas tous le mémedsitprotonation. En effet, les
dipeptides contenant la Lysine, [WK + Hgt [KW + HJ', sont protonés au niveau de la

chaine latérale de la Lysine, sur le groupensgeaimine [9], tandis que les autres dipeptides

étudiés sont protonés sur le groupenweamine de la chaine peptidique, plus basique que

I'azote de I'indole du Trp [10].

Nous avons également étudié le tripeptide Glycingfbphane-Glycine (GWG),

protoné sur le groupementamine. Toutes les molécules étudiées sont repéesesur la

figure IV.3 avec leur site de protonation indiguéreuge.

[WG + H]*
m/z 262

[WL + H]*
m/z 318

o
|

I
*H3N—CH—C—NH—(|:H—C—OH

CHZ CHZ

7 CH-CH3

figure 1V.3 : Dipeptides et tripeptide étudiés.

[GW + H]*
m/z 262
(0] (0]

*H3N—C|H—C—NH—C|
¢

<
HN

[LW + H]*
m/z 318

H

] ]
*H3N—(i_:H—C—NH—C|2H—C‘OH

CH, ¢H,

CH-CH;, &

CH, HN

[KW + H]*
m/z 333
i i
H2N—CH—C—NH—(|:H—C-0H
CH, CH»
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V.2 Récapitulatif des résultats expérimentaux

Tous les canaux de fragmentation des molécules digure 1V.3 ont été étudiés de
facon exhaustive avec la zone polarisée. Nous anésusne dans deux tableaux (tableau V.1
et tableau IV.2) les différentes voies de photafragtation de ces molécules ainsi que le
nombre d’étapes de fragmentation associées, lesteimfragmentation mesureé et l'intensité

relative de chaque canal de fragmentation.

Les résultats obtenus pour les molécules [W % NYG + HJ', [WL + H]", [GW + HT,
[LW + H]" et [GWG + HT sont présentés dans le tableau IV.1. Dans ceaiabtm observe
des voies de photofragmentation similaires a celle§wW + HJ [2] comme le clivage de la
liaison G-Cg donnant les fragments/z130 (temps court et temps long)netz 132 ainsi que
la perte de NK| suivie de la production de I'iom/z144. D’autres fragmentations, différentes
de celles du [W + H]apparaissent également. Il s’agit de rupturesadehhine peptidique

conduisant a la production d’ions de type « ayxxet « z » (cf § IV.1.2).

On observe des fragmentations caractéristiqguea gedition du Tryptophane dans la
chaine peptidique. La présence du TryptophaneMdé&Eminal induit spécifiquement la perte
de NH;, la fragmentationsget la formation au temps long des ion& 130 et 144 ; tandis que
la présence du Tryptophane c6té C-terminal inded &ragmentationsiyet z. Pour la
molécule [GWG + H], le Tryptophane occupe une position centrale esrabservons les
fragments ioniques,ay. et z qui correspondent a des fragmentations de patiaetre du

chromophore.

Notons que la rupture de la liaisog-C; au temps court (formation des iom$z130 et
132) n'est pas spécifique de la position du Tryptoe. On observe cependant, pour le
fragmentm/z 132, des mécanismes directs et séquentiels quileethspécifiquement liés a la
position du Tryptophane : c6té N-terminal pour kécanisme direct et coté C-terminal pour le

mécanisme séquentiel.

Nous remarquons que tous les fragments ioniquesabigau 1V.1 ont une masse
supérieure ou égale ra/z 130. lls contiennent tous la chaine latérale dypfbphane. Le
potentiel d’ionisation du Tryptophang 7,87 eV) [11] est plus faible que celui de Glyc{re
9 eV) [12] et que celui de la Leucine. C’est powigyour les dipeptides et le tripeptide
étudiés contenant ces acides aminés, la charggqumrest toujours présente du coté du

Tryptophane.
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tableau 1V.1: Tableau résumant les voies de photgfmentation observées pour les

molécules [W + H], [WG + HJ', [WL + H]", [GW + HJ, [LW + H]" et [GWG + HJ, ainsi

gue le temps, le nombre d’étape et l'intensité tala de chaque canal.
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Les molécules [WK + H] et [KW + H]" ont des voies de photofragmentation
différentes des autres molécules étudiées, ddatabasicité du N-terminal de la Lysine [9]
qui modifie leur site de protonation. C'est pourgmous avons présenté séparément les

résultats obtenus pour ces deux molécules.

Fragmentations aux temps longs
Fragm. Fragm. Fragm. Fragm. autres
«b» «ay» «y» «zn»
—————rm———————————————e—e——r—
[WK + H]* | fragments ioniques 159+ 147+ 129+
m/z 333 | nombre d'étapes >2 >2 >2
constante de temps >1pus >1us >1us
[KW + H]* | fragments ioniques 129+ 101+ 84+
m/z 333 nombre d'étapes 1 >2 >2
constante de temps >1ps >1ps >1ps

tableau 1V.2: Tableau résumant les voies de photgfmentation observées pour les

molécules [WK + HJ et [KW + HT, ainsi que le temps, le nombre d’étape de chacpie v

Les fragmentations observées pour les molécules fWK" et [KW + HJ', présentées
dans le tableau IV.2, ont toutes une constanterdes supérieure a 1 ps. Seul le fragmefat
129 de la molécule [KW + H]est produit en une seule étape, toutes les auties de
fragmentation mettent en jeu des mécanismes séglsergn plusieurs étapes. Parmi les
canaux de fragmentation observés pour [WK + &{][KW + HJ’, contrairement aux résultats
présentés dans le tableau IV.1, on ne retrouvenaudes fragmentations du [W +HAprés
analyse des masses, on s’apercoit que tous leadrag du tableau V.2 contiennent la chaine
latérale de Lysirf@ et ne contiennent pas celle du Tryptophane, eg&deptanaim/z 159 dans
le cas de la molécule [WK + H](fragmentation acontenant le Trp). Comme l'affinité
protonique de la Lysine (237 kcal/mol) est plus amante que celle du Tryptophane (220
kcal/mol) [9], pour les dipeptides [WK + H]et [KW + HJ, la charge ionique est

préférentiellement située du cote de la Lysine.

' m(-(CH)4~NH3" = 73 uma; m(lysine-H = 147 uma
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Dans la suite nous notons de maniére générale [WH +#es dipeptides étudiés pour
lesquels le W est situé du coté N-terminal, 'acad@né X pouvant étre remplacé par G, L ou
K. De méme pour parler des trois dipeptides étupats lesquels le W est situé du c6té C-

terminal, nous utilisons la notation [XW + H]

Dans la suite de ce chapitre, nous présentons dhlbes résultats obtenus avec le
pieége électrostatique ainsi que les fragmentatiomssécutives a la perte de H, produites a
I'extérieur de la zone polariséer (> 1 ps) (8 IV.3). Puis nous proposons différents
mécanismes pour expliquer les fragmentations diseqjui ont lieu en moins de 200 ns,
considérées comme produites dans I'état excitéM8)l Nous présentons l'analyse des
différentes fragmentations séquentielles obseraées la zone polarisée, produites aprés
conversion interne (8 IV.5). Les temps de fragntemtanesurés sont analysés et commentés
(8 IV.6). Enfin, ce chapitre se termine en companas canaux de photofragmentations

observés a ceux de dipeptides qui contiennentrasine (8 I1V.7)

IV.3 Résultats obtenus avec le piége électrostatique

Le piége électrostatique nous permet de mettrevaterce la perte d’'un fragment
neutre de petite masse {mM 5% de mg) et de mesurer le temps de vie de l'ion fragment
produit. La perte d’'un atome d’hydrogéne a été ntdésepour la molécule de Trp-H13].
Dans le chapitre précédent, nous avons vu qualieatacation Trp" produit aprés perte de H
est métastable et a un tres long temps de vief2fragmentation de ce radical cation produit
Iion m/z130 que nous avons pu détecter a I'extérieur dere polarisée.

Dans ce paragraphe, nous présentons, pour les tie=p' et le tripeptide étudiés, les
résultats expérimentaux obtenus avec le piegeréiatique, I'analyse des masses et temps
de vie des fragments ioniques piégés et l'analgsefdigments produits a I'extérieur de la
zone polarisée qui pourraient étre issus de lagdd H.

L Les expériences effectuées avec le piége éleatiqpst pour les dipeptides [WK + Hgt [KW + H]'
ne sont pas présentées car les résultats obtemnispals été entierement compris.
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IV.3.1 Résultats expérimentaux

La figure IV.4 présente les résultats obtenus plaotgexcitation dans le piege
électrostatique pour les molécules [WG + HMWL + H]*, [GW + HJ', [LW + H]" et
[GWG + HJ". Nous montrons les spectres de temps de vol @gsnénts neutres obtenus,
deux périodes d'oscillation (soit environ 40 usyespl’interaction laser. On remarque sur

cette figure que les molécules de méme masse améfae période d’oscillationg cette

période augmentant avec la masse incidente pidgée (/m, , cf chapitre ).

(a) <241 [WG + H]* () —<2ar [WL+H]
L m/Z 262 | m/z 318
, T, = 20.82 s T, = 23.10 s
| T,=20.40 ps | T,=22.70 ps
| AT =420 ns ¥ AT =400 ns
{ E o mera LJE \ o
40 | 45 50 55 40 45 | 50 55
(b) [GW + H]* (d) ) [LW + H]*
m/z 262 m/z 318
: Ty=20.82 ps ’ To=23.10 ps
: : ‘ nag/vh U ‘ b ‘
40 | 45 50 55 40 45" 50 55
t, apreés l'interaction laser (ps) (e) ! [GWG + H]+

[
A m/z 319

To=23.14 ps

T
40 45 50 55

t, apres I’intéraction laser (ps)
figure 1V.4 : Résultats obtenus dans le pieége étestatique pour les molécules [WG + H]
[WL + H]*, [GW + HJ', [LW + H]" et [GWG + HJ, deux périodes d’oscillation aprés
I'interaction laser. En trait plein rouge : signaénregistré avec le laser allumé (signal de

photofragmentation + signal de collision) ; en titgpointillé noir : signal enregistré sans le

laser (signal de collision uniquement)
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Sur la figure 1V.4, le pic relatif aux fragmentsutes issus de la dissociation des ions
parents piégés est indiqué par un trait pointilié lses spectres de temps de vol de la figure
IV.4. Pour toutes les molécules étudiées, le sigaralegistré avec laser se superpose
parfaitement au signal enregistré sans laser. $desemolécules incidentes excitées ont donc

fragmenté en moins de 40 a 45 pus.

Sur les spectres de temps de vol des neutres désutes [WG + HJ et [WL + HJ'
(figure IV.4.a. et c.) nous observons un pic sumga@taire qui correspond a la présence d’'un
photofragment ionique piége.

IV.3.2 Analyse des résultats obtenus avec le piege

Pour [WG + HJ (figure 1V.4.a), le photofragment ionique gqu’onselve est piégé
durant 4 oscillations avec I'ion parent. Pour cgt fragment, nous avons mesuré un temps de
vie 1 = 20 +/- 10 ps (figure IV.5.a). Pour [WL + HJfigure IV.4.c), un photofragment
ionique est piégé avec I'ion parent pendant 18llatoins. Le temps de vie que nous avons

mesuré pour ce fragment estide45 +/- 5 us (figure 1V.5.b).

t, apreés l'interaction laser (ps)

t, apreés l'interaction laser (ps)

200
n +
2 1501 ® [WG + H]* (a) [WL +H] (b)
£ ~ fitiy = A*exp(-x/T) +y, 150+ o fity= A*exp(-x/T) +y,
5 \ R2= 0.993 - R2= 0.988
g \
o 100 N T=22+/-7ps 100, T=44+/-4 ps
o \
2 \
T
‘Q
,'E 50 “ 50 \
a:J ™~ S
£ e | e
0 0 : ==
20 40 60 80 0 50 100 150 200 250

figure IV.5 : modélisation du temps de vie de l'idragment piégé avec les molécules
[WG + HJ" (graphe a.) et [WL + H] (graphe b.).

Connaissant sa période d'oscillation, nous pouvcaisuler la masse du fragment

ionique piégé de deux manieres, en utilisant, soié expression analytique, soit une

modélisation effectuée avec le logiciel SIMION. Ltésultats obtenus par ces deux méthodes,

pour estimer la masse du fragment ionique piég& §weG + HJ et [WL + HJ', sont

présentés sur la figure IV.6.
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AT (ns)

800 -

(@) [WG +H]* (m/z 262)

(b) [WL+ H]* (m/z 318)

—u— résultat du caclcul analytique au 1% ordre

—m— résultat du caclcul analytique au 1% ordre d _
—m— résultat donné par la simulation /'/ 700 —u— résultat donné par la simulation /'/
700+ P 1 -
. " 600 . P
600+ - 1 -
e - 500- o
/ ./. ]
500+ - o ' - —
" e T Z e s
B L 7 ' - '
400 L 1 s — ‘
P 300{ i
I/ M ' e - !
300 ././' 1 /' ./l/ i
2 : ! 2004 =~ : !
200 T T T T 1 T T T 1 T T T T T T 1 T T T T ': T T T T T : T T T 1
6 8 10 12 14 16 18 20 6 8 10 12 14 16 18 20
Am (uma) Am (uma)

figure IV.6 : Calcul du décalage de période d’odation AT = (Tp — T;) entre l'ion fragment
piégé (m) et I'ion incident (ny), en fonction de leur différence de masden = (my — m),

pour les molécules incidentes [WG + H{graphe a.) et [WL + H] (graphe b.). La valeur
expérimentale obtenue poudT est indiquée en trait pointillé ainsi que ledm

correspondant, calculé avec I'expression analytigaedonné par la simulation SIMION.
Graphe a :ATexp = 420 ns pour [WG + H]; graphe b :4Tex, = 400 ns pour [WL+ HJ

D’aprés I'expression analytique, on obtiexth =~ 11 uma pour [WG + H]et [WL +
H]*. En utilisant la modélisation établie avec le pamgme SIMION, on obtienAm ~ 13.5
uma pour [WG + H] etAm = 17 uma pour [WL + H] La masse\m = 17 ou 18 uma est la
masse la plus proche de celle calculée, pouvanésmondre a une molécule neutre éjectée.
On conclut donc que le fragment ionique piégé desanolécules [WG + H]et [WL + HJ
est issu de I'éjection d’une molécule pNblu HO (ou H + NH). Pour préciser plus finement
la nature de ces fragments ioniques, nous utilisk@ss résultats des expériences en

coincidence.

IV.3.2.1Piégeage du radical cation{m 11" issu de la perte de H ?

L’équipe d’Aarhus a également étudié les moléciWs& + H]" et [GW + HJ en
UVPD (263 nm) dans I'anneau de stockage ELISA [14}s spectres d’action enregistrés
entre 220 et 360 nm pour ces deux molécules pesedeux profils différents qui indiquent
que la perte de H est présente pour [GW *(kdical cation [GW] piégé avec I'ion parent)
et absente pour [WG + H]
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A partir de ces observations, nous avons analysean détail les résultats obtenus avec
le piege électrostatique (figure IV.4) afin de veirla perte de H était présente, méme en

faible intensité, pour I'une ou l'autre des molé&suétudiées.

Nous rappelons ici I'expression analytique au peznoirdre, qui relie le décalage de

périodeAT et la différence de mas#en, entre la molécule incidente et le fragment iariq

piégé :
_ _ 2mg\ Am
(IV.1) AT = (TO 2, /—EO )—mo

avec?,, la longueur de vol libre sans champ du piegeté@statique £, = 226 mm) et k

I'énergie des ions incidents a I'entrée du piege<R2500 eV).

A partir de I'expression (IV.1), poutm = 1 uma, on calculaT = 39 ns pour les
molécules [WG +H] et [GW + HJ de masse gF 262 uma dont la période d’oscillation est
To = 20.82 ps. Pour les molécules [WL ¥Hit [LW + H]" de masse ;= 318 uma et de
période d’oscillation § = 23.10 us, on calcul&T = 36 ns pouAm = 1 uma. Apres deux
périodes d’oscillations, un radical cation piég@duirait des fragments neutres décalés
d’environ 80 ns par rapport aux neutres issus ales parents. Ces fragments neutres seraient

guasiment superposés a ceux issus des ions parents.

Pour toutes les molécules étudiées, présentéesasiigure IV.4, il n'y a aucune
contribution induite par le laser au niveau dugacent. Pour ces molécules, on ne piege donc
pas le radical cation [m- 1]". Si ce canal existe, le radical cation a un tedepsie inférieur

a la dizaine de microseconde.

IV.3.3 Fragmentations secondaires a la perte de H obsengtavec la zone
polarisée

Avec la zone polarisée, il n’est pas possible dérmédirectement en évidence le canal
de perte de H. On ne peut donc pas étudier lesissas de la perte de H par des expériences
en coincidence. Nous pouvons cependant mettreidan®e des fragmentations consécutives
a la perte de H, avec la zone polarisée. Citonsiigle de la production lente ¥ ps) de

I'ilon m/z130 issu de Trp, observée a I'extérieur de la zone polariséelfapire Il1).

Le radical cation [m— 1], issu de la perte de H des dipeptides étudiéspasaété

observé dans le piege. S'il existe, il a un tempwid inférieur a 10 ps. Dans ce paragraphe
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nous avons essaye de mettre en évidence des freegioes secondaires produites apres perte

de H, qui se produisent en moins de 10 ps, a Fiextéde la zone polarisée

IV.3.3.1 Fragmentsn/z 130 (extérieur) pour [WG + Hlet [WL + H]'
La figure V.7 compare pour un méme temps d’actjoisi un enregistrement avec et

sans laser effectué pour les ion&z 130 et 132 de [WG + H] Sur le diagramme avec laser
(b), malgré la polarisation en champ électrique,dentributions intérieures et extérieures de
lion m/z 130 sont parfaitement séparées. Ceci indique éasepce de deux mécanismes
différents pour le canah/z130, comme ce qui a été observé pour le [W % Ppur [WG +
H]*, nous avons vérifié que la composante extériewelidn m/z 130 n’est pas due
uniguement a des collisions. Un traitement sansciaénces, tel celui effectué sur la figure
IV.7, permet de comparer les deux enregistremefiecteés. On estime l'intensité des
photofragments par rapport a celle des fragmerdaduyiis par collision en superposant sur

I'axe y; la projection des enregistrements avec et saas (fagure 1V.7).

Enregistrement sans laser Enregistrement avec laser

[WG + H]* - sans laser
201 20
(m/z 262) : .- avec laser
__ 10 1) L.« 130
£ E extérieur
€ o e
= L = 132
§ = <
>-1O . 5 ~ intérieur
o @) 2| (b) ™S 130
intérieur

195 200 205 20 215 195 200 205 210 215
t; (us) t; (ps)
figure IV.7 : Diagrammes N(y t) traités sans coincidence, enregistrés pendanmgéme
temps d’acquisition, avec la zone polarisée paralramp électrique de 250 V, pour les ions
m/z 130 et 132 de [WG + H]sans laser (a) et avec laser (b). La projectiom Baxe y; est

représentée en noir pour I'enregistrement sans laseen rouge pour celui avec laser.

A I'extérieur de la zone polarisée, pour le cam& 130 de [WG + HJ, on observe 1/3
de fragments produits par collision avec le gaitéd pour 2/3 de photofragments détectés.
On suppose que ces photofragments 130 produits avec un long temps sont formés apres

perte de H, suivant le méme mécanisme que pour NV +

Le diagramme N(y t — t,) de la figure IV.8(a) a été effectué a partir deémes
évenements que ceux de la figure IV.7, traitéedeis en coincidence. Le diagramme N(v

V) associé a la contribution extérieure de I'mfz130 de [WG + HJ est donné sur la figure
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IV.8(b). Sur ce diagramme, malgré le « bruit» cpg les collisions, une contribution

centrale plus intense est présente. Cette contsibubien qu’'un peu large, semble s’aligner

sur la droite de pente -132/130. Ceci justifie lecamisme séquentiel proposeé : perte rapide de

H suivie de la fragmentation lente de la liaisqpGg. Pour [WL + HT, on observe le méme

type de résultats que ceux observés pour [WG figjure 1V.8.c. et d.)

[WG + H]*
(m/z 262)

[WL+ H]*
(m/z 318)

yi (mm)

yi (mm)

2l

130 .4
ol ext :
10!
x| (a)
14 16 18
0l

130
10 ext ..
ol
10|
2 (c)

16

18 20 22 24
ti-tn (us)

o]

S\o- i mzi3o
= S .(_extérieur)
€ 00} W

3 - -

E |-
— 1
s - - H \_\
(b) - N
05 — .
05 00 05
o} — -
N i m/z130

i}, | (extérieur)

05 00

Vv,, (mm.ps?)

05

figure IV.8 : Diagrammes N(y t —t,) traités en coincidence, enregistrés pour les ionZ
130 et 132 de [WG + H](a) et [WL + HJ (c). Diagrammes N(¥, V») aSSOCiés aux
contributions extérieures des ions m/z 130 pour [W®&]" (b) et [WL + HT (d).

Si on suppose que le mécanisme lent de producéismotism/z130 pour [WG + HJ et

[WL + H]" est le méme que celui de [W +'Htela signifie que les radicaux cations [WG]

et [WL]™ sont beaucoup moins stables que [V¢pr on n'a pas pu les mettre en évidence

dans le piége électrostatique. Contrairement awxlteds obtenus a Aarhus [14], nous

pensons qu’un radical cation [WGJest mis en jeu dans les expériences que nous avons

effectuées.

IV.3.3.2 Fragmenin/z244 (extérieur) de [WG + H]

Un autre fragment a été observé, présent uniqueankextérieur de la zone polarisée.

La figure IV.9 compare pour un méme temps d’actjoisi un enregistrement sans et avec
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laser, effectués pour liom/z 245 de [WG + HJ. Les événements de la figure IV.9 sont
traités sans coincidence. Sur l'enregistrement daeer, figure 1IV.9(b), la composante
intérieure correspond a I'iam/z245 (perte de NkJ produit avec un temps de fragmentation

= 20 ns. Cet enregistrement a été effectué aveorla polarisée par un champ électrique. La
séparation des contributions intérieures et exiéege sur la figure 1V.9(b), indique qu’il
s’agit de deux mécanismes. En comparant les projecsur I'axe ydes enregistrements avec

et sans laser, on met en évidence la présence aefiaigments a I'extérieur de la zone
polarisée.

+ Enregistrement sans laser Enregistrement avec laser - sans laser
[WG + H] x| Faisceau 20| Faisceau ‘ - avec laser
(m/z 262) inc(dent T inc(dent ENY. ™ < -- Faisceau incident
— 10_ ‘\ i 10‘ \‘ k"
€ i 244 / 245 b 244 etfou 245
.g 0 N ... EXT o o 30 == extérieur
> 10/ \ 10 = k 2.45 ;é = = e 2,4.5
ﬁ“ g5 int = intérieur
-2 (a) 20 (b) o = <-- Faisceau incident
17 18 19 20 17 18 19 20

t; (us) t; (us)

figure IV.9 : Diagramme enregistré (sans coincidexjcavec et sans laser correspondant
aux fragments 244 et 245 du systéme [WG + Hla trainée oblique correspond au

« bruit » provenant du faisceau incident

Il est difficile de déterminer avec la simulation lss photofragments produits a
I'extérieur correspondent a un ion/z 244 oum/z 245 (figure 1V.9.b). Pour expliquer ce
photofragment produit avec un long temps de fragatem @ > pUS), nOUS NOUS sommes
appuyés sur le travail de Bagheri-Magt al [15], sur la fragmentation CID de radicaux
[mo - 1], Pour le radical cation [WG](m/z261), le principal fragment qu’ils observent est
ion m/z244 qui correspond a la perte de )NB'apres ces résultats, nous pensons que les
photofragments produits a I'extérieur de la zonkupeee (figure 1V.9.b) correspondent a des

ionsm/z244 issus de la perte consécutive de H puis dg NH
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IV.3.4 Conclusion sur les fragmentations observées aux lga temps

A I'extérieur de la zone polarisée, nous avonsenigvidence plusieurs fragmentations

probablement produites apres la perte d’'un atome H
- les ionsm/z130 et 244 pour [WG + H]
- les ionsm/z130 pour [WL + HJ

Nous n’avons pas observé de photofragments ioniop®e300 produits a I'extérieur de
la zone polarisée pour [WL + H[m/z318). La perte de H + Ndprésente pour [WG + H]
est donc absente pour [WL +H]

Notons que, dans les expériences de Bagheri-Majdil. [15], aprés perte de H, le
fragmentm/z 130 n’est pas observé alors que nous I'observoosnapagné de I'iom/z244
en UVPD. Il est possible que le radical cation [WG@drmé par UVPD n’ait pas la méme
structure qu’un radical cation produit par CID sies complexes [Cidien)M]*". La
différence d’énergie interne entre les moléculagliées par Bagheri-Majdét al. [15] et
celles que nous avons étudiées peut égalemerd Etmegine de I'absence de cet iomz130
dans leurs expériences. Notons cependant que @130 semble étre une fragmentation
plus privilégiée en UVPD qu’avec d’autres techngjde fragmentation.

Pour [GW + HJ, nous n'avons pas vu de fragmentations seconds@gsroduisant,
apres la perte de H, a l'extérieur de la zone m#ar Contrairement aux expériences
effectuées a Aarhus [14] ou la perte de H est obsgoour [GW + H] et absente pour [WG +
H]*, nous supposons que la perte de H est présentdgsomolécules [WG + H]et absente
pour [GW + HJ. Comme nous l'avons vu au chapitre précédentge cdifférence peut

s’expliquer par une différence d’énergie interndeetonformations des molécules étudiées.

Molécule T, (ns) T, (ps) AT (ns) M, sicgs T (ps)
[WG+H]* m/z262 20.82 22.4 420 244+ ou 245+ 20
[WL+H]* m/z318 23.10 22.7 400 300*ou 301* 40
[GW +H]* m/z262 20.82 . - -

[LW + H]* m/z318 23.10 - - -
[GWG +H]* m/z 319 23.14 . - -

tableau 1V.3 : Résumé des résultats obtenus avquége électrostatique pour les dipeptides

et le tripeptide étudiés
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Nous rappelons dans le tableau 1V.3 les résultatsnois avec le piege électrostatique
pour les dipeptides étudiés. Pour la molécule [W@E]% lion piégé peut correspondre au
fragmentm/z 244 produit apres perte de H. Dans ce cas, le ®agnonique piégé avec

[WL + H]" n’est pas issu du méme mécanisme (pas de phatodragm/z300 observé)

Pour les deux molécules [WG +Hjt [WL + HJ', nous avons observé le canakz144
produit apres perte de NHLa perte de Nkl a lieu en moins de 100 ns et le temps de
fragmentation mesuré pour I'iom/z 144 est supérieur a 1 ps (tableau IV.1, page 189).
photofragment ionique piégé avec I'ion parent mhartc étre I'ionm/z245 pour [WG + H] et
I'lon m/z301 pour [WL + HJ qui fragmentent avec un temps 1 pys a I'échelle de la zone

polarisée ou un temps de vie 20 ps et 40 us respectivement, a I'échelle duepieg

Bien gu’aucun radical cation [+ 1] n’ait été observé avec le piége électrostatique,

nous pensons que la perte de H est présente ppundéécules [WG + H] et [WL + H]".

IV.4 Fragmentations initiees dans I'état excité

Dans cette partie nous nous intéressons aux fragti@rs binaires qui se produisent en
moins de 200 ns. Les molécules [WK +'H} [KW + HJ' ne présentent que des temps de
fragmentationt > us (tableau 1V.2). Les canaux de fragmentatolmses molécules ne sont
donc pas analysés dans cette partie. Sur la bas€che mécanisme de transfert d’électron et
de proton a I'état excité que celui présenté peuip-H au chapitre précédent, nous
pouvons expliquer les difféerentes fragmentationshaipes observées comme des

fragmentations issues de |'état excite.

Nous nous intéresserons d’abord aux moléculesIpeguelles le Tryptophane est situé
c6té N-terminal puis celles pour lesquelles ilsigté c6té C-terminal.
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IV.4.1 Fragmentations initiées dans I'état excité pour ledipeptides [WX +H]"
Cette partie présente les fragmentations binaires dnolécules [WG + H] et
[WL + H]", qui se produisent en moins de 200 ns, ainsi gumécanisme proposé pour

expliquer ces fragmentations.

IV.4.1.1 Résultats expérimentaux
Pour les molécules [WG + HEt [WL + HJ', les ionsm/z130 et 132 (rupture de la

liaison G-C;) et la perte de NEHsont produits en une seule étape (cf tableau I\L&3
diagrammes N(¥, V) de ces trois canaux de fragmentation sont présestr la figure V.10,
pour les molécules [WG + H]et [WL + HJ. Sur chaque diagramme, les points

expérimentaux sont alignés sur la droite de pante (m)/m;. Il s’agit donc de mécanismes

produits en une étape.

Rupture C,-Cg Rupture C,-Cg Perte de NH,

[WG + H]* (m/z 262)

DN m/z 130 os| s m/z 132 m/z 245

o] Pﬁﬁu

I I
+H3N‘lZ:H—C—NH—C|;H—C—OH

z \ =
T
v,; (mm.pus?)

@ T

im/z 132

[WL +H]* (m/z 318) ol N im/z 130 o

B . = ; . . 4
A Lo o wle) N
aN C|:H 05 00 05 a5 00 05 1 0 1
’ Van (mm'p's-l) Van (mm-HS'l) Voo (mm.pS'l)

figure 1V.10 : Diagrammes N(¥, V.n) illustrant les fragmentations directes observéesur
les molécules [WG + H]et [WL + HJ". La pente des droites en trait rouge pointillé est

égale au rapport de masses, m pour chaque canal de fragmentation.

Les fragmentsn/z245 etm/z301 correspondent a une perte de;blur les molécules
[WG + H]" (m/z 262) et [WL + HJ (m/z 318) respectivement. Les trois canaux de
fragmentation de [WG + H]et [WL + HJ' présentés sur la figure IV.10 sont des
fragmentations produites en une étape, a l'intérileula zone polarisée € 200 ns) comme

pour [W + HJ (cf tableau IV.1, page 189).
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IV.4.1.2 Modele de transfert d’électron / transfert de pnoto

Pour le [W + HJ nous expliquons la perte de NEt production des ions/z130 et 132
par un modéle de transfert d’électron et de protams I'état excité [2] (cf chapitre III). Nous
avons décliné ce modele et l'avons appliqgué auxéoudes [WG + H] et [WL + HJ. Ce
modéle permet ainsi d’expliquer les fragmentatidimectes,m/z130,m/z132 et la perte de

NH; observées pour ces deux molécules (cf figure I\V.10

(0] 0]
+ _ _ 1l _ _ _ 1} _
CH, R
HN
‘/H+ -: \
-~ 9 0 oo Ng o 0 0
( HaN-JCH-C—NH-CH-C-OH HaN—CH-C—NH—CH-C-OH "HgN—CH-C—NH—CH-C—OH
~>CH, R CH, R H*& CH, R
O o H {’ o\
HN HN QN
Perte de NH,4 Rupture C,-C, Rupture C,-C,
T <100 ns T <100ns T <100ns
Q Q2 CH CH
*CH-C—NH—CH-C-OH 2 2
CH, R +
e HN AN
HN
m/z 130 m/z 132

m/z 245 pour -R=-G
m/z 301 pour -R=-L
figure IV.11 : Modele de transfert local d’électrosuivi d’'un transfert de proton, appliqué

aux dipeptides [WX + H]protonés sur le N-terminal.

Nous suggérons un mécanisme tel celui présentk sigure IV.11 pour expliquer les
fragmentations directes de [WG +'Hjt [WL + HJ'". Aprés photo-excitation d’un électron de
lindole par le laser UV, nous considérons pour ocedécules les trois mémes sites de
transfert de I'électron actif, que ceux impliquéssl la photo-fragmentation de [W +"HEf
chapitre Ill). Suivant cette hypothése, I'électrphoto-excité est transféré, soit sur le N-
terminal, soit sur le carbonyle central ou restealigé au niveau du chromophore. Un
transfert d’électron sur le N-terminal affaiblitliaison NemrC, €t conduit a la perte du NH
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de la chaine peptidique [16] (branche de gauchka digure 1V.11). Un transfert d’électron
suivi d'un transfert de proton sur le carbonyleaddiit la liaison G-Cg et conduit a la
formation d’'un ionm/z 130 en une étape [16] (branche centrale de ladidu.11). La
production de I'ionm/z 132 en une étape est induite par un transfertrd®mp dans I'état
excité sur le cycle aromatique, suivi d’'un transtéhydrogene sur le cycle [17] (branche de
droite de la figure 1V.11).

D’aprés le mécanisme proposé sur la figure IV.OurgWG + HJ et [WL + HJ', les
trois canauxm/z130,m/z132 et la perte de Ndbsont produits dans I'état excité comme pour
[W + H]*. D’aprés ce mécanisme, par rapport au [W ¥ Efjout d’'une Glycine ou d’'une
Leucine, coté C-terminal du W, pour former un dijpg ne modifie pas les fragmentations
dans I'état excité. Contrairement aux dipeptide§S[WH]" et [WL + HJ" qui ne comportent
qu’un seul groupement amine, le dipeptide [WK + Eff comporte deux dont un, situé sur la
chaine latérale de la Lysine. L'ajout d’une Lysinété C-terminal du Trp, modifie le site de
protonation par rapport & [W + H]On constate que toutes les fragmentations quirpient
étre produites dans I'état excité sont inhibéesid\supposons que la forte affinité protonique
de la Lysine empéche les transferts de protontat l&xcité et donc la production des ion&
130 et 132 (figure IV.11). La perte de BHest pas observée pour le dipeptide [WK +.H]
L’état excité qui conduit a cette fragmentation émhc trop haut en énergie pour étre atteint
pour la molécule [WK + H]

Comme les deux molécules [WG + "Hpt [WL + HJ vérifient le schéma de
fragmentation proposé sur la figure 1V.11, on pauyiposer que ce schéma est encore valable
pour d’autres dipeptides protonés sur le N-termilgala chaine peptidique et contenant le W
c6té N-terminal. En revanche, ce schéma ne s’applas a des dipeptides protonés sur leur
chaine latérale, tels [WK + H]qui contiennent, en plus du W, un acide amindfidisé

protonique supérieure a celle de W.

IV.4.2 Fragmentations initiées dans I'état excité pour ledipeptides [XW +H]"

Dans cette partie nous présentons les fragmentsitébrectes observées ou attendues
pour les molécules [GW + H]et [LW + H]" puis le mécanisme proposé pour expliquer les

fragmentations directes de [GW + H]
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IV.4.2.1 Résultats expérimentaux

La figure IV.12 représente les diagrammes N(v,,) des fragmentations directes
observées pour les molécules [GW + Ef [LW + H]" (cf tableau 1V.1, page 189).

Pour [GW + HJ, les ionsm/z 130 etm/z 188 sont produits de fagon binaire. Sur les
diagrammes N, V.n), (@) et (c) de la figure V.12, associés a cesxdeanaux de
fragmentation, nous avons tracé une droite de pénge— m)/m; qui confirme que ces
mécanismes se font en une étape. Pour Himn132 de la molécule [GW + H]diagramme
(b) de la figure 1V.12, on s’attendait a observarmécanisme direct comme pour l'iam’z
132 de la molécule [WG + Hfigure IV.10.b.). Cependant, le diagramme N(V.) associé
a Ilon m/z132 de [GW + H] présente une forme différente de projection plusitaire qui

suggere un mécanisme de fragmentation séquernidera

Pour [GW + HJ et [LW + HJ', les ionsm/z 188 correspondent a la fragmentatigrie
la chaine peptidique, c’est-a-dire a une rupturdade@ison N-G, la charge ionique restant
localisée du c6té du Tryptophane (c6té C-terminad)diagramme Ny, V.n) associé a l'ion
m/z 188 de [LW + HJ, diagramme (d) de la figure IV.12, présente unenéocirculaire qui
suggere un mécanisme sequentiel. D’apres les dmmges N(vi, V), (C) et (d), La
fragmentation z conduit donc a deux mécanismeérdifits pour les molécules [GW +"Hit
[LW + H]".

Rupture C,-Cg Rupture C,-Cg Fragmentation z,
[GW + H]* (m/z 262)
o u o T o v miz130 04 m/z 132 ol m/z 188
R I F I 3 02 o
H3N—(|3H—C—NH uCH—C—OH E . ._!-"-' o
i B_ém £ 00 0O}t
/ \: -02;
> ® (a) o4 (b)
HN 05 00 05 04 02 00 02 04
Vv,, (mm.ps?) Vv,, (mm.ps?)

[LW + H]* (m/z 318)

Zy

+H3N—CH—C—NH<‘E>(|:H—C-OH

v, (mm.ps?)

L o i
CH 2 N

| 2 /B 05 (d) cLT o
?H_CH3 05 00 05

CHs HN Vv, (mm.ps?)

figure 1V.12 : Diagrammes N(¥, \.n) illustrant les fragmentations directes observérs

attendues pour les molécules [GW +'Hjt [LW + HJ'. Les droites en trait rouge pointillé
représentent le rapport de masseg hmy.
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Pour les canaux de fragmentatioriz 132 de [GW + H] et m/z188 de [LW + H]J,
associés a des mécanismes séquentiels, plusieagsmdnts neutres sont détectés en
coincidences avec le fragment ionique final. Cagrfrents neutres n’ont pas pu étre séparés
temporellement. Comme les diagrammes (b) et (duoatforme complétement circulaire, il
n’est pas possible non plus de séparer et d’identdés fragments neutres émis, suivant leurs

déviations relatives. On ne peut donc pas expliqgaerdeux mécanismes.

IV.4.2.2 Spécificité de la fragmentation z

Les fragmentations c et z (rupture de la liaiso@J\Nsont les principales fragmentations
observées en ECD [18], dissociation par capturkecti®n de faible énergie, et en ETD [19],
dissociation par transfert d’électron. Les prenseegpériences d’ECD ont été realisées en
1998 [18]. Depuis, comme nous allons le présentdessous, de hombreux mécanismes ont

été suggérés pour expliquer les fragmentationz ®btervées

En ECD, la rupture de la liaison N;@e la chaine peptidique conduit a la production
d'un fragment ¢ a couche électronique compléte’en dadical Z a couche électronique
ouverte schématisée sur la figure IV.13. D’apresniécanisme de Cornell, proposé par
McLafferty [18], mécanisme (a) sur la figure IV.1Battachement électronique a lieu au
niveau du site de protonation (-NB et entraine la formation d’'une espéce hypervalent
instable (-NH") qui conduit a I'éjection d’un atome d’Hydrogéise.ce site de protonation est
relié a un carbonyle par une liaison hydrogéneamuléculaire, 'atome d’hydrogene éjecté
est transféré sur ce carbonyle qui devient radrealaa liaison N-G associée au carbonyle
est alors affaiblie et se dissocie.

Un autre type de mécanisme implique une capturetrél@que dans une orbitale de
Rydberg ) du carbonyle conduisant a la formation d’'un cadlianion. Dans le mécanisme
de Turecek [20], mécanisme;flde la figure IV.13, cette espéce se comporte cemme
superbase et permet le rapprochement d’un siteaderation. Si un transfert de proton a lieu
vers cette « superbase », il induit la ruptureadéaison N-G. Une variante de ce mécanisme
est le mécanisme Utah-Washington [20-22], mécan{&gejui considére que la liaison N;C
est rompue immédiatement aprés capture d’'un élegimo le carbonyle, avant qu’un transfert
de H' ait lieu. On notera que ces différents mécaniSE@D se produisent en une seule étape

de fragmentation.
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figure 1V.13 : Mécanismes ECD : (a) mécanisme Coling(b;) mécanisme Turecek ; &

mécanisme Utah-Washington.

En UVPD, nous avons observé le fragmentproduit en une seul étape pour la
molécule [GW + H] (cf figure IV.12.c). Aprés photoexcitation d’ureétron de l'indole, si
cet «électron actif » est transféré dans I'étatitéxou la densité électronique est
majoritairement localisée sur le carbonyle, celaier® a localiser un électron dans une
orbitale de Rydberg du carbonyle, comme dans lesam&me de Turecek ou Utah-
Washington (figure 1V.13.b). Nous ne pouvons pas i le transfert de Horécéde ou suit la

rupture de la liaison N-C

Contrairement aux fragments obtenus par ECD, mouordlécule [GW + H] étudiée en
UVPD, nous observons la production d’'un fragmemigoe Z a couche fermée et non pas
d’'un radical za couche électronique ouverte. Pour expliqueolmation de cet ion;znous
proposons un mécanisme de recombinaison radicaluisré sur la figure IV.14, dérivé de

celui de Turecek.
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H+
0 o) \o! o} OH 0

1l 1l )
NHg*-CH,-C—HN-CH-C—OH —> NH;*-CH,-G-HN-CH-C—OH —> NHQ—CH2—€)—HN—CH—(':'—0H
| L] I N T
CH, CH, CH,
: 0
N HN HN
miz 262 l
QH It
NH,—CH,-C=NH + ‘(FH—C-OH
<CH2

HN

m/z 188

figure IV.14 : Mécanisme de recombinaison radicalaiproposé pour expliquer la
production en une étape du fragment @n/z 188) observeé apres photoexcitation UV de la
molécule [GW + H] (m/z 262).

Le mécanisme de la figure 1V.14 ne s’applique pdsus les dipeptides [XW + H]
protonés sur le N-terminal. En effet, pour la malédLW + H]", on observe un fragment z

produit de facon séquentielle (figure 1V.12.d) gquplique un autre type de mécanisme.

IV.4.2.3Modele de transfert d’électron / transfert de pnoto

Pour la molécule [GW + H] deux canaux de fragmentation/z130 (rupture G-Cg) et
m/z 188 (fragment g, sont produits en une étape et en moins de 2@6fnableau IV.1). Le
modéle de transfert d’électron et de proton daésat’excité utilisé pour le [W + HJet
appliqué aux dipeptides [WX + Hpprotonés sur le N-terminal (page 202) est de rauve
décliné ici. Avec ce modéle nous proposons un mggende fragmentation dans I'état excité
pour expliquer les deux fragmentations directefdaolécule [GW + HJ. L'utilisation de ce
modéle nous impose également de justifier 'absetice mécanisme direct pour l'ion
m/z132 de [GW + H].
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figure IV.15 : Modele de transfert local d’électrosuivi d’'un transfert de proton appliqué
au dipeptide [GW + H]

Comme nous l'avons proposé précédemment pour peptidles de type [WX + H]
Nnous suggeérons ici un mécanisme qui met en jes $ites de localisationde I'électron photo-
excité, autour du Trp. L'« électron actif » resbedlisé sur le chromophore ou est transféré

dans des orbitales de Rydberg localisées sur mogle ou sur le carboxyle.

Ici, le carboxyle (-COOH) de [GW + HJjoue un role comparable au carboxyle de
[W + H]" et au carbonyle (-CO-) situé au centre du dipedtG + HJ. Dans les trois cas, il
s’agit d’'un groupement CO adjacent au W et situi@ c-terminal par rapport au W. Un
transfert dans I'état excité, d'un électron et didh sur un CO de ce type, nous permet
d’expligue le mécanisme direct de production danlin/z130 pour ces trois molécules.

Nous avons vu que la fragmentationde [GW + H] peut s’expliguer comme un
mécanisme de type ECD (Turecek ou Utah-Washingtgyire 1V.13.b). Ce mécanisme
implique un transfert de I'électron photo-excité Bicarbonyle situé au centre du dipeptide.
Pour conduire a la fragmentation de [GW + HJ, on suppose que I'« électron actif » doit
étre transféré sur le CO adjacent au W, situé Nétérminal du W, d’apres le mécanisme

proposeé sur la figure 1V.15.

Comparons le mécanisme de la figure 1V.15 propasé [GW + HJ avec celui de la
figure IV.11 (page 202) proposé pour [WG +*HPour ces mécanismes, un transfert
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d’électron suivi d'un transfert de *Hau niveau du carbonyle central conduit a deux
fragmentations différentes dans I'état excité rdpture de la liaison £&Cg (production de

I'ilon m/z130) dans le cas de [WG +Hit la fragmentation;alans le cas de [GW + H]

Si on compare les fragmentations directes obtepoas les dipeptides [GW + Hlet
[WG + H]*, d’aprés les mécanismes proposés, un transfdectfén suivi d’'un transfert de
H* au niveau du carbonyle central conduit a deux miéoes types différents de
fragmentation dans I'état excité : la rupture dédmon G-Cg (production de I'iorm/z130)

dans le cas de [WG + Hgt la fragmentation;zdans le cas de [GW + H]

Pourquoi n'observe-t-on pas la fragmentation c/arg&vG + HJ', comme en ECD ?
On peut I'expliquer par un mécanisme de recombimaisadicalaire se produisant apres
transfert d’électron et de proton sur le CO adjaeenTrp, situé coté N-terminal du Trp. Ce
mécanisme de recombinaison radicalaire, qui sepaitifique de I'UVPD, explique pourquoi
la fragmentation de la liaison, &g est privilégiée par rapport a la fragmentationuczo
(figure IV.16).
"

. ? ? /\69:’ 0 OH 0
HoN-GH-C—NH—-CH-C-OH —> "HgN~CH-C~NH-CH-C-OH —> H;N-CH—C~NH~CH-C-OH

CH, R CH, R CéH R
2
[ ]
+® L
HN HN HN
m/z 262 \l/
CH, OH )
1
R +  HN-CH=C-NH-CH-C-OH
HN R
m/z 130

figure IV.16 : Mécanisme de recombinaison radicataiproposé pour expliquer I'absence

de fragmentation zau profit d’une fragmentation G-C pour [WG + HJ'

Pour la plupart des molécules contenant le W, ifalbk ou la densité électronique est
majoritairement localisée sur le cycle aromatiqoestitue I'orbitale LUMO et est impliquée
dans les états excitég &t/ou L, accessibles en énergie avec un laser a 266 nmol&cule
[GW + H]" ne fait donc pas exception. Pour les moléculest[W]", [WG + HJ et [WL +

H]*, nous avons observé 'ian/z132 produit en une étape. D’aprés notre modeéldépoetst
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formé quand « I'électron actif » reste localis€ I8ndole et est suivi d’'un transfert dans I'état
excité de H et de H sur l'indole. Le canal de fragmentation/z 132 est produit par un
mécanisme séquentiel pour la molécule [GW + figure IV.12.b.). Il ne s’agit donc pas
d’'un mécanisme produit dans I'état excité. On sgppdonc que, pour la molécule [GW +
H]*, le transfert de proton suivi d’'un transfert d’ngygéne vers l'indole est peu probable
(figure IV.15). Fujihareet al.[23, 24] ont montré qu’a basse température lg Mrminal de
la chaine peptidique est en interaction avec lembphore. Avec notre dispositif, les
molécules étudiées ont beaucoup d’énergie intemequ impliqgue un dépliement du
dipeptide et un éloignement du -NHpar rapport a la chaine latérale du Tryptophdrezrait
intéressant de montrer que I'énergie interne caetans la molécule [GW + Ha un effet
sur le mécanisme de formation de I'ioviz132.

Pour la molécule [LW + H] on n'observe aucune fragmentation directe, damuim
meécanisme qui pourrait étre initié dans I'état #xciLe fait de remplacer la Glycine par la
Leucine dans un dipeptide de type [XW +"Hje devrait pasa( priori) entrainer de
modification importante ni de I'énergie, ni de lature des états excités. Nous supposons que
la Leucine, due a sa taille, crée un encombremignigge qui empéche les transferts de
proton a I'état excité. Rappelons que d’apres leéteoproposé (figure 1V.15), un transfert de
proton est nécessaire apres le transfert d’élecworie carbonyle ou carboxyle, pour induire
en une étape la fragmentationau la fragmentation £Cg (M/z130) d’'un dipeptide [XW +
H]".

Les chaines latérales des acides aminés A, AldrGtds), et V, Valine (-CH(CH),),
sont des chaines alkyles qui présentent un encomeitestérique plus faible que la Leucine.
Il serait intéressant de voir si le modele de ¢urfe V.15 peut s’appliquer aux dipeptides
[AW + H]" et [VW + H]".

Notons par ailleurs que le modéle de la figure Bvile s’applique pas aux molécules

telles [WK + HJ, protonées sur leur chaine latérale.

IV.4.2.4 Application de ce mécanisme au tripeptide [GWG + H]

Pour le tripeptide [GWG + H] nous observons des fragmentations directes siesla
ceux observés pour [GW + H]la rupture de la liaison &Cs conduisant a la production de

'ion m/z130 et une fragmentation ion m/z245). Sur les diagrammes N(w;;) associés a
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ces deux canaux (figure 1IV.17.a. et c.), les poexgérimentaux s’alignent sur la droite de
pente (9 — m)/m;. Nous confirmons ainsi que ces mécanismes soettdir La forme
circulaire du diagramme Nfy v,) associé a I'iorm/z 132 de [GWG + H] (figure IV.17.b.)

indique qu'il est produit par un mécanisme séqegntbomme I'ionm/z132 de [GW + HI.

Rupture C,-Cg Rupture C,-Cg Fragmentation z,
[GWG + H]* (m/z 319) NS
- \ im/z 130 05 im/z 132 m/z 245
zZ, w X 3 1
o =
"HqN—-CH—(‘3|-NHEH—!ﬁ“NH#CH“g—OH E ooft 00 0
H g2 ! i-“ -g— : i 3
e {rid A
4 = "l (a) b (c)
HN 05 00 08 05 00 05 - 0 4
V;p (mm.pst) Voo (mm.ps?) v, (mm.ps)

figure IV.17 : Diagrammes N(¥, \.n) illustrant les fragmentations directes observérs
attendues pour la molécule [GWG + H]Les droites en trait rouge pointillé représentedat

rapport de masses g m.

Les fragmentsn/z130 etm/z245 de [GWG + H], produits en une étape et en moins de
200 ns (cf tableau V.1, page 189), peuvent étoglyits dans I'état excité suivant le méme
mécanisme que les iongz130 et 188 de [GW + H](figure IV.15).

IV.4.3 Conclusion sur les mécanismes de fragmentations fidies dans I'état excité
Pour toutes les molécules que nous avons étudiéemarons maintenant les différents

mécanismes dans I'état excité proposeés pour exgligs fragmentations directes et rapides

observéest(< 200 ns).

Pour les dipeptides contenant le W, nous avonswaulg présence d’'un acide aminé
associé au W, plus basique (tel la Lysine) peutbarhtoutes les fragmentations qui se
produisent dans I'état excité. Pour un dipeptideteoant le W, tout ajout d’acide aminé
supplémentaire de type aliphatique (tel la Leucinda Glycine) du coété C-terminal du W ne
modifie pas le type de fragmentation observée. fiet @ous avons observé les mémes
fragmentations directes pour [W +HJWG + HJ" et [WL + HJ', d’une part, et pour [GW +
H]* et [GWG + HJ, d’autre part. Seules les intensités relativesce® différents canaux
varient (cf tableau IV.1, page 189). Par contr@sdan dipeptide [XW + H] si 'acide aminé

situé entre le site de protonation et le W créenrombrement stérique trop important, cela
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peut inhiber les mécanismes de fragmentation detet kexcité (absence de fragmentations
directes pour [LW + H). Cette derniére constatation met en évidencepbitance des
transferts de Hdans les mécanismes de fragmentation a I'étatéexci

La localisation de I'électron « photo-activé » kg différents sites d’'une molécule régit
la compétition entre les canaux de fragmentati@pe@dant suivant la molécule étudiée, un
méme site de localisation de I'électron « actif’nplique pas toujours le méme type de
fragmentation. Un transfert d’électron et dé Bur le carbonyle central d’'un dipeptide
contenant W entraine la production de l'ioiz 130 pour [WG + H] et la fragmentation;z
pour [GW + HJ. La position du W dans la chaine peptidique, @mport au site de
protonation, détermine quel type de fragmentatgirpeoduit dans I'état excité.

Toutes les fragmentations directes que nous avdmsereées s’expliquent par un
transfert local de I'électron actif. Notons que, pour transférefFékectron actif », un
recouvrement est nécessaire entre la fonction é'ated’étatrut* optiquement actif du Trp et
celle de I'état a transfert de charge ou on loedliélectron « photo-actif ». Les molécules
étudiées sont décrites par une surface de potemtigfidimensionnelle qui présente de
nombreuses intersections coniques et rend lesférémsle charge possibles a courte distance
(quelques A). La compétition avec la conversioerimé et le retour du systéme dans son état
électronique fondamental empéche les transfertshdege a longue distance, d’ou le cété
local des fragmentations observées dans I'état exca8 (e perte ni de H, ni de NH
observée pour [GW + Hlpu [LW + HJ).

IV.5 Fragmentations induites apres conversion interne

Dans cette partie nous décrivons I'analyse de kesiutres canaux de fragmentation
qui n'ont pas encore été discutés. Toutes ces fatations sont associées a des mécanismes
séquentiels (cf tableau V.1 et tableau IV.2) quipsoduisent sur une échelle de temps allant
de la dizaine de nanosecondes a la microsecondes dlgpposons que tous les mécanismes
décrits dans cette partie sont produits par coroersiterne. Les résultats obtenus sont

comparés aux mécanismes qui sont proposeés en CID.
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Dans cette partie nous présentons les fragments a##de [WG + HJ et [WL + HJ,
la perte de HO + CO par [GW + HJ', les fragmentations,a- y; pour toutes les molécules
étudiées, les autres canaux de fragmentation déécoies [WK + HJ et [KW + H]" et enfin

la production en 3 étapes d’un fragment m/z 188 peiV + H] ™.

IV.5.1 Fragmentm/z144

Les diagrammes N{v V;;), correspondant a la production des fragmemts144 des
molécules [WG + H] (m/z262) et [WL + HJ (m/z318), sont présentés sur la figure 1V.18
(diagrammes a. et c.). Les points expérimentauws’akkgnent pas sur la droite de pente
(mo - m)/m;_signature d’'une fragmentation binaire. Cela montagrement la présence d’'un

mécanisme en plusieurs étapes.

Nous avons vérifié en effectuant des expériencesc ala zone d’interaction
non-polariséeque la position d’arrivée; gorrespond au canal de fragmentatiaiz 144 pour
[WG + HJ" et [WL + HJ (résultats expérimentaux non-présentés ici). 8sirdiagrammes
N(yi, t — t,), diagrammes (b) et (d) de la figure IV.18, ernsé@is avec la zone d’interaction
polarisée par un potentiel, la positionoptenue correspond a un fragment ionique formeé a
I'extérieur de la zone polarisée. Cette positionl@gerement décalée par rapport a celle d'un
fragment ioniquan/z 144 qui serait produit a I'extérieur en une étdpepassage par un ion
intermédiaire modifiant I'énergie (donc la positigi) de I'ion final est en accord avec la
conclusion tirée des diagrammes N(Vz). Pour chaque diagramme N(y— t,), on note que
les deux contributions observées correspondenteaméme position;y Cela signifie que,
pour [WG + HJ et [WL + HJ', des fragments neutres sont émis a l'intériedrlextérieur de
la zone polarisée et sont détectés en coincidevee le fragment ionique finah/z 144
(produit a I'extérieur). La premiére étape de fragtation se déroule donc a l'intérieur de la

zone polarisée et la deuxieme étape, a I'extérieur.
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[WG + H]* (m/z 262)

ook
*HgN‘\;(‘)H C—NH—CH-C—OH
CH, ,L
7

v,; (mm.ps?)
y; (mm)

HN

0 m/z 144
[WL + H]* (m/z 318) -
. 0l .
1(ﬁ ﬁ 'a_: E Next ’\Ilmt
+H3NJ’;(|3H C—NH—(|3H—C—OH g £ O
& e = > 10] it
7 clH—CH3 > R
A o|(d) ; |
1 0 1 10 15 20 25 30
Van (mm.us‘l) t-t, (HS)

figure 1V.18 : Analyse des fragments m/z 144 issles molécules [WG + H)(m/z 262) et
[WL + H]" (m/z 318). Diagrammes N{yV;) et N(y, t; — t,) enregistrés en simples

coincidences. Les droites en trait rouge pointitprésentent le rapport de massegs hm.

Pour [WG + HI, I'analyse en multicoincidenc@slu diagramme N¢y, v,.) de la figure
IV.18(a), confirme que la production de l'ian/z 144 est consécutive a une perte des.NH
Pour [WL + HT, le canal de fragmentatian/z 144 est relativement faible (5% par rapport
aux autres voies de fragmentation de [WL +,Hjbleau IV.1, page 189). Nous n’avons pas

une statistique suffisante pour effectuer une aadyn multicoincidence qui soit concluante.

Notre programme de simulation nous permet de eéyifi’aprés la position; ydes
diagrammes (b) et (d), N(y — t,) de la figure V.18, que l'ionm/z 144 est produit aprés
passage par un ion intermédiaire de masse—<1t7), pour les deux molécules considérées.
Cet ion intermédiaire correspond au fragmeiz 245 pour [WG + H] et m/z 301 pour
[WL + H]". Ces deux canaux de fragmentation ont été obsawé®nt produits par un
mécanisme direct, avec des temps de fragmentagigpectifs de 20 ns et 110 ns (tableau
V.1, page 189).

22 Cette analyse est présentée comme exemple dehapire Il pour expliquer le traitement en
multicoincidence avec séparation temporelle degrfemnts neutres

214



L'ion m/z 144 est également observé par photofragmentatiof\\ + H]* (tableau
IV.1) aprés perte de Nftlans I'état fondamental (cf chapitre 111). On sape qu'’il en est de
méme pour les dipeptides [WX + Hjrotonés sur la chaine peptidique. On conclue dant
mécanisme commun aux trois molécules [W + BNVG + HJ et [WL + HJ": aprés une perte
de NH; dans I'état fondamentati(< 200 ns), la molécule se réarrange [25] pour cowad la
production de l'ilonm/z 144, d'ou le temps long de fragmentation observé (L us). Ce
mécanisme, représenté sur la figure V.19, peutbabskement s’appliquer a d’autres

dipeptides contenant le W c6té N-terminal, protasw@de N-terminal de la chaine peptidique.

+ 1] 1
HsN—CH-C—~NH—CH-C-OH Aot A
3 éH | 'L'<100 ns CI:H C NH"?H C OH
2 R ., CH, R
7 y . Réarrangement
HN AN
HN “ o o
HoC—CH—C~NH~CH-C-OH
R
\
NH*
l T>1us
CHs
CH*
74
HN
m/z 144

figure IV.19 : Mécanisme de formation de I'ion mfz44, produit aprés une perte de NH
pour les molécules [WG + HJet [WL + HJ".

Notons I'absence de la perte de Nét du canal de fragmentation/z 144 pour les
autres molécules étudiées. Le mécanisme de laefiyul9 ne s’applique ni a [WK + Hjet
[KW + H]" qui sont protonées sur la Lysine, ni & [GW + HIW + H]" et [GWG + HJ ou le

W est présent coté C-terminal.

IV.5.2 Perte de HO et CO

La perte de KD et CO correspond a la perte d’'une masse neutd dema. La perte
séquentielle de # et CO est une voie de photofragmentation de [\W]* (m/z 205) et
conduit a la production de I'iom/z159 [2]. Parmi les molécules étudiées, cette viaesté
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observée que pour [GW + HIm/z 262), conduisant & la formation de I'ion/z 216. Le
diagramme N(¥, Vz) de simples coincidences associé a ce canal dendraation est
présenté sur la figure IV.20. Les points expériragrtne s’alignent pas sur la droite de pente
R =-46/216 = - 0.213, caractéristique d’une fragtation binaire. Il s’agit donc bien d’'une

fragmentation en plusieurs étapes@H CO).

[GW + H]* (m/z 262) m/z 216

]
HaN— CHC NH— CHC OH

V,, (mm.ps)

figure 1V.20 : Diagrammes N(¥, \.n) de simple coincidence enregistré pour I'ion m/z62
de la molécule [GW + H] La droite en trait pointillé représente, pour urfeagmentation

binaire, le rapport de masses,;hm.

Pour ce canal, les données enregistrées en miidtiidences n'ont pas une statistique
suffisante pour étre exploitables. Il n’est passjiae de différencier les fragments neutres, ni

par leur temps d’arrivée, ni par leur position leudétecteur.

IV.5.3 Fragmentations a — y;

Pour chaque peptide étudié, nous observons, soifrdgmentation a soit la
fragmentation y Rappelons que la charge est située du c6té Nrakrmpour un fragment;a
et du coté C-terminal pour un fragment @es canaux de fragmentation sont les plus insense
parmi tous ceux que nous avons observés (cf priiésbielatives données dans le tableau
IV.1, page 189). Les fragmentationset y; sont également les canaux les plus importants
observés en CID. Ces fragmentations sont tres pleitm@nt produites aprés conversion
interne en UVPD. Le tableau V.4 rappelle le tygefdigmentation ¢aou y1) observé pour

chacune des molécules étudiées.
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a
i I
HzN—(|3H C NH—Cl)H—C—OH
R R
1 yl 2

molécule [WG +H]* | [WL+H]* | [WK+H]* || [GW +H]* | [LW + H]* | [KW + H]*
m/z 262 318 333 262 318 333
R, Trp Trp Trp Gly Leu Lys
-R, Gly Leu Lys Trp Trp Trp
Fragmentation a, a, y, et a, Y: Y a,
m/z fragment 159 159 147 et 159 205 205 101

tableau 1V.4 : Type de fragmentation {@u y) observée pour les molécules étudiées et
masses des fragments correspondants.

Pour les dipeptides contenant la Glycine et la lreyjde fragment chargé observé est
celui qui comprend le Tryptophane. Il s’agit dugiteent a (m/z159) pour [WG + H] et [WL
+ H]" et du fragment iy(m/z 205) pour les dipeptides [GW + Hgt [LW + H]". Pour les
dipeptides contenant la Lysine, le fragment chaofpservé contient la Lysine. Nous
observons le fragment Yym/z147) pour [WK + HJ et le fragment a(m/z101) pour [KW +
H]*. Pour [WK + HJ, un fragment a (m/z 159) avec la charge est localisée sur le

Tryptophane est également présent.

Acide aminé Affinité protonique (kJoul.mol?)
Glycine 881
Leucine 907
Tryptophane 923
Lysine 995

tableau IV.5 : Affinité protonique des acides amiméontenus dans les peptides étudiés.

Le tableau IV.5 présente les affinités protonigdes acides aminés qui composent les
dipeptides que nous avons étudiés. Le Tryptophaneeaaffinité protonique plus élevée que
la Glycine et la Leucine et la Lysine a une aférprotonique plus élevée que le Tryptophane.
L'affinité protonique de ces différents acides afsinpeut étre corrélée au type de
fragmentation, aou y, observée. Le fragment ionique formé est chaque delui qui
contient I'acide aminé qui a I'affinité protonigieeplus élevée. Seul le fragment(an/z 159)
de la molécule [WK + H]ne suit pas cette régle.
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Pour le tripeptide [GWG + H] on observe deux fragmentations produites de gart
d’autre du Tryptophane: une fragmentation(ra/z 216) et une fragmentation ym/z 262),
ces deux fragments contenant le Tryptophane.

IV.5.3.1 Résultats expérimentaux

Les diagrammes N{v Vvz;) de simple coincidence enregistrés pour les fragatiens a
et y des dipeptides [WK + H]et [KW + HJ" sont présentés sur la figure 1V.21. Nous
considérons trois canaux de fragmentation : uraj@t un ion y pour [WK + HJ', d’'une part,
et un ion a pour [KW + HT, d'autre part. Sur les trois diagrammes de laréigiv.21, les
points expérimentaux ne s'alignent pas sur lestesale pente (im mp)/m;, caractéristiques
de fragmentations binaires. Ces trois fragmentati@ont donc des fragmentations

séquentielles.

Fragment a, Fragment y,
(0] (0]
[WK+ H]*  mn— 10 NH—GH- Lo — 1 hN m/z 159 A1 m/z 147
(m/z 333) yi (e ] ) L
?Hz £
HN (|:H2 é
(l:H2 >
NH5*
Vy (Mm.ps™)
9
i i
[KW+ H]* HaN—CH C—NH—CH-C—OH "-'g
(m/z 333) qre CHa £
e 7 £
(lle HN =N
(|:H2 1 0 . 1
NH;" v,, (mm.ps?)

figure 1V.21 : Diagrammes N(¥, \.r) obtenus pour les fragments &t y de [WK + HT et
[KW + H]". Les droites en trait rouge pointillé représentdatrapport de masses i m

dans le cas d’'une fragmentation binaire.

Malgré le long temps de fragmentatior> 1 us mesuré pour ces trois canaux, il n’est
pas possible de séparer temporellement les diterélagments neutres émis. Il n'est
également pas possible de les séparer suivantdéuiation relative. Nous n’avons donc pas

pu faire de traitement en multicoincidence de camdes.
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V,; (mm.ps?)

V,; (mm.ps?)

V,; (mm.ps?)

[WG +H]* [WL+H]*  [GW +H]* [LW+H]*  [GWG+H]* [GWG +H]*

m/z 159 m/z 159 m/z 205 m/z 205 m/z 216 m/z 262
\~\
B @ i
\\
-1 0 1‘- -‘1 0 ]‘. -1‘_0 O.‘O 1.‘0 -l‘.O 0.0 l.‘O -1‘.0 0.‘0 1.‘0 -1‘.0 0.0 1_‘0
V,, (mm.us?) V,, (mm.us?) V,, (mm.us?) V,, (mm.us?) V,, (mm.us?) V,, (mm.us?)

T T T T T

-1.0 0.0 1.0 -1 0 1 -1.0 0.0 1.0 -1.0 0.0 1.0
-1 -1 -1 -1

Van +dévié (mm.p.s ) Vzn +dévié (mm.p.s ) Vzn +dévié (mm.p.s ) Vzn +dévié (mm.p.s )

o .
e
. ~
-1 4
1 1 T T T T
-1 0 1 -1 0 1 -1 0 1
Vzn -dévié (mm.p.5'1) Vzn -dévié (mm.p.5'1) Van -dévié (mm.p.5'1)

figure 1V.22 : Diagrammes associés aux fragmentsa y de [WG + HJ, [WL + H]*, [GW
+ HJ*, [LW + H]" et aux fragments aet y de [GWG + HJ. Les masses de ces fragments
ioniques sont indiquées en-dessous du nom des nudééc

- 1% rangée : diagrammes N{y V) de simple coincidence. La droite en trait
pointillé représente le rapport des masses/nm; dans le cas d’une fragmentation directe.

- 2™ diagrammes N(¥, Van+aevid traités en multicoincidence avec séparation des

fragments neutres suivant leur déviation relatidea pente mesurée est représentée en trait
pointillé.

- 3™ rangée : diagrammes N{v \ngeid de muticoincidence, réalisés en ne
sélectionnant que les événements encadrés, indiquigdes diagrammes de 1% et de la

2°™rangée. La pente mesurée est représentée eniittillé.
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Les diagrammes N{v Vv,,) des données traitées en simple coincidence pesir |
fragmentations ;aet y; des dipeptides et du tripeptide contenant la @Gb@t la Leucine sont
présentées sur l&"irangée de la figure IV.22. Sur ces diagrammegdasts expérimentaux
obtenus ne s’alignent pas sur la droite de pente-(my) / m et leur distribution présente
souvent une double structure. Cela montre que foués fragmentations; &t y sont

séquentielles, comme celles des dipeptides coritémagsine.

Toutes les fragmentations présentées sur la figdr22 sont produites avec une
constante de temps< 200 ns, excepté pour I'iom/z 205 de [LW + HJ (cf tableau V.1,
page 189). Nous n’avons pu identifier les ions rmediaires correspondants a ces
fragmentations séquentielles, ni séparemporellementles différents fragments neutres
détectés. Pour les canamz 159 de [WG + H] et [WL + HJ', m/z205 de [LW + H] etm/z
216 de [GWG + H], on remarque la superposition de deux structuredes diagrammes
N(V, Vzn) de la £®rangée associés a ces canaux de fragmentatiorsttiicture de symétrie
circulaire est superposée a un motif allongé. @elique que, parmi les différents fragments
neutres détectés en coincidence, un fragment neatr@lus dévié que l'autre. L’'analyse
présentée dans le paragraphe suivant permet cBétwii détail les deux étapes de la

fragmentation.

Les diagrammes de 1™ et 3™ rangées de la figure V.22 sont issus de I'analyse
d’évenements en multicoincidence, avec identificatdes fragments neutres suivant leur
déviation relative. Ce traitement est expliqgué étaill au chapitre 1l pour I'ionm/z 159 de
[WG + H]". Le méme traitement a été effectué pour les candad59 de [WL + HJ, m/z
205 de [LW + H] et m/z216 de [GWG + H]. Ces données traitées en multicoincidence
N(Vai, Vansdavid SONt montrées sur I&% rangée de la figure IV.22. Ces diagrammes présente

des structures linéaires dont les pentes mesupé@ésiennées dans le tableau IV.6.

Les diagrammes N{¥ Vungeid de multicoincidence de 1a°% ligne concernent les
évenements sélectionnés a l'intérieur des cadrigs, meprésentés sur les diagrammes de la
1% et de la 2™ rangée. On remarque que la pente de chacun dgsuimes N(¥, Van-devid
de la 3™ rangée est plus grande que celle du diagrammsg, M{\qevid associé, présenté sur
la 2me rangée. Pour un méme canal de fragmentation, mapamison des pentes des
diagrammes N, Vzn+devid €t N(Wi, Vzn-gevid aSSOCIES aux mémes événements confirme que le

fragment le plus dévié est le plus Iéger et quadens dévié est le plus lourd.
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Molécule [WG + H]* [WL+H]* [LW + H* [GWG + H]*
Masse du parent 262+ 318+ 318+ 319+
Canal de fragmentation 159+ 159+ 205+ 216+
Pente mesurée 0.12 0.103 0.085 0.098
N, =N, i 30 30 25 29

N, (=n_4,e) 73 129 88 74

N, (=0 gse) 84 143 96 82

N, = N gaiie 19 16 17 21

tableau IV.6 : Pentes mesurées sur les diagrammesiNsnsqevid de la 2™ rangée de la
figure IV.22 et masses calculées pour le fragmeeutre le plus dévié dans I'hypothése ou
celui-ci est émis, soit lors de 1&"1étape, soit lors de 1a*2°étape.

A partir des pentes mesurées présentées dansléaualy.6, nous avons calculé la
masse du fragment neutre le plus dévié, dans leeadkest émis lors d'une®t étape de
fragmentation (N = n.qevid et dans le cas ou il est émis lors d'ufiétape (N = n.geid. Ce
traitement est expliqué dans le chapitre 1l poiom'm/z 159 de [WG + HJ. Les résultats
obtenus pour ce canal ainsi que pour les fEL59 de [WL + HJ, m/z205 de [LW + HJ et
m/z 216 de [GWG + H] sont donnés dans le tableau IV.6. En tenant comgta marge
d’erreur de 3% sur la pente mesurée, I'éjectiomedutre le plus dévié lors de la premiere
étape de fragmentation correspond a I'éjection el'mmolécule de CO (yp= 28 uma) tandis
gue I'éjection du neutre le plus dévié lors dedeoside étape correspondrait a I'éjection d’'une

molécule de KO ou de NH (m,2 =18 ou 17 uma).

IV.5.3.2Etude du mécanisme de fragmentatior g

Les fragmentations a et y sont des canaux impartantCID et ont été le sujet de
nombreuses études théoriques basées sur des optimis de géométrie dans ['état
fondamental. Différents mécanismes ont été proppsésexpliquer la formation compétitive
de ces deux fragments. La figure V.23 illustreriécanisme proposé par Harrisetnal [26]
et celui proposé par Paizs & Suhai [27]. Ces deaganismes nécessitent un transfert initial
de proton du N-terminal vers le groupe amide. Siiva théorie du proton mobile [28] le

transfert de AHd'un site & un autre dans I'état fondamental réiteg eV. Notons que pour le
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tripeptide [GWG + HJ, le proton mobile a la possibilit¢ de migrer véus ou l'autre des

sites amides, ce qui entraine la production des ftagmentationsget ..

o)
. | 2eV I
HN—CH-C—NH—CH-C—OH ~ ____,  H,N—CH-C—NH,"~CH-C—OH
Ry Ry / Ry R, \
Mécanisme de Harrison et al. Meécanisme de Paisz et Suhai
0
g |(|: O\ /OH
: C
/ N\ + l Rl\:/H
|CH—NH ----- H--NH2—CcH-C—OH C <|;H
h / \ e N ANH, \Rz
H H
o 0 |
(|_l: + g + o R
1~ He-----
/N 7 / N\ N I N oH o
(l:H—NH2+ HN-CH-C—OH | CH—NH  "H-NH,~CH-C—OH [ T I (Ny)
+ 1
R Ry R CH C
Ri 2 /N oo+ / N\
l (N,) (N) Fragment y, H R---HN o Ry
) R 4
N, NG OW OH i Ri H o
C (I: N N \\“c _OH
* N + (l:H || + CI:H
CH=NH," 7/ N\ /N N
| ? HOH o HN R W H—NH," Ry
R
! Fragment N N Fragment
Fragment a, p (N,) (N,) y
1 1

figure IV.23 : mécanismes proposés par Harrisonadt [26] et par Paizs & Suhai [27].

Apres le transfert du proton vers le groupe amidirisonet al. [26] (figure IV.23)
suggerent un mécanisme avec formation d’'un comgiéxgar le proton entre une aziridone
et un acide aminé. L’évolution de ce complexe estvgrnée par l'affinité protonique des
chaines latérales. Le proton se lie de manieregéfielle a la partie du complexe qui a la
plus forte affinité protonique. Si I'acide aminéi gula plus forte affinité protonique est situé
du co6té N-terminal (chaine latérale;}RHarrisonet al [26] proposent un mécanisme qui
conduit a la production de I'iom &n deux étapes, avec eémission d’'une molécule déf30
de la 2™ étape. Si 'acide aminé qui a la plus forte afnprotonique est situé du coté C-
terminal (chaine latérale ;R les mémes auteurs suggérent un mécanisme eseuteétape

pour la production deyy

222



Le mécanisme proposé par Paizs et Suhai [27] €igWir23) conduit a la production en
deux étapes des iong @ yi. Ce mécanisme met en jeu un complexe lié pardeprautre
gue celui proposé par Harriseh al. [26]. Le calcul effectué par Paizs et Suhai [2iiGue
gue ce complexe cycliqgue est formé de maniere fhwerable que celui impliquant
I'aziridone. Il conduit & un mécanisme sequentepdoduction des iong at y;, avec éjection

d’une molécule de CO lors de I§%Etape.

Le mécanisme de production en une seule étapeotieyi’ propose par Harrisoet al.
[26] est en désaccord flagrant avec les résultgieranentaux observés pour les ionsde
[GW + HJ", [LW + H]" et [WK + HJ', et I'ion y» de [GWG + HJ. En effet, les diagrammes
N(vz, Vzr) associés a ces quatre canaux (figure 1V.21 atdidv.22) indiquent gu'il s’agit de
mécanismes séquentiels. Les résultats expérimentaterus pour les fragmentationsey y»
peuvent étre expliqués par le mécanisme séquertglosé par Paizs et Suhai [27]. Nous
n'avons pas pu faire de traitement en multicoinuigedes événements assocCi€s aux i@ns y
m/z 205 de [GW + H] et y» m/z262 de [GWG + H]. Le mécanisme de Paizs et Suhai [27]
appligué a ces deux canaux de fragmentation imgli@mission successive de deux
fragments neutres de masse similaire : une moléul@O (m = 28 uma) lors de |4°§tape
et une molécule NH=CH(m = 29 uma) lors de &% étape. Ce mécanisme est compatible
avec la structure « linéaire » des N(V,,) observés pour les fragmentsde [GW + H[ et y»
de [GWG + HJ.

Les deux mécanismes séquentiels de productiorodssaiproposés par Harrisast al.
[26] et Paizs & Suhai [27] pourraient expliquer tésultats expérimentaux obtenus pour les
ions g de [WG + HJ, [WL + H]", [WK + H]" et [KW + HJ', et l'ion & de [GWG + HJ
(figure IV.21 et figure 1IV.22).

Un traitement en multicoincidence de ces donngesrais de mettre en évidence deux
mécanismes séquentiels possibles qui expliquerddas étapes de fragmentation observées
(cf tableau 1V.6). Un mécanisme correspond & |tjecd’une molécule de CO lors de 1§°1
étape et l'autre a I'éjection d'une molécule dgOHou de NH lors de la 2™ étape. Le
mécanisme séquentiel proposé par Paizs et Suha{d@ifssion d’'une molécule de CO lors
de la £ étape) correspond donc mieux que celui de Harrétoal. [26] (émission d'une
molécule de CO lors de I&"™ étape, pour les fragments aux résultats de ce traitement en

multicoincidence.
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IV.5.4 Autres fragmentations produites par conversion intene

IV.5.4.1 Fragmentations particulieres impliquant la Lysine

En plus des fragmentationget y1, nous avons observé les fragman{g 129 etm/z84
pour la molécule [KW +H] et un fragmenin/z 129 pour la molécule [WK +H](cf tableau
V.2, page 190). Le fragmeni/z84 correspond & un fragment incluant la chainedegéle la
Lysine (73 uma). Les diagrammes MN(w,,) de simple coincidence obtenus pour ces
différents canaux de fragmentation sont présentefadigure 1V.24. Ces résultats indiquent
que le fragment(m/z 129) de la molécule [KW +H]est produit par un mécanisme en une
seule étape. L'iom/z84 de [KW +HJ et le fragment z(m/z129) de [WK +HJ sont produits

par des mécanismes séquentiels.

b, Fragment b,
0 0 05, T
\
[KW+ H]* H2N—(|3H—(|l NH—(I:H—(|:|—0H w M7 129 1 \ m/z 84

CH, CH,

(m/z 333) i
(|3H2 7

v, (mm.pus?)
g

. 3 _ :
CH, o (a) \ 1 (b) "
ILHJ 05 00 05 -1 0 1
v,, (mm.pus?) Vv,, (mm.ps?)
2
0 0 Fragment z,
[WK+H]"  rn—cn-C—nrif-cr-c—on T Tz
CH, CH Ay
(m/z 333) 2 %)
7 (|;H2 3
I € o
HN (|:H2 £
?“2 5
NH;* AY

-1 0 1
Vv,, (mm.us?)

figure 1V.24 : Diagrammes N(¥, V.i) obtenus pour les ions m/z 129 et m/z 84 de [KW™+H
et pour I'ion m/z 129 de [WK +H] La pente de la droite en trait pointillé rouge mwespond

au rapport des masses —rhm, pour une fragmentation en une étape.

De méme que pour les fragments des dipeptides [WK &t [KW + H] produits par
rupture de la liaison peptidique, nous n’avons raitdr en multicoincidence les événements
enregistrés pour I'iom/z84 de [KW + HJ et I'ion m/z129 de [WK +H[puisqu’il n’était pas
possible de séparer et d’identifier les 2 fragmemstres. Ces fragmentations se produisent

avec une constante de temps 1 us
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Les trois canaux de fragmentation de la figure 4y .@nt été observées en CID et sont
spécifiques aux dipeptides contenant la Lysine.[R8]mécanisme en une étape observé pour
I'ion m/z129 de [KW + HJ est en accord avec le mécanisme proposé par Yetlcih [29]
pour un dipeptide de type [KX + H]figure IV.25). Aprés transfert de proton du greopent
e-amino (N-terminal de la Lysine) vers le groupemantide, une cyclisation se produit a
partir du groupe-amino. Ceci conduit a la formation d’'un compleiegar le proton, entre
un a-amino<€-caprolactam (composé cycligue) et I'acide amirgoei® a la Lysine. Suivant
I'affinité protonique de ces deux entités, le coexel évolue pour donner, soit uramino<-
caprolactam protonén(z129), soit I'acide aminé protoné [X + HPour le dipeptide [KW +
H]*, nous n’avons pas observé le [W + Kh/z205) mais nous avons observé l'ioviz 129
produit en une seule étape (figure IV.24.a.) et@aformément au mécanisme de la figure
I\V.25.

I i || i HN
HoN qCH—C—NH—(|)H—C—OH o H2N—C|)H— —NH,*—CH-C—OH —> NH---H*---NH,—CH—C—OH

B(|:H2 R ClH2 R R

CH
y(|:H2 | 2
i T
SCH2 Cl:HZ (0] o
NH;* NH, HoN . I

NH;"  +  NH,—~CH-C—OH

m/z 129

l -(NH, + CO)

NH,*

()

m/z 84

figure IV.25 : Mécanisme proposeé par Yalcin et §9] pour la production des ions m/z 129

et m/z 84 pour un dipeptide [KX + H]

D’apreés les observations de Yal@hal [29], cet ionm/z129 fragmente a nouveau pour
donner un ion de masse/z 84, en accord avec le mécanisme seéquentiel obpewel’ion
m/z84 (figure 1V.24.b.)

Hiserodt et al [30] avec des expériences de CID résolues eng@én¢ERMS) ont
expliqué la formation séquentielle de I'iomz 129 pour un dipeptide de type [XK + H]Le
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mécanisme proposé implique un transfert initialHievers le groupement hydroxyle, suivi

d’une cyclisation qui conduit a la perte d'une necolé d’eau (figure 1V.26). Hiserodit al

[30] proposent un mécanisme ou 'ion produit£315 dans le cas de [WK + HJévolue vers

un complexe cyclique lié par le proton, semblablechui calculé par Paizs et Suhai [27].

Apres perte d’'une molécule de CO, ce complexe évsluivant I'affinité protonique de

'acide aminé associé a la Lysine et celle deamino€-caprolactam formé (figure 1V.26).

Ce complexe conduit a la production d’un ion imnuomi(m/z159 dans le cas de [WK + H]

et/ou d’una-amino<€-caprolactam protonén(/z129).

|
H2N—(|JH—C

R

m/z 333

i
—NH—CH-C

o o -H,0 o 0

[ ] I 1
| —OH —> H2N—(i‘.H—C—NH—CH— —OH,t —> H2N—(|JH—C—NH2 "
CH> CH, R
éHz CH, m/z 315

R\ - 0. NH
C
Kj

N

H HE - H N

m/z 287

o]

zZ

R\\
/
H

m/z 159

//H 0 NH i R\\
. |
\ 5
H  HxN i H/

N

NH
_H O,
+
"H3N

m/z 129

z=0

figure IV.26 : Mécanisme séquentiel de productioe tion m/z 129 pour [WK + H]

proposé par Hiserodét al. [30]

Le mécanisme séquentiel de la figure 1V.26 est enora avec les résultats

expérimentaux que nous avons obtenus pour le calzdl29 de [WK + HJ (figure IV.24.c.).

Nous ne pouvons pas justifier si I'ion/z 159 de

[WK + HJ est produit par ce mécanisme

et/ou par le mécanisme de Paizs et Suhai [27]réi¢.23). Notons cependant que les ions

intermédiaires mis en jeu dans le mécanisme dguaef IV.26 (M/z315 et 287 dans le cas de

[WK + H]") nont pas été observés avec notre dispositif mdalg long temps de

fragmentation mesuré pour ce carab(l us).
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IV.5.4.2 Mécanisme séquentiel de production de I'ion m/z a88r [GW + HJ
Le canal de fragmentation présenté dans ce patagrap pas été facile a analyser mais

montre que notre dispositif permet d’analyser déganismes de fragmentation séquentiels

produits en trois étapes.

Le diagramme N(yt — t,) de la figure IV.27.a., enregistré pour la moléd@dW + HJ
présente trois motifs de corrélation noteg, ((3) et §). Le motif @) de coordonnée
yi = -8.8 mm correspond a un ion possédant une énBrgi3310 eV a I'entrée de I'analyseur
électrostatique. Il s’agit de Iionm/z 188 produit & l'intérieur de la zone polari€é&Sur le
diagramme N(¥, V.n) associé au motifaf (figure 1V.27.c), les points expérimentaux
s’alignent sur la droite tracée. Ce motif corregspa@nla fragmentation;z(ion m/z 188) de
[GW + H]" produite en une étape.

N motif (B) | m/z 192?

“
extérieur intérieur :EL
[GW + H]* (m/z 262) 0l £
0 0 | L3
H N—CH—|C|:—NH<lj>CH—|C|—OH = ) ] St N
o \ E L (b)
H CH, £ o ! ‘ :
y = E -1 0 1
-104 - T \
HN . " .
i A tif 188
) i \ " motif (a) m/z
1 2 4 '

3
t-t, (ns)

05 00 05
Vo (Mm.ps)
figure 1V.27 : Diagramme N(y, t —t,) enregistré pour les ions m/z 188 de [GW + Hpur
la zone polarisée par un potentiel V = 1000 Volts \&n, = 2050 Volts. Diagrammes
N(vz, Vzn) associés respectivement aux évenements des (adtit (). Les pente des droites

en trait pointillé rouge sont celles correspondaiune fragmentation directe.

23 _ qVa

B = (¥gation + ¥:)- Calcul effectué pour M= 2050 V, h = 152.9 mm efyfor = 503 mm

2 pour une fragmentation qui a lieu a l'intérieudaeone polariség; = q(V, + V)% -qV,
0
Ei+qV

donc m; = —*+——
L qVp+V)

m, . Calcul effectué pour;E 3313 Volts, V = 1 kVolts, Y= 5 kVolts et rp= 262 uma
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Le motif ), situé a la coordonnée y 3.4 mm, correspond a un ion d’énergiecE
3390 eV a la sortie de la zone polarisée, qui sarafragmenim/z192 s’il était produit par
une fragmentation directe dans la zone polariséediagramme N, V) associé au motif
de corrélationff),présenté sur la figure 1V.27.b., montre que l@s3 expérimentaux ne sont
pas alignés sur la droite de pente -70/192 = -0,365'agit donc d’'un mécanisme de
fragmentation séquentiel. Notons que les mofifset ) ont la méme position;.ylls sont

donc associés a un méme canal de fragmentation.

Une expérience a été réalisée avec la zone d’oitenenon-polarisée Les trois motifs
(o), (B) et ) du diagramme N{yt — t,) (résultats non-présentés ici), ne forment plusrgi
seule contribution associée au méme fragment iemgnl188. Les motifsff) et ) sont donc
associés a un iom/z 188 produit par un mécanisme séquentiel. Les dewoxifsnde
corrélation B) et {y) localisés au méme indiquent que l'ion finaim/z 188 est corrélé a des
fragments neutres émis a l'intérieur (m@@jfet a I'extérieur (motif)) de la zone polarisée. Le
fragment ionique finan/z188 associé a ces évenements est donc émis aibextde la zone

polarisée.

Nous n’avons pas pu expliquer les motp3 €t () par un mécanisme de production de
lion m/z 188 en deux étapes. Nous avons donc chercher uanisge entrois étapes
correspondant a deux fragmentations rapides peslait'intérieur de la zone polarisée (motif
) suivies d'une fragmentation plus lente dans laezsituée avant I'analyseur électrostatique

(motify).

Soit mp la masse de l'ion parent,gtelle du deuxieme ion intermédiaire produit dans
la zone polarisée par un potentiel V g hion final produit a I'extérieur de la zone paksge.

L’énergie ks de I'ion final s’exprime par la relation suivante

= Mz _ Mis
(IV.2) Eis = (W + V) Z2 - qv)

mi;

La masse r est directement déduite de I'énergie de I'ionlfiuiénergie ks ~ 3390 eV.
A partir de I'équation (IV.2) (avec )= 5 kVolts, V = 1 kVolt, mp = 262 uma et m= 188

uma), on en déduit la masse m 205 uma.

Pour [GW + HJ, I'ion m/z205 est produit par un mécanisme séquentiel rggidas)
en deux étapes (cf tableau 1V.1, page 189). Carfeaq ionique n’est autre que la molécule
de Tryptophane protonée, du mécanisme proposégias Bt Suhai [27] (figure 1V.23, page
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222). La production de I'ion finah/z 188 a I'extérieur de la zone polarisée, mojjfde la
figure IV.27.a, correspond a la perte « lente > (L us) d’'un fragment NHpar la molécule

Trp-H" (M/z205). Ce mécanisme de fragmentation en trois éspessume ainsi :
1) Perte de CO (g =28 uma)
2) Perte de NH=Ckl(m,2 =29 uma)
3) Perte de NBI(m,3=17 uma)

Ce mécanisme en trois étapes de production de @188 a €également été observe
pour [LW+ HJ" mais il s’agit d’'un canal trés faible par compsoai & [GW+ H] (cf
probabilités relatives dans le tableau 1V.1, pag@) 1Comme la molécule [LW + Hposséde
un plus grand nombre de degrés de liberté que [GYY ;Ha méme quantité d’énergie interne
est répartie sur un plus grand nombre de degrdbeié. Comparativement a [GW + H]
moins d’énergie est déposée dans chaque degréat&lde [LW + HJ, ce qui explique la

faible probabilité relative de ce canal produit sliétat fondamental.

Notons que notre technique expérimentale de mintiddence a permis de montrer
'existence de deux mécanismes compétitifs produigdon m/z 188 pour la molécule
[GW + H]" (m/z262) :

* une fragmentation rapide en 1 étape produite damat I€lectronique excité

(fragmentation .

* une fragmentation en 3 étapes, produite apres csiomeinterne dans ['état
fondamental (fragmentations observées en CID)jmpiique I'émission rapide
de deux fragments neutres (fragmentatignsyivie d’'une fragmentation lente

supplémentaire (perte de NH

Tous les mécanismes séquentiels décrits danspaatie ont été observés en CID. Nos
observations expérimentales sont en accord avedtupart des mécanismes CID proposés.
Pour la fragmentation a— y;, nous avons montré que le mécanisme de Harris@l. ete
décrivait pas correctement les mécanismes obsev€gle nous étions en accord avec le
mécanisme proposé par Paizs et Suhai. Nous avonaupsi montrer I'avantage de la
technique des coincidences et de I'échelle de terapse-microseconde que nous utilisons,
qui nous ont permis de mettre en évidence deuxnisgeas compléetement différents pour un

méme canal de fragmentation (ion m/z 188 de [GW % H
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V.6 Temps de fragmentation déterminé par interaction io-laser dans un
champ électrique

Pour les dipeptides et tripeptide étudiés, ensatili les résultats obtenus précédemment
sur le Trp-H et les résultats d’expériences CID de la littéegtnous avons pu déterminer si
les canaux de fragmentation observés sont prodiarss I'état excité ou dans ['état
fondamental aprés conversion interne. Nous avonslans le chapitre précédent que les
temps de fragmentation mesurés pour le complexp ] (CE) nous ont permis de
différencier ces deux mécanismes. Pour les petjpsigees contenant le W, présentés dans ce
chapitre, nous ne pouvons pas, a l'aide des tempgsadmentation mesurés, différencier les

mécanismes produits dans I'état fondamental de gtigs aprés conversion interne.

Nous avons résumeé dans le tableau IV.7, les méunariproposeés pour tous les canaux
de fragmentation qui ont un temps 1 us. Dans ce tableau sont également donnésnhgrs
de fragmentation mesurés pour chaque canal. Legnéatations produites uniquement a
I'extérieur de la zone polarisémfz144 et fragmentations consécutives a la perte dairt4)
que les voies de fragmentation des molécules [WH et [KW + H]" qui se produisent avec

un temps de fragmentatiar> 1 us, ont été volontairement exclues de ce @able

Sur ce tableau, on constate qu'’en moyenne, ontemps de fragmentation in férieur
ou égal a 20 ns pour [W + H]d’environ 30 a 50 ns pour [WG + Hpt [GW + HJ et
d’environ 100 & 200 ns pour [WL + H][LW + H]" et [GWG + H[ et ce,quel que soit le
mécanisme Ces temps de fragmentation augmentent aveclla tai systeme étudié ce qui
suggere des mécanismes statistiques, méme pocarasix de fragmentation dont on pense

gu'’ils sont produits dans I'état excité.

Les expériences pompe-sonde réalisées avec detsiomzsulaser femtoseconde [31-33]
ont montré que les états excités des acides aramésatiques protonés ont une durée de vie
inférieure a quelques picosecondes. Ces expériemtepermis de différencier clairement
fragmentations statistiques et non-statistigues tamps de fragmentation associés aux
mécanismes dans |'état excité que nous avons nesaom trés longs par rapport a la
dynamique de l'état excité. Notons également querdeessus de conversion interne a lieu

sur une échelle de temps trés supérieure au teenfhsadescence qui est de I'ordre de 20 ns.
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Fragmentationsinitiées Fragmentations produites
dans I'état excité apres conversion interne
Molécule étudiée Canal T mesuré (ns) Canal T mesuré (ns)
[W + HJ* 130+ <20 159+ <20
m/z 205 132+ <20 188" <20
188" <20
[WG + H]* 130* 45 159+ 30
m/z 262 132+ 25 245+ <20
245 <20
[WL + H]* 130* 50 159+ 130
m/z 318 132+ 85 301+ 110
301" 110
[GW + H]* 130* 50 132+ >200
m/z 262 188+ 70 205+ 60
216* 60
[LW + H]* 188+ >200
m/z 318 205+ >200
[GWG + H]* 130* 150 132+ >200
m/z 319 245+ 70 216* 100
262+ 50

tableau IV.7 : Résumé du type de mécanisme et dup® de fragmentation mesuré pour
tous les canaux de fragmentation qui ont un temps 1 us. En gras sont indiquées des
canaux qui correspondent aux deux mécanismes, stajue et non-statistique (perte de

NH3). Remarqgue : 20 ns correspond a la limite de rédimn temporelle de notre dispositif.

Dans le chapitre précédent nous avons évoqué teexie d’'un complexe ion-neutre
produit apres fragmentation dans I'état excité. ftagmentation de ce complexe de ce
complexe dans I'état fondamental peut expliquedylmamique que nous observons ou tous
les temps de fragmentation semblent statistiquesveluent avec la taille du systéeme (cf
tableau 1V.7). Les dipeptides [WK + Hgt [KW + H]" n’ont pas beaucoup plus de degrés de
liberté que [WL + HI, [LW + H]" et [GWG + HJ ont pourtant un temps de fragmentation
beaucoup plus grand & 3 a 4 us, soit 1 ordre de grandeur de plus). Gettgnentation
importante du temps de fragmentation pour les digep contenant la Lysine n’est donc pas
liee a la taille de la molécul@ priori, il s’agit plutét d’'un effet lié a la hauteur dearriéres
de dissociation. Comme le N-terminal de la Lysisem@us basique que le N-terminal de la
chaine peptidique, le transfert de proton sur lteemilans I'état fondamental nécessite plus
d’énergie pour [WK + H] et [KW + HJ" que pour les autres di- et tripeptides étudiés. Pa

ailleurs le proton peut étre bloqué par une liaispdrogene entre le N-terminal de la Lysine
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et le N-terminal de la chaine peptidique. Ceci iex@ 'augmentation importante du temps

de fragmentation mesuré pour les dipeptides contdad.ysine.

Des expériences permettent de confirmer I'hypotliase complexe ion-neutre produit
dans I'état excité et qui se dissocierait dansi’@ndamental. Guidet al. [34] ont effectués
des expériences de spectroscopie UV sur des pgpétteidis e 10 K, comptant jusqu’a 17
acides aminés contenant un acide aminé aromafigqpeTyr ou Phe). Le signal observé pour
la fragmentation de la liaison,&Cg de 'acide aminé aromatique aprés photoexcitativh
est trés faible. Ce signal est augmenté jusqu'x dedres de grandeur lorsque les peptides
sont excités avec un laser £@ecalé en temps apres l'excitation UV. Le las&€G, qui
augmente I'énergie interne de ces peptides, pedorat d’augmenter la constante de vitesse
de la rupture de la liaison,&g. Ce type de fragmentation, spécifique de I'étatitéxa donc
un temps de fragmentation qui évolue lorsqu’on autte » la molécule apres un temps bien
supérieur a la durée de vie de I'état excité. @sticohérent avec I'hypothese de la formation
d’'un complexe ion-neutre, ou 'augmentation de d'égie interne (avec le laser €@ans les

expériences de Guiét al.[34]) permet dans ce cas d’aider a casser ce exapl

En ECD, pour justifier les temps observés pourrégrhentation de la liaison N;C
pendant lesquels des réarrangements radicalairgspessibles, I'existence d’'un complexe
ion-radical [c-Z] a également été propo$e¢35]. L'évolution de ce complexe conduit a la
production des ions ¢’ +"ou € + z'. La rupture de la liaison N;Cest donc également
associée a un temps de fragmentation non-stagstigatons que le méme type d’expérience
gue celles de Guidit al. est effectué en ECD [36, 37] : les molécules éeslisont activées
par un laser IR ou par collision avant (ou apregtere d’'un électron de faible énergie. Aprés
activation, la variation de l'intensité des fragneiECD produits en fonction de I'énergie
interne du précurseur permet de différencier etigphas structures primaires, secondaires et
tertiaires de protéines en phase gazeuse. En nmbdidativation vibrationnelle des ions
précurseurs, Tsybiat al.[38] ont montré clairement que l'intensité dessianet z, prime et

radicaux, produits en ECD dépend de I'énergie ngele ce précurseur.

% La notation « prime » est utilisée en ECD pouidodr qu'il sagit d’'un fragment ionique
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V.7 Comparaison a des peptides contenant la Tyrosine

Dans ce chapitre, nous avons montré que le moedieadsfert d’électron et de proton a
I'état excité, établi pour la molécule de Trp-Blapplique a de petits peptides contenant le
Trp. Mais qu’en est-il des autres acides aminésnatigues comme la Tyrosine et la
Phénylalanine ? Le modéle de transfert d’électrordes proton que nous avons établi
s’applique-t-il aussi aux petits peptides qui cemtient un autre type d’acide aminé

aromatique ?

Dans le chapitre précédent, nous avons montréejueetanisme de fragmentatiop- C
Cp dans I'état excité est présent pour la Tyr-Notons cependant que les canaux observés
sont beaucoup moins intenses que pour le TrpHHen partie a la force d’oscillateur plus
faible de la Tyr-H photo-excitée a 266 nm.

Aucune expérience en coincidence n'a été effecawse la Tyrosine (notée Y en
abrégé). Nous présentons cependant, sur la fiyu8,| des spectres de photofragmentafion
UV enregistrés pour les molécules [YG + HIYL + H]" et [GYG + HJ afin de les comparer
aux canaux de fragmentation observés pour les me&fWG + Hf, [WL + H]" et [GWG +
H]™.

Sur la figure V.28, pour les molécules contenantW, on retrouve les différentes
fragmentations qui ont été décrites dans ce claafies fragmentations initiées dans I'état
excité produisent, pour les dipeptides [WG + HWL + H]", les ionsm/z130,m/z132 et la
perte de NH et pour le tripeptide [GWG + H]I'ion m/z130 et la fragmentation,.zAprés
conversion interne, pour les dipeptides [WG + HJVL + H]", Iion m/z144 (consécultif a la
perte de NH) et le fragment gsont produits et pour le tripeptide, on obsergefl@agments a
y, et le fragment (y+ &) qui n'avait pas été mis en évidence dans I'éteileoincidence.
D’autres fragments de faible intensité sont préssnt ces trois spectres et correspondent a

des fragments type CID.

figure IV.28 (page suivante) : spectres de phot@naentation UV

% Ces spectres ont été enregistrés avec la memeeselectrospray il y a quelques années, par C.elouv
et G. Grégoire, sur notre dispositif qui depuisvaléé. Les molécules présentées sur les spectrés fitpire
IV.28 ont donc été produites de la méme facon celies utilisées pour les expériences en coincidence
présentées dans cette thése (énergie interne fercations semblables). La photofragmentation gatetnent
effectuée a la méme longueur d’onde (266 nm).
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Pour les molécules contenant la Tyrosine, de fagomprenante, seules les
fragmentations produites aprés conversion inter@ présentes. On n’observe aucune

fragmentation initiée dans I'état exéité

Le modéle de transfert d’électron et de proton datat excité que nous proposons
semble donc ne pas s’appliquer pour des di- oueptides, contenant la Tyrosine,
photoexcités a 266 nm. Cette constatation se igigtdr des calculs d’états excités effectués
sur les molécules [YG + HJet [WG + HJ par C. Jouvet. Ces calculs sont présentés ci-
dessous sur ligure 1V.30. Comme les molécules étudiées expérimentalementn@nénergie
interne importante, elles sont plutét présentes soume dépliée (cf chapitre 1ll). Les calculs
d’état excité de léigure IV.30 n'ont été effectuées que pour des conforméresieseffigure
1V.29).

(a) [YG + H]* (m/z 239) (b) [WG + H]* (m/z 262)

figure IV.29 : isoméres de [YG + Hjet [WG + HJ utilisés dans le calcul de lgigure V.30

Sur lafigure 1V.30 sont présentés les différents états excités édantre 4.5 et 6.5 eV
pour [YG + HJ et [WG + HJ. Nous avons représenté I'énergie de 4,66 eV fqanie laser
UV (266 nm) mais également les états excités ast@iour une énergie interne de + 0,5 eV et
de + 1 eV. Pour [WG + H]on atteint les états excitésr, To* et on suppose que I'état
Toco* peut étre atteint par transfert de charge. Pewronformére de [YG + H]on n’atteint

gue I'etatrut, les deux autres états excit@s* et Tuico* étant trop haut en énergie.

2" Nous rappelons qu’aprés rupture de la liaisiCg; I'équivalent des ions/z130 et 132 du Trp-H
(m/z205) sont les iong/z107 et 109 de la Tyr-Hm/z182)
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figure 1V.30 : Calcul des états excités pour desitmrmeres étendus de [YG + Hpt de [WG + H]

Le modele de transfert d’électron et de protorétat’ excité que nous avons utilisé pour
[WG + HJ" est justifié par les calculs présentés suiigare 1V.30. Pour une conformation
étendue de [WG + H] les étatgut* et mo* sont accessibles et I'étairncc* semble pouvoir
étre atteint, en accord avec les mécanismes péssant§ |V.4.1. Pour un conformére étendu
de [YG + HJ, les calculs de ldigure IV.30 indiquent que I'électron photo-excité peut
uniquement rester localisé sur 'indole. Cela egysdi pourquoi on n’observe ni la perte de
NHg, ni le fragmentn/z107 dans les spectres de la figure IV.28. Seubséace du fragment
m/z109 (équivalent den/z132 pour [WG + H]) sur ces spectres n'est pas encore comprise.
Il est probable que la conversion interne I'empstiecette voie de dissociation.

Le modele de transfert d’électron et de proton didtsit excité qui s’applique a des

petits peptides contenant le Trp, ne s’appliquecduas a ceux contenant la Tyr
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V.8 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons montré que le mécanistiisé pour décrire la
photofragmentation du [W + H]pouvait s'étendre a des systémes de plus grarilie ta
contenant le W. Le modeéle de transfert d’électroivisd’'un transfert de proton dans I'état
excité proposé pour le [W + Hp'applique a des dipeptides contenant le W, pésgasur la
chaine peptidigue. Ce mécanisme ne s’applique pas lps dipeptides protonés sur leur
chaine latérale, ou le W est associé a un acideéafoitement basique tel la Lysine. Pour les
systemes ou le site de protonation n'est pas sitwéla chaine peptidique, nous n’avons
observé aucune fragmentation spécifique UVPD, beddans I'état excité. Le tripeptide
[GWG + HJ" a été étudié avant le début de ma thése maiépadue, seules quelques voies
de fragmentation étaient comprises [39]. Le pdeakdfectué sur les sept molécules contenant
le W, présentées dans ce chapitre, a permis d'ohiea vue globale sur les mécanismes de

photofragmentation mis en jeu.

A l'origine de cette étude nous nous demandiona pbsition du W dans un dipeptide
modifie les mécanismes de fragmentations obseB€s.expériences CID ont montré que la
position du W a une influence sur les fragmentatiproduites dans I'état fondamental par
excitation vibrationnelle [40]. Nous avons retroudés résultats similaires qui correspondent
vraisemblablement & des fragmentations induitegsamonversion interne. Nous avons
montré que la position du W modifie les mécanisae$ragmentation dans I'état excité. Un
méme mécanisme de transfert d’électron suivi dfeandfert de proton sur le carbonyle, dans
I'état excité, peut induire deux sortes de fragmgon. Suivant la position du W par rapport
au carbonyle sur lequel est transféere I'électranpbserve, soit la rupture de la liaisop@;,

soit la rupture de la liaison N;C

La mesure des temps de fragmentation de ces systameious a pas permis de
différencier les fragmentations initiées dans t'éacité de celles induites aprés conversion
interne. Les fragments produits dans I'état exatdent sans doute piégés par une interaction
dipolaire ion-molécule, qui conduit a l'observatiate longs temps de fragmentation
(considérés comme statistiques). Notre technigpeéraxentale reste cependant trés efficace
pour suivre la dynamique en temps réel et conndiirdre des étapes d’'un mécanisme
séquentiel produit en quelques dizaines de nanndeso Par rapport a la spectrométrie de

masse qui permet uniquement d’identifier les fragim@ar la mesure de leaz nous avons
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montré comment notre dispositif différencie deuxcamésmes différents (direct / séquentiel)

pour un méme fragmemn/z

Notre dispositif expérimental permet de mettre eidence le passage par un ion
intermédiaire, méme s’il ne permet pas toujoursiéterminer sa masse. On peut ainsi tester
la validité de mécanismes de fragmentation calaldés I'état fondamental. Dans ce chapitre
nous avons montré le tres bon accord entre nodtatsset le calcul d’optimisation de
géométrie dans I'état fondamental effectué pard&isduhai [27], alors que le calcul proposé
par Harrisonet al. [26] est en désaccord avec nos observations. Rsgltats peuvent
également étre comparés a des calculs d’optimrsdgogéomeétrie dans I'état excité ou servir
ales guider [1, 3, 17, 41].

L'étude de la dynamique de I'état excité (femtoeswle) de la plupart des molécules
etudiées dans ce chapitre a été effectuée par &gofee et C. Jouvet il y a quelques années.
Les résultats obtenus sur les dipeptides [WL % H)W + H]" et le tripeptide [GWG + H]
ont été publiés [42-44]. Les mesures de dynamigui&tht excité des dipeptides contenant le
Tryptophane associé a la Glycine ou la Lysine moirétre plus facilement exploités suite a
I'étude que nous avons menée. Nos résultats peaméjalement de mieux comprendre ceux

obtenus pour des peptides contenant la Tyrosimem@montre a la fin de ce chapitre.
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CHAPITRE V

Photofragmentation de
I'adénine protonée
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CHAPITRE V. Photoframentation de I'adénine protonée

L’article que nous avons publié, en commun avequige coréenne de Park, sur la

photofragmentation UV de I'adénine protonée comstite cinquiéme chapitre

[N.R. Cheong, S.H. Nam, H.S. Park, S. Ryu, J.K.gc5& M. Park, M. Perot, B. Lucas, M.
Barat, J.A. Fayeton, C. Jouvé&hotofragmentation in selected tautomers of protedadenine.
Physical Chemistry Chemical Physics, 2010. 13(1291-295]

L’'adénine est une molécule aromatique qui absold¥,lcomme les autres bases de
I’ADN. L'adénine présente plusieurs sites possililesprotonation et peut étre présente sous la
forme de différents tautomeéres. A priori, avec @osource €électrospray, nous formons le
tautomére le plus stable de I'adénine. Pour I'égulp Séoul, les molécules d’adénine protonées,
formées aprés irradiation de diméres d’adénineregusont présentes sous la forme d’'un autre
tautomeére. Ceci a été vérifié d'apres la forme sl@sctres d’action qu’ils ont enregistrés pour

deux canaux de fragmentation de I'adénine protonée.

NH, NH,

(a) (b)

NF N\ H\:I-/ N\
Pw A

+

I—=2

figure V.1 : tautoméres de I'adénine protonée (nM/26) étudiés a Orsay (a) et a Séoul (b)

En photofragmentant I'adénine protonéeg][mavec le laser UV envoyé dans le piége
électrostatique, nous n'avons pas observé de fachtian [my — 1] piégé. La perte de H qui a
été observée pour 'adénine neutre photoexcité&Bangn, n’est pas observée avec notre dispositif

pour I'adénine protonée.
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Dans le piége électrostatique nous avons observényos de vie ~ 8 ps pour l'ion parent.

Nous avons identifié quatre canaux de photofragatiemt de I'adénine protoném(z136)

la perte de NkI(m/z119)

la perte de HCNnG/z109)

la perte de NBCN (m/z94)

I'lon NH4" (m/z18)

Les diagrammes de corrélation MN(w.,) indiquent que ces quatre canaux correspondent a
des fragmentations binaires en une étape. Ils pigsetous la méme dynamique~ 1 ps§®.
Nous en déduisons qu’il s’agit de fragmentatioradigtiques produites dans I'état fondamental,

apres conversion interne.

Malgré des conformations initiales (tautomeres)éddntes, les intensités relatives des
guatre canaux de fragmentation de l'adénine preast#enus avec notre dispositif sont assez
similaires a ceux observés a Séoul (sauf pour lg"Nidi n'est pas entiérement collecté dans
I'expérience de Séoul). Ceci est en accord avedisseciation statistique dans I'état fondamental
vibrationnellement excité. Aprés conversion interfiénergie présente dans le systéme est
supérieure a celle des barrieres d’'isomeérisatiGeta permet de passer d’'un tautomeére a l'autre.

C’est pourquoi la photofragmentation observée npedé pas de la conformation initiale.

8 | a différence des temps de fragmentation meswesla zone polarisée € 1 ps) et le piége électrostatique
(t= 8 pus) a été discutée dans le chapitre III.
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CONCLUSION

Le dispositif ARC-EN-CIEL permet d’étudier la dynajue de photofragmentation UV de
molécules d’intérét biologique protonées par déacten coincidence des photofragments

ioniques et neutres. Cette these présente ledatssabtenus pour :
- le Tryptophane protoné, isolé et complexé a unratberonne
- de petits peptides protonés contenant le Tryptogphan

- une base de 'ADN protonée : I'adénine

La technique expérimentale que nous utilisons peeedéterminer le nombre d’étapes
associées a chaque canal de fragmentation, méme gabes-ci sont trés rapides< 20 ns). Les
informations temporelles et spatiales relatives faagments ioniques et neutres issus d’'un méme
évenement permettent d'identifier avec précisioaqae canal de fragmentation. Ainsi il est
possible de distinguer, pour un mémé, des fragments ioniques issus de mécanismesahfier
Notre dispositif expérimental permet une étudealdyinamique de fragmentation sur une large
échelle de temps. Les dynamiques rapides (20 s 40 us) sont étudiées par photo-excitation
dans la zone polarisée par un champ électrigued€armine de cette facon les temps de
fragmentations associés a chaque canal détect@ybnesniques plus lentes (10 pg < ms) sont
étudiées en envoyant le laser d'excitation danpiége électrostatique. Ce deuxieme type
d'expérience donne acces au temps de vie de laoenp et des ions fragments dont la masse est
proche de celle du parent.

Les expériences effectuées sur des bases de I'ADtm@Ees, I'adénine et la thymine, ont
montré que tous les canaux de fragmentation obsqyeér ces deux molécules présentent la
méme dynamiquet (de I'ordre de la ps). Tous les fragments sontypt®adpres conversion interne
dans I'état fondamental. D’autres expériences ot@teffectuées sur I'adénosine et I'adénosine
monophosphatée protonées afin de comparer leundgoa a celle des mémes systémes chargés
négativement [1, 2]. Depuis peu, des tests sontcams sur I'adénosine monophosphate

négativement chargée. Toutefois, des résultatséopinment été publiés a ce sujet [3, 4].
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Les temps de fragmentation mesurés pour le complepeH’(CE), nous ont permis de
mettre en évidence deux mécanismes différentsméranisme lentt(= us), statistique, produit
apres conversion interne et un mécanisme rapide 50 ns), non-statistique, initié dans I'état

excité.

Pour les petits peptides protonés contenant le tdpyyane, des voies de fragmentation
spécifiques induites dans l'état excité ont étéemisn évidence grace a la connaissance du
nombre d’étapes de fragmentation. Les temps denatation mesurés pour ces canaux ne nous
ont pas permis de les différencier des fragmemtatiproduites aprés conversion interne. On
suppose gqu’apres rupture d’'une liaison dans I'éaité, une interaction dipolaire maintient le
systeme sous forme d’'un complexe ion-neutre. Sligaociation compléte de ce complexe se
produit apres conversion interne, cela peut explides longs temps de fragmentation observés.
Pour les petits peptides protonés contenant letdpyyane, nous avons repris le méme modéle de
transfert d’électron et de proton a I'état excite gelui utilisé pour le Tryptophane protoné isolé
[5]. Les fragmentations directes observeées sorsi akpliqguées comme des fragmentations issues
de I'état excité. D’apres ce modéle, adapté aukspeeptides contenant le Tryptophane, I'électron

photo-excité de I'indole peut étre transféré :

= dans une orbitale de Rydberg localisée sur le ay@enatique et conduire a la perte de
la chaine latérale aromatique, aprés transfert ‘ddads I'état excité et transfert dé H

dans I'état fondamental vers le cycle aromatique
* dans une orbitale de Rydberg localisée sur lg'N#lconduire a la perte de H
= dans une orbitale de Rydberg localisée sur la ehaéptidique et conduire
- ala perte de Ngi si cette orbitale est plutdt localisée sur lesNH

- ala perte de la chaine latérale aromatique ouffadeentation de la liaison N-
C., Si cette orbitale est plutét localisée sur urboayle, aprés transfert d’'un'H

dans I'état excité vers ce carbonyle.

Nous avons montré que ces deux dernieres fragnmergagn compétition (rupturesCg et

N-C,) dépendent de la position du Tryptophane par ndocarbonyle.
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Ces différents mécanismes s’appliquent & des peéipdides contenant le Tryptophane,
protonés au niveau de la chaine peptidique. Ennoivg ils ne s’appliqguent ni aux peptides

protonés sur une chaine latérale basique, ni gotkdes qui contiennent la Tyrosine.

Pour plusieurs canaux de fragmentation, les méresisde photofragmentation UV
impliquent un transfert de *Hdans I'état excité. Pourtant, pour le complexetidgue Ac-Phe-
(Ala)s-LysH'(CE), la perte de la chaine latérale de la Phéamyiia¢ (rupture GCg) produite dans
I'état excité a été observée alors que I'éther-aone,a priori complexé au site de protonation
(ammonium de la Lysine), inhibe les transferts dg6}. Ceci contredit le mécanisme que nous
proposons pour la rupture de la liaisop@ (transfert d’électron suivi d’un transfert de ot
sur le carbonyle). Shemeshal.[7, 8] ont doncproposé un mécanisme alternatif qui s’applique a
des peptides d’au moins trois acides aminés forrdastliaisons hydrogenes intra-moléculaires,
permettant d’expliquer ces observations. Les calefiectués [7, 8] montrent I'existence d’un état
excité mtco, plus bas en énergie que I'état*. Cet état m*co correspond au transfert d’un
électron d’une orbitale n, non-liante localiséel&arote d’'un groupement amide, vers une orbitale
T* co, anti-liante localisée sur un carbonyle ; 'amatde carbonyle concernés étant reliés par une
liaison hydrogene comme indiqué sur la figure 1elmtersection conique permet de passer de
I'état nit* co vers un état a transfert de charge. Cet étanafad de charge induit un transfert de
proton du NH' vers le CO grace a la liaison hydrogéne qui les relie (figliyeLe passage d’une
barriere de potentiel dans I'état excité qui conhdcila rupture de cette liaison hydrogene
(N ~HO-C) éloigne le systeme de lintersection conique tpiiferait revenir dans I'état
fondamental [6]. La dissipation de I'énergie padis&ibution vibrationnelle permet priori de
stabiliser cette espéce de nature biradicalairaelDes espéeces trés stables, a longue durée de vie
ont déja été observées [6, 9]. Au bout d'un certaimps, cette espece biradicalaire peut se

fragmenter suivant sa liaison la plus faible, d@slon G-Csg.

Quand on augmente la taille d’'un peptide, le patenfionisation de la chaine peptidique
diminue. Pour de petits peptides, aprés ruptura dlaison G-Cg de I'acide aminé aromatique, la
charge reste localisée sur le cycle (Pl de 'aaichiné aromatique < Pl chaine peptidique), tandis
gue pour des peptides de plus grande taille, legehanique est localisée sur la chaine peptidique
(partie tronquée [6] du peptide de la figure 1)afres les expériences effectuées par le groupe de
T. Rizzo, sur des peptides protonés, le mécanisria tigure 1 appliqué a une structure de type

hélice alpha semble aussi pouvoir s’appliquer a stesctures compactes (globulaires) [10]
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comme des feuillets béta telle la gramicidine ayed S [11]. Les résultats obtenus par le groupe
de Dugourdsuggérent un méme type de mécanisme pour des ptitype protonés contenant la
Tyrosine [12]. Toutes ces observations indique lgufragmentation de la liaison-Cg dépend

de la nature de la séquence peptidique et desnmismtramoléculaires du systeme étudié. Mais
apres perte de la chaine latérale aromatiqueidissis hydrogénes de la chaine peptidique sont-

elles conservées ? (figure 1)

2 .
o] o] i
| | | v |
CH;—C NH CH—C NH TH—C NH CH—C NH CHj;
CH, CH, CH,
Passage de |'état Tut* vers I'état n1t*, plus bas en énergie
\i/ TN i
o fo 0 | o
[ | v I,
CH; C—NH—CH—E}—NH—CH—C NH I H—©~C aw' CHj;
CH, CHs CHa
Intersection conique avec un état a transfert de charge
Transfert de proton dans I'état excité a travers la liaison hydrogéne CO™-H-N"*
Rupture de cette liaison hydrogéne
Fragmentation "
/
M C,~Cp dela o 0
i i i i ' i | | | |
|| | || ” Phénylalanine - -
— CHz—C—NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C—N—CH3
CH;—C CH—C NH CH—©C NH CH—©C ?.v' CHj _— L)
o
[ | | : cHy &ty
CH, CH, CH, Conservation des

liaisons hydrogénes * O

au niveau de la
chafne peptidique ?

Figure 1 : mécanisme proposé par Shemesh et al8[four le peptide Ac-Phe-Ala-Ala (version
tronquée du peptide Ac-Phe-(Ala)ysH," étudié par le groupe de Rizzo) [6]. Les liaisongllogéne, a

I'origine de la forme d’hélice de ce peptide, sontliquées en traits gris pointillés.

Le travail présenté dans cette these montre la ébtigm entre la perte de la chaine latérale
du chomophore et la rupture de la liaison Nr€liée a I'acide aminé aromatique. Un mécanisme
alternatif a celui présenté sur la figure 1 peubhad@tre proposé (figure 2), ou l'étattro

impliqué, met en jeu le carbonyle situé du cétée@atnal du chromophore. Notons cependant que
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les fragments c/z n'ont jamais été observés enoplisxociation UV sur des peptides de grande

taille. Le mécanisme proposé sur la figure 2 eatgmrement hypothétique.

% i

0 :
| | [N |
CH3——C——NH—CH—C——NH——CH——C——NH——CH——C——NH——CHjs
CHy CH3 CH3
Passage de I'état TUT* vers I'état nTt* ., plus bas en énergie
N, '
4
o™ o v
S H
) | [ [
CH3——(.Z NH TH_C NH TH—C N CH—C NH—CHj3
CH, CHj CHs
Intersection conique avec un état a transfert de charge
Transfert de proton dans I'état excité a travers la liaison hydrogene CO*H-N"*
Rupture de cette liaison hydrogéne
X o (e} [e]
Fragmentation | I _ I
CH—C—NH—CH—C—N—CH—C—NH—CH.
O/H Y o o N-C, proche de ¢ N s
| ~ I I la Phénylalanine e CH, CHs  Fragment z
CH;——C NH H—C H—C N CH—C NH Hs R
e °
| | | ‘
CHy CHs CHs Conservation des
liaisons hydrogénes OH
2,
de part et d’autre de la + CHy—C=NH Fragment ¢

liaison rompue?

Figure 2 : mécanisme alternatif a celui de la figarl conduisant a la production de fragments

c / z (mécanisme hypothétique)

Le mécanisme proposé par Shemestal. [7, 8] résumé sur la figure 1 et le mécanisme
proposé sur la figure 2, impliquent des temps dgrfrentation trés longs dées que les peptides
étudiés ont une taille suffisante pour former d&isdns intra-moléculaires. Notre dispositif, ptutd
adapté a la mesure des dynamiques rapides, meslarte$a zone d'interaction polarisée (fenétre
temporelle de 20 a 300 ns), ne permet pas d'étultigels systemes di a leurs longs temps de
fragmentation. Notons cependant que I'étude deéByest modéles (dipeptides) présentés dans
cette these nous permet de mieux appréhender leanmmes de fragmentation de peptides de

plus grande taille.
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Les peptides a deux chromophores constituent ure aype de systeme modele qui
pourraient étre étudiés avec I'expérience ARC-ERHCICertaines études, déja effectuées sur ce
type de systéme, demandent a étre approfondied41l.3l.a principale question est de savoir si un
transfert de charge est possible d’'un chromophers Nautre. Les calculs d’état excité, seuls, ne
suffisent pas pour répondre a ce genre de quegtBnComme nous I'avons montré dans cette
thése, notre dispositif expérimental a aidé adiiptétation de calculs de I'état excité (problérae d
I'existence de I'état excité a transfert de chamg®co du Trp-H [15-18]). Notons cependant que
les dernieres méthodes développées pour le calesl€tats excités ont récemment montré une
parfaite reproductibilité des résultats expérimexntfl9]. Aujourd’hui seule la modélisation des

états excités a transfert de charge reste encreshorer.

Un laser VUV a été installé récemment sur notrpakigif afin d’'effectuer les expériences
en coincidence a une autre longueur d’onde (157 Am¥i nous pourrons entre autre tester sur
des peptides protonés, sans cycle aromatique, Bsamsmes de photofragmentation VUV

proposés par Reilly [20, 21]

D’autres modifications de notre dispositif expénitad sont envisagées. Une nouvelle
source électrospray va étre installée. La prineigfférence entre cette nouvelle source et la
précédente est la présence d'un capillaire métalichauffant qui devrait permettre de produire
des molécules solvatées afin d'étudier leur dynamigle fragmentation [22, 23]. Avec
l'installation de ce nouvel électrospray, il esssiprévu d’améliorer le dispositif de pompage au
niveau de la source pour diminuer I'énergie intedas ions étudiés et favoriser ainsi la formation
d’agrégats solvatés. Cette nouvelle source serbordlautilisée pour des expériences en
coincidence mais il est prévu gu'elle serve égatdnpour effectuer des expériences de type
pompe-sonde, avec le laser femto-seconde d’Elygeual’hui accordable, dans la continuité des
expériences réalisées précedemment au sein deipkédd5-17]. D’apres les meécanismes
présentés sur les figures 1 et 2, l'utilisation ldsers pompe et sonde accordables pourrait
permettre de contrdler I'état excité peuplé (I&=ion de I'électron photoexcité sur le carbonyle,
soit du cb6té N-, soit du coté C-terminal du chroimg). On pourrait alors contrbler le type de
fragmentation photoinduit (rupture de la liaisonCN-ou de la liaison GCg du Trp). Ceci
permettrait de différencier par leur dynamique rdgnentation, des conformeres qui n’ont pas les

mémes liaisons hydrogenes intra-moléculaires.
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Une amélioration est également envisagée au nivkalpiege électrostatique afin de
pouvoir, comme sur le dispositif d’Aarhus, étudiens les photofragments ioniques qui ont des

longs temps de vie, quelque soit leurs masses.

La combinaison des expériences femto-seconde,jrdedlation UV dans la zone polarisée
et dans le piége électrostatique, permettra deesuavec un méme dispositif, la dynamique de
fragmentation d’'un systéme sur une échelle de teafipat de la centaine de femto-seconde
jusqu’a la milliseconde (plus de six ordres de deam). Comme les conditions de source et de
détection peuvent beaucoup varier d’'un appareilaatre, il est trés intéressant de pouvoir

comparer, sur un méme dispositif, la dynamiqueragnientation sur plusieurs échelles de temps.

Récemment, des expériences de flash-photolyseli@ctamo-picoseconde) réalisées sur le
Tryptophane en solution par Léonatdal. [24] ont mis en évidence, en milieu acide, la présence
d’'un photoproduit, formé par un mécanisme en uapettepuis I'état excité Scorrespondant au
Tryptophane protoné sur l'indole. La dynamique 'd&at excité mesurée pour cette expérience en
solution (< 100 fs) est la méme que celle obseeréphase gazeuse, qui conduit a la production
de Iion m/z132 du Trp-H [25]. Les calculs de chimie quantique réaliséssdamtre équipe [26]
suite aux résultats expérimentaux obtenus surdéoffagmentation du Trp-Hen phase gazeuse,
ont montré que de I'iom/z132 { < 20 ns) est formé aprés un transfert de protos kecycle
aromatique, produit dans I'état excitér*, suivi d’'un transfert d’hydrogéne vers le cycle
aromatique, produit dans I'état fondamental apresversion interne. En solution, aucune
fragmentation n’est observée apres photolyse. Malge dynamique de I'état excité semblable a
celle observée en phase gazeuse, en phase liguidarkangement du solvant est probablement
plus rapide que le transfert d’hydrogéne danstlftadamental, ce qui inhibe la fragmentation de

la liaison G-Cg.

La connaissance de la dynamique de photofragmentatir plusieurs échelles de temps
peut donc aider a une meilleure compréhension te&ngmenes observés en solution, plus
proches de la biologie. Il est important de comadi devenir de I'énergie (photon UV) déposée
dans une biomolécule et de savoir si cette énetggerbée est dissipée dans le solvant, si cette
énergie conduit a des phénoménes radiatifs ou @liasomenes non-radiatifs. Les phénomeénes

non-radiatifs, s’ils sont plus rapides que la réoigation du solvant, peuvent entrainer la
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modification irrémédiable de molécules biologiqudpeptides, oligonucléotides), d’ou

'importance de connaitre la dynamique de ces pinénes.
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