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Introduction

INTRODUCTION

Parmi les molécules qui constituent les organismieants et participent a leur
fonctionnement, on trouve deux grandes famille&DN et les protéines. L’ADN a pour role
de porter I'information séquentielle et structuzelCette information permet de construire les
machines organiques que sont les protéines. Légipes, elles, ont des fonctions biologiques
spécifiques et extrémement variées... Par exemgiémioglobine transporte I'oxygene, la
myosine permet au muscle de se contracter. Laitondtune protéine dépend de sa séquence
et de son organisation spatiale. L’'importance qhligement sur la fonction des protéines a été
soulignée par Pauliff§dés le milieu du 20 siécle.

Auparavant, la seule méthode qui permettait d’abtame représentation 3D précise des
molécules biologiques était la cristallographie i@gion X. C’est d'ailleurs par cette méthode
que Watson et Crick ont pu déterminer la strucemehélice de 'ADN? L'obtention de
cristaux de protéine bien ordonnés reste parfoes lumitation a cette technique malgré les
progres réalisés dans ce domaine. Depuis quelgueses, grace a la spectroscopie par
résonance magnétique nucléaire (RMN), il est déamrmpossible de déterminer la structure
tridimensionnelle en solution de protéines, enipalier celles de moins de 200 acides
aminés?® Dans ces méthodes en phases condensées, lesgsapéésentent de multiples
interactions. Dans les cristaux, les protéines sarforte interaction les unes avec les autres.
En solution avec le solvant et d’autres ions ouénales.

Parallelement, de nombreux efforts ont été réafigése plan théorique afin de proposer
des modeles et des méthodes de simulation qui plemhed’accéder aux propriétés
structurelles et dynamiques des protéffielsa prise en compte des interactions avec d’autres
molécules reste un challenge du point de vue théericompte tenu de la complexité des

systemes étudiés et du grand nombre d’interactiopkqueées.
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Introduction

Dans ce contexte, I'approche par la « phase gazewssmble étre une alternative
intéressante. En effet, par cette méthode, on rafathit totalement des interactions
intermoléculaires. Ceci permet notamment d'étudies propriétés intrinseques des
biomolécules et d’offrir des données expérimentglépeuvent étre utilisées pour établir des
modélisations théoriques.

La spectrométrie de masse est un des principaubs germettant I'étude de systémes
de grosse taille, tels que les protéines en phaseuge. Née au milieu du®deécle, elle fut
tout d’'abord utilisée pour l'analyse de petites écales organiques avec, par exemple,
I'utilisation des quadripdles et des piéges iongjtleA cette époque, aucune technique ne
permettait la mise en phase gazeuse de grossesutesléaussi fragiles que les protéines.
Lorsque la source electrospray fut mise au poimtJaB. Fenf!! dans les années 80, la
spectrométrie de masse prit un nouvel essor panallyse des molécules biologiques, ou des
brins d’ADN et en particulier celle des protéin8site a la cartographie du génome, I'étude
de I'expression des genes a travers la productiamedmultitude de protéines (protéomique)
a pu étre appréhendée par la spectrométrie de Masse

Dans I'étude de biomolécules par spectrométrie desmon distingue deux principaux
axes d'utilisation. Tous d’abord, la robustessiegtivancées technologiques dans ce domaine
permettent une utilisation routiniere pour I'anaydidentification et la quantification de
protéines, de complexes protéine-médicament, gits@applications analytiques. D’autre
part, couplé a une technique physico-chimique dact@risation comme la mobilité ionique,
I’échange hydrogene-deutérium ou la spectroscagier] le spectrometre de masse devient un
outil extrémement puissant pour des études a la flmndamentales et appliquées. Ces
techniques permettent I'étude de propriétés chirplrgsiques d’'ions moléculaires en phase
gazeuse tel que, I'étude de I'énergie de liaisonsddes complexes, la détermination de
géomeétries par la mise en évidence de schémaagtedntation spécifiques...

Il existe différents types d’instruments largematitisés pour I'analyse en masse de
molécules chargée, notamment les quadripdles (PMS pieéges ioniques quadripolaires
(QITY), les temps de vol (TOF; les secteurs électrostatiques et les spectreméde masse a
transformer de Fourrier (FTI-CR Chacun de ces instruments possédent avantages et
inconvénients au niveau de la robustesse, la jwécik résolution en masse et les gammes

de masses accessibles. De plus, pour bénéficiepedermances spécifiques a chaque

" QMS: Quadrupole Mass SpectrometéN, T : Quadripole lon TrapTOF : Time Of Flight FTI-CR : Fourrier
Trap lon — Cyclotron Ressonance
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instrument, de plus en plus d’applications hybridéisant deux techniques ou plus sont
proposées : Q-TOF, TOF-TOF, QIT-FTI-CR.

Au-dela de la mesure de masse, la principale méthd@nalyse utilisée en
spectrométrie de masse est la fragmentation. Lelsnigues d’activation utilisées pour
fragmenter les protéines sont nombreuses et ortunkaleur spécificité. Deux types de
processus sont distingués : l'activation par clegdf et l'activation électronique. La
fragmentation induite par collision sur un gaz newst la technique la plus utilisée pour
fragmenter efficacement par chauffa§eCette technique est proposée en routine sur les
spectrométres de masse commerciaux. De nombreuwsess aechniques sont apparues
comme le chauffage avec un laser infrarouge (IRMRID par rayonnement du corps noir
(BIRD").

La capture électronique (ECD qui fait intervenir des états électroniques eide
I'ion et la formation d’'une espéce radicalaire. CB, avec d’autres techniques similaires
comme la dissociation par transfert d’électron (ETBt la dissociation par détachement
d’électron (EDD), contribuent largement & I'analyse des protéitespportent de nouvelles
informations grace a des schémas de fragmentapiécifsjued” Un processus d’excitation
électronique different est obtenu par excitationtphique dans les domaines UV et visible.
C’est ce dernier processus qui va faire I'objetelge these.

Les propriétés optiques des biomolécules sontdmenues et I'on retrouve de multiples
applications dans l'analyse des protéines en pbasdensée et plus particulierement en
phase liquide. L'absorption des protéines est ppécique a l'environnement. La
fluorescence de ces chromophores est bien plusbke@s|’environnement mais reste une
sonde locale difficile a relier a une informatiotoltale de la protéine. Le dichroisme
circulaire et la dispersion optique rotatoire sprabablement les méthodes optiques les plus
efficaces pour déterminer les conformations detépres en solutioH”

La spectrométrie de masse couplée a la spectrestasar est depuis longtemps utilisée
en physique moléculaire notamment pour obtenirspestres rotationnels, vibrationnels ou
électroniques de petites molécules en phase gazkasepremieres spectres d’excitation
électronique sur des biomolécules en phase gazeusété obtenues par Léth en 1985
avec l'observation de bandes vibrationnelles poar tdyptophane et des dipeptides.
Cependant, ces études ont longtemps été limitdeduale de petites biomolécules (acide

" IRMPD : Infrared Resonance Multi Photon Dissociati@iRD : Blackboby Irradiation Resonance
Dissocaition.ECD : Electron Capture DissociatiofeTD : Electron Transfer DissociatiofzDD : Electron
Detachment Dissociation
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aminé, des brins d’ADN, petits peptides). En patajldes pionniers, comme Bowers, Mclver
et Russel, se sont intéressés a des systéemes sigrphdes tailles en injectant dans des
spectrometres de type FT-ICR, des faisceaux latams l'ultra ultra violet a 157 ou 193
nm!*?% | es photons associés a ces longueurs sont trégééinees et la fragmentation
obtenue est importante mais peu spécifigue. Déjaetée époque, l'idée d'obtenir des
informations sur les structures par des méthodes ttait présentt’!

Dans le domaine de linfrarouge, les avancées s&adi ont ouvert de nouvelles
applications vers l'identification de la confornmatide systémes biologiques. D’importants
développements dans le domaine des sources inflgs@ularge spectre tel que CLIO (Centre
Laser Infrarouge d’Orsay) et FELIX (Free Electroaskr for Infrarouge eXperiments) ont
permis de sonder la structure secondaire de peptateutilisant soit la dissociation induite
par de multi-photons infrarouges résonants danspiteges’*® ou bien en couplant des

photons infrarouges résonants & des photons Uursjat moléculaire neutfé”

L’absorption d’un photon UV (ou visible par une malle) permet de I'exciter de
maniere vibrationnelle ou de maniére électroniguexcitation UV-Vis des molécules
biologiques, devient résonnante lorsqu’'on se gitaes le domaine UV de I'absorption des
cycles aromatiques entre 220 nm et 400 nm. Dessitimms électroniques particulieres
apparaissent. En dessous de 200 nm ce sont siesaélectrons dans les liaisons peptides qui
sont impliqués. Au-dessus de 200 nm, ce sont lestréhsn délocalisés des cycles
aromatiques qui sont concernés.

Parmi les difféerents modes de désexcitation quivesuj on peut observer la
fluorescence, le détachement d’électron et la feagation. L’organisation spatiale des
molécules peut modifier les spectres d’absorptisiigoe des molécules et les mécanismes de
relaxation qui suivent. L'objectif de cette thesst d’évaluer I'apport de la spectroscopie
optique UV visible pour la caractérisation struetler et électronique de systemes a grand
nombre de degrés de liberté en phase gazeuse.

C’est dans ce contexte que nous avons développ@ountage expérimental couplant un
spectrometre de masse de type piege ionique quéalrgp a la spectroscopie UV dans le but
d’étudier la conformation et les propriétés élauimoes de molécules biologiques.

Cette thése rapporte les travaux qui ont été ésabsr ce montage. Nous avons montré
la possibilité de faire des spectres optiques ems@lgazeuse sur des biomolécules. Les
systemes étudiés vont du simple acide aminé a dptdps et des complexes agrégats

métalliques-acide aminé a des brins d’ADN.
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Dans un premier temps, je présenterai le spectrengét masse commercial que nous
avons modifié afin d’injecter en son centre uniake spectrometre de masse nous permet de
produire, d’isoler, de fragmenter et de détecter elgpeces moléculaires chargées en phase
gazeuse. Un laser a oscillateur paramétrique apfiournit un faisceau laser accordable dans
'UV et le visible. Ce spectrométre de masse fuytremier piége ionique quadripolaire acquis
par le laboratoire ce qui nécessita un apprentissdg présenterai donc en détail son
fonctionnement. Le solide savoir-faire techniquecenstruction d’expérience fut un point
particulierement déterminant dans I'aboutissemeritekpérience.

Dans un second temps, je présenterai a travers tbapitres, I'ensemble des
expeériences réalisées sur ce montage.

Chapitre Il1. Ce chapitre décrit des expériences de photodesmtirealisées sur le
tryptophane et de petits peptides. On verra notamigee la production d’ions radicalaires
par photodissociation peut avoir des applicatianpretéomique. Une derniére étude, réalisée
en collaboration avec plusieurs laboratoires surpaptide modéle, établira un lien entre

fragmentation et conformation initiale de I'ion.

Chapitre II1. L'une des activités du LASIM et de I'équipe esdtlide des agrégats
métalliques. Notre compétence dans ce domaine apeasmis de réaliser des expériences de
spectroscopie UV en phase gazeuse sur des complepmsdes agrégats d’argent-
tryptophane. Les complexes sont produits en phaseuge puis des spectres optiques ont été
obtenus en balayant la longueur d’onde du laser didférentes tailles de complexes. La
comparaison des résultats expérimentaux avec leslsshéoriques réalisés par le groupe de
chimie quantique de Vlasta Koutecky a Berlin permdetrelier la structure aux spectres

optiques ou aux schémas de fragmentation.

Chapitre IV. Dans ce dernier chapitre, je présenterai des tadsubbtenus apres
irradiation de polyanions (brin d’ADN et peptide®)n verra que le mécanisme principal de
désexcitation aprés irradiation UV est la pertenddlectron et qu’il fait intervenir un passage
par effet tunnel & travers une barriere de potenigefragmentation par collision tres efficace
des radicaux produits par le photodétachement &sentée comme une perspective pour

I'analyse et le séquencage de brins d’ADN.
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Un dernier aspect du travail réalisé pendant deiee sera présenté sous forme d'un
article en cours de soumission. Il présente unérpce de pompe sonde réalisée sur le
piege avec un laser femtoseconde. Ce travail éalis collaboration avec V. Boutou, L.
Guyon, B. Thuillier et J-P. Wolf du LASIM est legmier pas vers des études dynamiques
dans notre piege.
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CHAPITRE |

COUPLAGE ENTRE SPECTROMETRIE DE MASSE
ET SPECTROSCOPIE LASER

Dans ce chapitre, nous allons décrire le montagérarental développé au LASIM. Ce
montage couple la spectrométrie de masse et largpeapie laser UV Visible. La partie
spectrométrie de masse permet mettre en phase sgalesiions, de les isoler, et de les
détecter par la mesure de leur masse. La parterepeopie permet I'activation énergétique
des ions. Afin de bien comprendre le role de chaales parties, nous nous attarderons sur
leurs principes et les aspects physiques de leamstibnnements. Le mode opératoire

impliquant ce couplage sera ensuite décrit ettifugar des spectres de masse.

1.1 Spectrométrie de masse

Le spectrométre que nous utilisons est un outilmenaial, c’est un spectromeétre de

Pue (avec I'option M8, ThermoElectron, San Jose,

type piége quadripolaire ionigddeLCQ
CA, USA). Sur la figure 1.1, on voit que I'appareidt composé d’'une source electrospray
permettant de mettre en phase gazeuse et d’iolisemolécules a étudier. Un systeme
d’optique ionique, composé de lentilles électragtets et d’octapdles, guide les ions jusqu’au
piege quadripolaire ionique. Dans le piege, les isont manipulés, stockés et enfin détectés

grace a la dynode de conversion et au multiplicad&tlectrons.
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Electrospray Guidage Piege Détection
A AN A A
- s O ) 4 A
Capillaire 1 Capillaire 2 Lentiles Octapoles Electrode Electrodes Détecteur

de transfert centrale chapeaux Dynode, Multiplicateur

\ \ /

Il
/

g X \ N
m=: | mgi i ¢
| \ | \Ientille J

7

écorceur

! /
760 torr 1 torr 1.5 *103 torr 2 *105 torr \
1.5 *103 torr

Figure 1.1- Schéma du piége LEE, composé d’une source electrospray, d’un systé@guitiage

d’ions, d’'un piege quadripolaire ionique et d’'unteéeur. Il y a 4 chambres a différentes pressions.

1.1.1 Electrospray

La spectrométrie de masse permet d’étudier parelsune du rapport masse sur charge
(m/2, des molécules organiques et complexes et notamdes molécules biologiques ou
d’intéréts biologiques telle que les médicamems,Hormones, les peptides, les protéines, les
brins d’ADN, des complexes non covalent, etd?.our cela il est nécessaire de les ioniser et
de les mettre en phase gazeuse. L'utilisation deniques d’ionisation dites « douces » est
essentielle pour faire passer ces molécules eregfaRuse sans les fragmenter. Pour nous, |l
est également important de conserver les liaisans covalentes telle que les liaisons

« hydrogéne » responsables de I'organisation $patiad’appariement de ces molécufés.

Depuis les années 80, deux techniques d'ionisatiot été particulierement
développées, le MALDIMatrix Assisted Laser Desorption lonisat)cet 'ESI (Electrospray
lonisation). Contrairement a d’autres techniques comme le At Atom Bombardemgnt
le EI Electron Impacdt ou le FIB fast lon Bombardementou I'énergie est directement
absorbée par I'analyte, I'énergie est transmisaiets un partenaire d’ionisation, une matrice

pour le MALDI®! et une gouttelette de solvant pour 'E%I.
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Ces techniques sont des méthodes d’ionisation ditisuces ». Dans la technique de
désorption et d’ionisation par laser assistée prioe (MALDI), un laser d'impulsion courte
(généralement laser nanoseconde) désorbe une endds laquelle la molécule a étudier est
prisonniére. La molécule est libérée en phase gazeous forme ionisée grace a un transfert
de charge assisté par la matrice. L'electrospraymdbablement la technique la plus douce
pour mettre en phase gazeuse et ioniser des medécGlest une source a ionisation a
pression atmosphérique, elle produit des ions eselgazeuse a une pression de l'ordre du
torr, a partir d’'une solution a pression atmospghéri avec une faible fragmentation.

L’electrospray appliqué a une molécidepeut étre résumé par la réaction suivante :
nx
My, = [M, +nH]

La source d'ionisation par electrospray (ESI) apgposée par DR et développée
par Fenri¥ John Fenn obtient en 2002 le prix Nobel de chipgier ces travaux sur ESI. Il le

partagea entre autres avec Koichi Tanaka pour I€MA

1.1.1.1 Principe d’une source electrospray

Le principe peut étre décomposé en 3 étapes. {griaation du cone de Taylor et du
spray de gouttelettes chargées. (ii) la désolwatadt la réduction des gouttelettes chargées.
(i) la formation finale d’'ions en phase gazeusepartir de petites gouttelettes. Nous
étudierons ces mécanismes pour des ions positifseEéférant a la figure 1.2, on voit que la
source electrospray (thermo finnigan) est compakée fin capillaire 1 (en silice fondue)
d’un diametre interne de 100 um dans lequel orciejan flux constant de solution contenant
les molécules a mettre en phase gazeuse, avecedngug a un débit de 5ulL/min. Les
solutions utilisées ont typiguement une concemmnatde quelques dizaines a quelques

centaines de pmol/L (LM).

L’extrémité du capillaire 1 est métallisée, ce parmet d’appliquer un potentielct
Face au capillaire 1, distant de 1 & 2 cm, on &de\capillaire 2 d’'un diametre externe de 0.5
cm et d’'un diametre interne de 300 um. Sa facetBermétallisée est a un potentigj.lce
capillaire est la contre électrode. Sous l'effes tignes de champ générées entre les deux
capillaires, la solution sortant du capillaire 1tsesforme en spray de gouttelettes chargées
qui migrent vers le capillaire 2. Un flux constatidzote est injecté de maniére homogene
autour du capillaire 1. C’est le gaz porteur quifaroriser I'évaporation du solvant formant

les gouttelettes.
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solution venant

de la seringue  canijjaire 1 ] e
UCl @
N2 ey T > @ @ @ + +
° : TRz @ ® + H | |H 4
...... » s @ +
o © @ A\ .-
vers
N, I'octapble

sens de migration 1 torr

masse capillaire 2
T 760 torr K
Formation du spray : Réduction et Formation des ions
Cone de Taylor désolvation des en phase gazeuse
gouttelette

Figure 1.2- Schéma de la source electrospray du spectrométneasse LCE'" Thermofinnigan.

Nous avons utilisé dans certains cas une deuxieardigaration de la source
electrospray, appelé « source off axis ». Dansa® toute la partie gauche de la source
correspondant au capillaire 1 est inclinée d’'unlardjenviron 45°. Cette configuration
permet de diminuer le bruit chimique en ne permettgr’aux espéces chargées de migrer et

de passer dans le capillaire 2.

1.1.1.2 Formation du spray : cone de Taylor

La formation du spray de gouttelettes résulte cheade Taylor. Comme on le voit sur
la figure 1.3, le capillaire 1 est porté a un haaientiel de quelques kV et la contre-électrode,
formée par le capillaire 2, est portée a un fautentiel de quelques volts. Le capillaire 1 est
de petite taille (100um) devant la contre-électr@@d® cm), un fort champ électrique est
formé au voisinage du capillaire 1. Le champ pénet @&proximé par la relation suivalftd :

E. N 1-1
r.In(4d/r;)
ou V. est le potentiel appliqué; le rayon du capillaire 1, etla distance entre le capillaire 1
et la contre-électrode. Par exemple, palr=5 kV, ro =10* m etd =0,02 m, on obtienE, =
15.1¢ V/m. Au voisinage de I'extrémité du capillaire Sgus I'action de ce fort champ, le

fluide polaire (eau ou méthanol) va avoir deux cortgments importants.
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i) A linterface entre la partie métallisée du capitk 1 et le fluide, une réaction
d’oxydation va se produire, favorisant I'échangecttarge et la formation d’'iof8. Cette

réaction peut localement modifier le pH de la solut

i) Le champ électrique va pénétrer dans le fluidéegtcharges présentes vont se
déplacer afin d’équilibrer le champ (cf. figure BB. Les charges positives vont se déplacer
vers I'extérieur du capillaire 1, dans le méniséprené naturellement et les charges négatives
vont se déplacer vers I'anode. Sous l'effet du ghaeh de la forte densité de charges
positives, le ménisque du fluide va étre déforme@urPoptimiser sa surface, le fluide va
prendre la forme du céne de Tayio¥, comme on le voit sur la figure 1.3 a). Le cone de
Taylor va se déformer en pointe jusqu’a la ruptied’équilibre entre les tensions de surface
du fluide et les forces dues au champ. De cetteiargnde fines gouttelettes chargées de
quelques um de diametre vont étre libérées. Uteimant approfondi du champ permet de

déduire le potentiéV¥,, nécessaire a I'instabilité du cone de Ta§idr:

Y/

[o]

1/2
) =(r°y2ﬂj In(4d /r,) 12

0

ou y est la tension superficielle du fluidg, la permittivité,r. le rayon du capillaire & le

demi angle du céne de taylor. En prengnt 8,8.10'* J* C* m™ et9 =49,3°, on obtient :

V,, = 210°(r.y)"?In(4d/r,) 1-3
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capillaire 1 O
capillaire 2
Oxydation cone de Taylor formation de évaporation explosion -
gouttelettes de molécule coulombienne o
de solvant

c)

QOOOOOOB

—
2% de masse du parent

et 15% de la charge

Needle tip

Fission asymétrique

Figure 1.3 - a) Mécanisme de I'electrospray. Formation du cone @gldr et libération des
gouttelettes, réduction des gouttelettes, explosiatiombienne. b) Photographie du spray issue d’'une
pointe nanospray : le spray change de forme auaniv cbne pour se disperser en fines gouttelettes.

¢) Représentation de la fission asymétrique suitex@losion coulombienne.

On constate que l'efficacité du spray formé par déne de Taylor dépend
principalement de la taille du capillaire 1 et deténsion superficielle de surface du fluide.
Plus le capillaire de rayam sera petit, plus le potentiel nécessaire poupiayssera faible. Il
en va de méme pour la tension de surface, d’otéet@ d'utiliser des solvants volatils comme

le méthanol (faible tension superficielle).

Il'y a un déplacement de particules chargées feoo®e de gouttelettes, d’'une électrode
a une autre. L'electrospray est une cellule élptimoétique particuliefd, en effet
contrairement a une cellule électrophorétique wmass (par exemple électrophorése des
protéines), les charges sont transportées par daielpttes hors solution de maniére
discontinue. Le courant |, le rayon R et la chaggdes gouttelettes sont des parametres
importants, car ils définissent la qualité du spraymme le nombre de particules mises en
phase gazeuse. En se basant sur des résultatseamianix, De la Mora et Locertafed” ont

réussi a déterminer I, Retq :
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| = f(e/&,)(KV, elg,)"? 1-4
R=(V,e/K)"? 1-5
q= 07[87(£,)R*) "] 1-6

ou, f(e/eo) = fonction tabulée par les auteuset ¢ = permittivité du solvant et du vide,=
tension de surface du solvait,= conductivité de la solutiorg = champ appliquéy;s =
vitesse du flux. On voit a travers ces trois gramgearactéristiqudsR etq, que la qualité du
spray dépend des propriétés physiques du solvées tgue la tension de surface et la
conductivité. Le choix du solvant sera alors déteamt. Le solvant optimal est souvent
trouvé de maniére empirique car il faut trouvemigilleur compromis entre un solvant volatil,
et un solvant polaire dans lequel les molécules swifisamment solubles. Souvent on utilise
un mélange de solvants peu volatils mais polairgssglubilisent bien la solution comme
'eau puis on y ajoute un solvant trés volatil coente méthanol ou I'acétonitrile. Pour
favoriser la formation de charge on acidifie lausioin avec de I'acide acétique glacial. Dans
la plus grande majorité des cas un mélange eaudamatla 50/50 (v/v) avec 3% d’acide

aceétique en volume a été utilisé lors de ce travalil

1.1.1.3 Réduction et explosion des gouttelettes

Une fois que les gouttelettes chargées sont fornedles vont migrer vers la contre-
électrode sous l'effet du champ électrique et [s@iration au voisinage du capillaire 2. Les
charges présentes dans les gouttelettes vont aeirégor la surface. Pendant ce déplacement,
les gouttelettes de quelques um de diametre voi¢salvater au contact du gaz porteus) (N
aussi appelé gaz séchant. L'évaporation de molgaldesolvant entraine une réduction du
volume de la gouttelette a charge constante. Laitiede charges va augmenter jusqu’a ce
gue les forces dues aux répulsions coulombiennis ks charges deviennent trop grandes
devant les tensions superficielles de surface. dusttglette sera alors instable, la limite de
Rayleigh sera atteinte. Elle est définit'pét:

qry = SH(EO}'RS)UZ 1-7

ou les termes sont définis comme précédemmeqy, et la charge a la limite de Rayleigh,
cette limite est obtenue en égalisant la pressientrigue en surface due aux charges
surfaciques avec la pression de tension supetéciel
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Lorsque la charge de la gouttelette atteint lawalde la limite de Rayleigh, elle va
subir des déformations multipolaires jusqu'a fissi@asymétrique, c’est I'explosion
coulombienne. Cette fission produit une gouttelptiacipale possédant environ 85% de la
charge parent avec environ 98% de la masse patrequetques dizaines de gouttelettes
secondaires qui se repartissent en tout environd&% charge avec environ 2% de la masse
(cf. figure 1.3 c)}*"! La fission asymétrique est intéressante puisgsi@étites gouttelettes
produites sont tres proches de la limite de RalyléR96 de la masse et 15% de charge), le
processus de fission va donc s'accéléte€e processus d'évaporation et d’explosion va

s'itérer plusieurs fois jusqu'a la derniere étd@@roduction d’ions moléculaires désirés.

1.1.1.4 Obtention d’ions moléculaires, traversée decapillaire 2

La derniere étape du processus est la plus polénitbjus’agit de libérer un ion

moléculaire. Deux principaux modeles ont été prépos

Le premier modéle, proposé par Dtleest celui de la charge résiduelle. Le processus
de réduction des gouttelettes va s’itérer jusqiemir des gouttelettes d’un rayon d’environ
1 nm contenant une seule molécule d’'intérét. Eadag molécules de solvant vont s’évaporer
a l'aide du capillaire 2 qui est chauffé aux alemsode 250°C, et la molécule va conserver
une ou plusieurs charges et former I'ion en phazegse.

Le second modéle, proposé par Iribarne et Thofif¥oast celui de I'évaporation de
I'ion. Dans ce cas, le processus d'itération deicédn des gouttelettes ne va pas aussi loin.
Arrivée a une taille d’environ 8 nm de rayon, il yaavoir compétition entre évaporation
superficielle de solvant et émission directe d'unelécule chargée entrainant quelques
molécules de solvant. L’espece formée devient umeantouré de quelques molécules de

solvant qui vont s’évaporer dans le capillaire auffant.

Le capillaire 2 joue aussi un le role d'interfaeatre la partie electrospray qui est a
pression atmosphérique (760 torr) et I'étage suidanspectrometre de masse qui est a une
pression de 1 torr (figure 1.1). Le gradient despi@n permet de guider (d’aspirer) les ions

dans le capillaire 2.

Une lentille et un écorceur situés derriere le l@pe 2 permettent d’injecter les ions
dans les octapoles ou ils pourront étre guidés leepiege quadripolaire ionique (cf. figure
1.1)
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A titre indicatif, on trouvera en annexe |, un exdende tensions utilisées pour la
production du complexe tryptophane argent, et undeésur l'efficacité des solutions pour

produire en phase gazeuse par electrospray lankeeaképhaline protonée.

1.1.2 Les octapOles et le guidage des ions

Le couplage entre la source electrospray et leepagadripolaire est un systéme de
guide d’ions de type octapdle (« rf only ») avecpatentielV=+V, cos@t). Deux principaux
avantages des systemes «rf only » sont a notemeDpart, ils fournissent un transport
efficace des ions dans une région de vide médipct6? torr) avec une trés faible perte
d’ions et d’'autre part ils sont peu discriminantsreasse. C’est aussi un instrument facile
d’utilisation (pas de réglage de lentilles éledmtiques) qui a la capacité d’injecter des ions

de masses différentes a la méme énergie.

Un systeme «rf only » est en fait un piege a r@edisions (X,Y). Les ions seront
confinés dans le plan X,Y par un puit de poterdfédctif montré sur la figure 1.4 b), créé par
les électrodes cylindriques sous forme de barremdiduement disposées comme sur la
figure 1.4 a). Les ions se propageront dans I'seelwhrres de I'octapdle suivant I'axePar
des calculs de développement multipolaire du pmkenbn peut approximer le potentiel

effectif U auquel est soumis les ions dans I'octapdl&Par

6
U, =&Y (rj 1-8

amarr, \ 1,

ou Vy est le potentiel appliqué au électrodela masse de I'iony fréquence des oscillations

du potentielro le rayon de I'octopdle.
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a) b)
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Figure 1.4 - a) Schéma en coupe de l'octoplle avec les électr@deles potentiels opposés

alternativement. b) forme du potentiel effectif trgeions voient dans I'octopble.

Les octopbles sont généralement préférés aux hsap aux quadripdles car ils

possédent une meilleure efficacité de guid&de.

1.1.3 Fonctionnement d’un piege

Le piege quadrupolaire fait partie des appareitsptifjue ionigue ayant le plus haut
degré de confinement des ions. Il permet de confites ions dans les 3 directions de

I'espace.

Pour confiner les ions, on utilise un champ quaddaipe électrostatique oscillant qui est
généré par des électrodes hyperboloides. La toajeates ions dans ce champ est déduite des
équations de Mathiel! La résolution de ces équations montre que pour telesions
particulieres appliquées aux électrodes certains mnt des trajectoires stables. On pourra
définir des zones de stabilité a partir des sahsticAprés la résolution des équations de
Mathieu, nous discuterons des zones de stabilfiésda bien comprendre les modes de

fonctionnement du piége.

1.1.3.1 Potentiel et équations du mouvement

Potentiel. Le potentiel utilisé pour piéger les ions est defdrme quadripolaire

suivant&® :

o(r,zt)= ¢02(t)

(2 -222) 1-10
rO
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ou r’=x%+y?.

La figure 1.5 a) représente I'ensemble des éldesaui génerent un tel potentiel. Le
piege est formé de trois électrodes en inox. Urectiddde annulaire centrale et deux
électrodes « chapeaux » chacune percée d’'un tiod’afjecter et d’éjecter les ions du piége.
On peut aussi voir des anneaux en quartz qui pentele maintenir un parallélisme et une
distance particuliére entre les électrodes. Un flarstant d’hélium est injecté au centre des
électrodes, c’est le gaz tampon, la pression atree piége est de Faorr (cf. figure 1.1).
Une coupe du piege suivant le plarg)( et les lignes de potentiel sont représentéedasur
figure 1.5 b). Les électrodes possédent un grantbn® des symétries qui vont étre utilisées
pour la résolution du probleme. Comme on peut lie sor la figure 1.5 a), il existe une
symétrie de révolution suivant I'axeet le systeme d'électrode présente une symétrie de
réflexion suivant le plan perpendiculaireza z=0. On utilise un systeme de coordonnées

cylindriquer,z pour exprimer potentiel et trajectoire.

a) b)

Electrode annulaire V(t)=VcosQt

injection §
d’ion 1é

espaceur

Electrodes « chapeau » V=0

r02:2202

Figure 1.5- Electrodes du piége (vue éclatée) a) et équipatkasisocid).
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Différentes configurations sont possibles pourdetentiels appliqués aux électrodes.
Elles aménent toutes aux mémes lignes de potentielstrés sur la figure 1.5 b) et la
principale différence entre les configurationslesnode de fonctionnement du pidtfé Sur
notre appareil, les électrodes « chapeaux » s@#d la masse et I'électrode annulaire a un
potentiel périodique®y(t) présentant une composante fix¢ avec une composante

radiofréquenc® a la pulsation? :
D, (t) =U -V codQt) 1-11

Dans cette configuration un terndg/2 doit étre rajouté au potentiel de I'équation 1-10

pour satisfaire les conditions limites sur les &tates.

Entre les électrodes, il n'y a aucune charge ptésde potentiel®d(r,z,t) vérifie
I'équation de LaplaceA@=0). Les conditions aux limites sur les électrodesisndonne
ro’=22, cette relation géométrique sur la position destébdes représentées sur la figure 1.5
a) est idéale. Thermo finnigan utilise la géom&tizvantro= 0.707 etz=0.783, configuration

dite « stretched ».

Figure 1.6 -Surfaces de potentiel d'un champ quadripolaire rakaif.*!

Sur la figure 1.6, le potentiel que voit un ion ifibgst représenté en trois dimensions.
On s’apercoit que ce potentiel en « selle de chevat présente pas de minimum global
(4®=0). Il va piéger les ions dans une seule directief@&space et dans l'autre direction ils

seront instables. En appliquant une composantéargeiVcog2t, la surface de potentiel va
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s’inverser de méme que la direction stable et Inbsfacomme on le voit sur la figure 1.6. On
va ainsi créer un pseudo puit de potentiel, calpermettre de confiner des espéces chargées.
Cette notion de pseudo puit de potentiel fut initel par Dehmeft” et développée par

Dawson™’!

Equation du mouvement.Les équations du mouvement d’'une particule degehze
(ela charge de I'électron &tle nombre de charge) et de masgspeuvent étre déduites pour
les différentes coordonnéegtz en faisant un bilan des forces a partir du podewit,r,z).
d®r

F :mé:mdtz = -zeld(r, z,t) 1-12

En considérant les symétries et en particulieyitaétrie de rotation suivant I'axequi
donne l'indépendance &h On obtient les équations du mouvement pour lesdomnées et

z sous la forme suivante :

d%u
&2

+(a, —2q, coq2¢))=0 1-13

ouc=Qt/2 etu= zour et avec

a, 0220 114
mr,"Q
,0-2¥ 1-15
mr,"Q
et
a, =—-2a,
{ 1-16
9, =24,

Dans les équations 1-14 et 1-15, on donne I'exfmesiea, etg, a un coefficient pres

qui va dépendre du choix du mode de potentiel gpglaux électrodéy’

L’équation du mouvement 1-13 qui constitue le coruprobleme, est connue sous le
nom d’équation de Mathieu. Elle est caractériséedpax parameétres, etqy. On la retrouve
dans différents problemes de physiques impliquastrdsonances paramétriques d’oscillateur
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forcé (circuit électrique, mécanique), les vibrafiod’'une membrane de forme elliptique...
Nous allons maintenant résoudre ces équationsrduasmcoordonnéeasetz, ce qui permettra
de représenter le diagramme de stabilité a tralegel nous pourrons comprendre le

fonctionnement du piége.

1.1.3.2 Solution de I'équation de Mathieu et diagrame de stabilité

L’équation de Mathieu 1-13 est une équation difiietle a coefficients périodiques

dont la solution générale peut étre donnée soigsrize de la série entiére suivante :

+00 +0oo
u=re“ > C,e* +r'e* » C,e™ 1-17
n=-co n=-co

ou lesCy, sont réels, ils déterminent 'amplitude du moueeinet dépendent deetq mais
pas des conditions initialeg,est un nombre complexe et peut étre expriméupartif. I” et
I sont les coefficients complexes dépendants deditoams initiales; la phas&, la position

Up et la vitessal, .

Dans I'’équation 1-17, on voit que la trajectair@ ou 2) sera stable si et seulementusi,
reste borné. En d'autre terme il faut queoit périodique ce qui signifie physiquement cpe |
trajectoire des ions va étre oscillante a l'intéridu piége (entre les électrodes). Pour gue

soit périodique il faut qug soit purement complexe :
H=ip 1-18

Pour ung entier les solutions trouveées sont périodiquessnratables, seules les
solutions pour leg non entiers sont stables. Le@®ntiers représentes les limites de stabilité.

L’équation 1-17 prend maintenant la forme suivante

u=re” » c,e™ +re' > C, e 1-19

n=-c0 n=-—co

En appliquant cette solution dans I'’équation deHiéat 1-13, on obtient la relation de

récurrence sur leS,, suivante :

|_(2in + iﬁ)z + alczn —9C;,, —0C;,, =0 1-20
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En résolvant I'équation 1-20, pour chaque valeaipdon obtient un ensemble de
couples 4,g). La figure 1.7 a) montre que I'ensemble de casrlmes définit une zone de
stabilité pour la coordonnée c’est le diagramme de stabilité. La figure 1.fdgrésente une
des courbes d'igh (f~=constant) sur un diagramme,d) pour la coordonneg autour de la
zone de 4,0)=(0,0). Chaque ion défini par une masse et unegehast associé a un couple
(a,q) donné par les équations 1-14 et 1-15, pour umpleode tensionsU,V) appliqué. Si le
couple @,9) se situe dans la zone de stabilité, I'ion esblstgur la coordonnée Pour la
coordonnée, nous aurions le méme diagramme sur les coordsr@aeg) car nous avons les
mémes équations pouret z (équation 1-13). A partir des relations 1-16, & wyn facteur -2
entre 6,0, et @&,q;), on peut tracer le diagramme de stabilité suivad@ns le systéeme de

coordonnéeg qui est montré sur la figure 1.7 c).

Dans I'espaced,,q,), les zones définies par les intersections deg dewgrammes des
figures 1.7 a) et 1.7 c), définissent les zonekesuions sont stables suivant les coordonnées
et z Ce sont les zones de stabilité du piege qui pgemtede confiner les ions dans les 3
directions de I'espace. La figure 1.8 montre laxpéze zone de stabilité qui coupe I'axeO.
Cette zone est choisie de maniéere pratique catelesons (J,V) utilisées sont les moins
élevéesd,(V)).

Nous avons maintenant le diagramme de stabilitépidge délimité par les iso
potentielsf,=0, = 1 et =0, f~=1, dans I'espacea(,q,) (cf. figure 1.8). Ce diagramme va
maintenant nous permettre de résoudre et de tladmjectoire des ions afin de discuter du

fonctionnement du piége.
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Figure 1.7 -Diagramme de stabilité dans I'espace de coordor{agq,). a) suivant la coordonnée z,

b) zoom de la partie centré autour de (0,0). cyani la coordonnée r.

0,4 Stabilité
1 suivant z
0,2
0,0
-0,24
®© -0,4-

-0,6

-0,8-

07—
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20

Figure 1.8- Diagramme de stabilité du piege dans les coordosii@ay). Intersection des figure 1.7
a)et1.7h)

1.1.3.3 Trajectoire et simulation SIMION

Pour comprendre le fonctionnement du piege, il iestressant de visualiser la

trajectoire des ions et de voir leurs évolutiondarction des différents parameétres. D’autre
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part le but de nos expériences est de faire intresaglaser avec le nuage d’ions, il est donc
essentiel de bien estimer la taille et la trajeetales ions. Je présenterai deux types de
résultats, des trajectoires calculées avec uneaadéttie résolution numeérique, et des résultats

obtenus avec le logiciel de simulation SIMION.

Sur la figure 1.9, on peut voir la projection serplan ¢,z) de la trajectoire d'un ion,
avec les conditions initiales d’injections r,z sQet nr,2) = (00). Cette trajectoire a été
obtenue en résolvant par une méthode analytigeegdaations de Mathieu. L’algorithme a
été programmeé en C. La courbe obtenue montre quajéztoire de I'ion est oscillante avec
une forme en « huit » caractéristique, appeléebeode « Lissajou ». On observe plusieurs
fréquences caractéristiques. La trajectoire praleipfigure de « Lissajou » possede deux
pulsationsw; etw,. A cette trajectoire on superposée une oscillgblos rapide, c’'es@. Par

I'approximation {v,,<< Q)"*®, on obtient une forme simple pour les fréquengestw, :

Poura; eta, =0, on aw,=2w,, c’est la relation que I'on obtient pour la couthéorique de la

figure de « Lissajou » sur la figure 1.9. Elle spexpose a la courbe simulée de la trajectoire.

Formule théorique
de la figure de Lissajou

r = Acos@* wt +2—:)
z= Acost)

r (unité arb.)

z (unité arb.)

Figure 1.9- Trajectoire et courbe de « Lissajou ». La projectite la trajectoire sur le plan (r,z) en

trait continu a été obtenu pour=0 et g=0.3 avec les conditions initiales &, =0, u, =0.
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Un second type de résultats provient de simulatiéatisées par SIMION 3D version
7.0. Ce logiciel est destiné a modéliser des syestaitoptique ionique et il est trés utilisé par
les concepteurs de spectrométres de masse. Sidiglees 1.10 a) et b), on voit deux
trajectoires simulées au centre des électrodes ypounéme ion avec ugy différent. Sur la
figure 1.10 a), ley, est de 0.3, la trajectoire est bien centrée, i@&gll'ion est bien stable.
Par contre sur la figure 1.10 b),deest de 0.908, la trajectoire est déformée suivaxe z
vers les électrodes chapeaux et l'ion va étre Hiisea et éjecté vers I'une des électrodes
« chapeau ». L'éjection des ion s’effectue suivaxe z le choix des axesafq, pour le
diagramme de stabilité sur la figure 1.10 b) peraetmieux rendre compte du mode de
fonctionnement. Notons qu'avec SIMION, il est pbssidiintroduire par des modéles
simples de collision sur un gaz, l'influence d’'upeession d’hélium dans le piege sur la

trajectoirel*®

a)

N i

Electrode annulaire

Electrodes « chapeaux » _

Figure 1.10- Trajectoire sur SIMION. a) ggst a 0.3, b) gest a 0.908

1.1.3.4 Modes de fonctionnement du piege

Le piége quadripolaire permet de réaliser successwnt 4 étapes afin d’analyser des
ions. Aprés avoir été injectés (1) dans le piégs,ibns vont étre stockés (2), puis un type
d’ion choisi va étre isolé (3) et excité (4), pdimir 'ensemble des espéces présentes dans le

piege vont étre éjectées vers le détecteur. Noosnamcerons par le stockage puis I'éjection
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qui regroupe le premier mode de fonctionnement refuige nous verrons lisolation et

I'excitation.

Le principal r6le du piege va étre de confineritess puis de les éjecter successivement
afin de pouvoir les identifier. La seconde fonctigni lui confere sa spécificité par rapport a
d’autres outils de masse tel que les quadripottsjes pouvoir isoler un type d’ion particulier
caractérisé par un rapport masse sur charge ttdiees pendant plusieurs secondes.

Dans un fonctionnement normal du piege, nous ndusrns dans le diagramme de
stabilité sur I'axe deg, = 0. Cela correspond a une tension appliquédectiéde centrale de
U-Vcos@t) avecU = 0. Comme nous le montrent les équations 1-1414, lorsqueJ etV
sont déterminés, chaque ion défini parz est associé a un couple,§;), dans notre cas
simplement &,. Sur la figure 1.11, on a positionné les ions @nésdans le piege sur I'age
Certains seront dans le diagramme de stabilité&eitent stables et les autres seront instables.
Les cas limites de stabilité correspondent @ ucompris entre 0 et 0.908. Ce derniget|la
tension V appliguée déterminent une masse minimum pouvane é&iégée,

Miimite - My e U U /0.908 (voir équations 1-14 et 1-15). Cette masse estlappe « Lowmass

Cut Off ». On applique cette tension lorsque I'emplit le piége, et tous les ions de masses

supérieures sont stockes.

Obtention d’'un spectre de masseOn appligue une rampe de tension gulans un
intervalle M1,V,], les g, de chaque ion vont augmenter, les ions vont migugrl’axe ¢
jusqu’aug; limite et vont étre éjectés par masse croissaat®me le montre la figure 1.11.
Les ions seront instables suivant I'axeet ils vont étre éjectés a travers les électrodes
« chapeaux », poup, = 0.908 (cf. figure 1.10 b)). Le détecteur espdse derriere I'une des
électrodes « chapeaux » (figure 1.1). En corrdmmnémps d'arrivée sur le détecteur avec la
tensionV appliquée, on obtient un spectre de masse. Liatler [V1,V,] va déterminer un
intervalle jm,mp]. On appelle ce mode un « Full Scan MS ». Il eigh mode similaire
appelé « Zoom scan », dans ce cas, l'intervalléedsion V,, V,) associé a lintervalle de
masse Iim,my] est plus court, cela permet d’avoir un tempsral@pe plus grand et ainsi

d’avoir une meilleur résolution (voir tableau 1p1 51).
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T s . r . r :
0,0 02 04 06 08 1.0 12 0.0 0.2 c4 06 0.8 1.0 1.2

Figure 1.11- Fonctionnement du piege sur le diagramme de stébd)) piégeage des ions sur I'axe

0. b) éjection successive des ions, @908 pour la détection.

Isolation d’'un ion a m/z donné.Le piége est capable d’isoler un type d’ion défiar
son couple ,z). Pour la sélection en masse, le principe estldgger le piege comme
précédemment, puis de sélectionner un ion en @jetas les autres et ne conservant que
celui choisi. Concréetement, on détermine un intéa\jay,my] de masse a piéger. Pour éjecter
les ions de masse hors intervalle, on utilise ujeetién hybride s’appuyant sur deux

méthodes.

On effectue une rampe de tension tel qu'on I'a ilgcécédemment pour éjecter les
ions de faible masse. Lorsque I'on arrive a la mass on stoppe la rampe de tension. Tous

les ions de masse inférieurenasont éjectés.

Ensuite pour les ions de masse supérieurg, &n les éjecte en appliquant une tension
résonantd/.Co0¥2ed sur les électrodes « chapeau ». La fréquéhgeest choisie de maniere
a ce qu'elle soit en résonance avec la pulsatioal ax de l'ion. La tensionV,es permet
d’augmenter I'amplitude de la trajectoire jusqujacéion par les électrodes « chapeaux ».
Une fois que l'ion est isolé, il peut étre consepeddant plusieurs secondes dans le piege et

étre activeé.

Excitation d’'un ion. L’étape durant laquelle les ions vont étre exc#@sle plan de
I'énergie interne est I'activation. |l existe plesrs techniques d’activation dont nous
parlerons un peu plus tard. En ce qui nous conceone I'instant, la collision sur un gaz
neutre est la technique utilisée de maniéere stdnsiar notre spectrometre de masse LCQ.

L’activation par collision s’effectue en accélérded ions dans le piege rempli de gaz neutre
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(He, & 10 torr) & l'aide d’une radio fréguence résonnantecda fréquence d’oscillation de
I'lon comme nous l'avons expliqué pour la secondetip de I'éjection sélective. Apres de

multiples collisions, les ions acquierent suffisaemind’énergie interne pour se fragmenter.

Sur notre appareil, les méthodes utilisées poudiésrents modes de fonctionnement
sont des combinaisons de ces techniques. Par exetopd de I'éjection pour la détection,
afin d’améliorer la résolution, une radio fréquemésonante est rajoutée sur les électrodes

« chapeaux ».

Un gaz tampon est injecté au centre du piége afimaintenir une pression de™lrr
(soit une densité de I'ordre de™¥n®). Le gaz utilisé est I'hélium et il a plusieurdes Tout
d’abord, il permet de ralentir les ions dans legpiafin que les conditions initiales des ions
soient optimales pour piéger correctement les i@msuite lorsque les ions sont piégés, ils
subissent de multiple collisions avec I'hnélium eowi 20 000 collisions /s. Chaque collision
dépose une faible quantité d’énergie de I'ordrel@® de I'énergie cinétique (environ40
eV), aprés quelques collisions (environ*45 I'ion est thermalisé. L'hélium permet aussi de
regrouper les ions au centre du piege suite auisionls multiples qui ralentissent les ions et
diminuent la taille de leur trajectoire, cela a ppuncipal effet d’augmenter la qualité du
piégeage et la résolution. Pour finir, lors de [ QCollison Induiced Dissociatign
I'activation se fait également par collision surdlium.

1.2 Lasers et couplage

1.2.1 Couplage : Piege-Laser

Le montage que nous avons développé, permet d@mjem faisceau laser dans le
piege, au centre de I'électrode, sur le nuage d’'fmRgeés. Plusieurs points ont da étre pris en
compte lors de la réalisation de ce couplage.tihésessaire de conserver les caractéristiques
commerciales de I'appareil qui en fait un outilbdéyse en masse performant ; la précision en
masse, la résolution, I'activation par collision ivémt étre conservées. Un systéme
d’alignement du laser au centre du piege est iedisgble puisque la zone d’interaction entre
le nuage d’ions et le laser est sous vide et céafihe dernier point est la synchronisation du

laser avec le piege, afin que l'irradiation dessisteffectue pendant la période d’activation.

La premiére étape est de créer une ouverture socdinte principale qui est a une
pression d’environ I0 torr, (cf. figure 1.1). Cette ouverture est coméms’un hublot en

quartz. Le percage fut délicat car I'enceinte aceersupporte toute l'optique ionique
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(lentilles, octapbles, piége et détecteur) aing t@lectronique associée, de plus la piéce a
une géométrie complexe. Une deuxiéme ouvertureé aéalisée a proximité permettant de
faire passer une fibre optique a l'aide d’'un saldgpassage a vide pour fibre. On peut voir ces

modifications sur la figure 1.12

Obturateur
OPO Laser L électromecanique

20 Hz, 215 nm - 320 nm, <100 pyJ

— '-elr.‘“é"’t
i cylindrique
Photo _:_ Laser HeNe

détecteur W . .~ Fenétre
—mg de quartz
( ‘ : l

/4 e N\

Fenétre en | optique
saphir ;
SOUFCL — Détecteu
ESI d’ion
Générateur
de délai
| Piége
\ .
Synchronisation \ ionique / //
RF (
)

Figure 1.12- Couplage Piege-Laser. Composé d'un laser d'injeciiici noté OPO), d'une ligne
optique, du piege, d’'un laser hélium-néon (HeNe)rpialignement et d'un générateur de délai
contrélant un obturateur électromécanique pour $yoaniser le piege et le laser. Ce montage fait
I'objet d’un brevet”.

L’électrode centrale est percée de part en pant ippecter des lasers au centre du piege
par les deux extrémités, comme on le voit sur ¢aure 1.13 b). Ces ouvertures ont un
diamétre de 3 mm, c’est la taille optimale déteégrimodifiant de maniére négligeable les
lignes de champ de I'électrode. Une fenétre deisaphine lentille (de quartz) sont disposées
aux ouvertures de I'électrode sur des supports estidiir {iber et window tipsur la figure
1.13). Ces fenétres permettent de conserver lasipres’hélium au centre des électrodes a
1mtorr de facon a garder les spécificités de piggedisolation, d’excitation et d’éjection de
I'appareil. Le choix du saphir et du quartz commegériaux permet l'utilisation de laser UV.
Les anneaux en quartz (cf. figure 1.5), ont dO @dfaits avec des encoches pour se caller sur
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les supports en Cestidur. Malgré ces difficultéssitiage, le choix du quartz pour ces pieces
fut inévitable afin de conserver les caractériggjucapacitives du piege relatif a la

radiofréquence appliquée.

La fibre utilisée pour injecter un laser par I'are de I'électrode centrale est traitée de
maniere a étre utilisée sous vide, de plus elléselte dans une gaine. Elle connecte le socle
de passage a vide au support correspondant erd@eptissédant une connectique simple
(standard SMA). La lentille du support permet laditsation du faisceau au centre du piége.
On utilise cette fibre pour injecter un laser HeiNe permet I'alignement simple et efficace

du laser UV-Visible injecté directement.

La synchronisation entre le laser et le piege @stidmentale car cela permet d’injecter
le laser lorsque les ions sont dans le piege. gmaside synchronisation pris sur I'activation
dans le piege, fourni via un générateur de délaisignal TTL qui peut commander un
obturateur électromécanique placé sur la ligneadarl On peut contréler par ce dispositif le

début ainsi que le temps d’injection du laser damsége.

Fiber tip

4 5mmlens

e |
8

J
i

Figure 1.13 -Electrode anneau. a) électrode avant modificattnélectrode anneau aprés percage
avec les supports en Cestidur (fiber tip et windipy. Schéma issu du brel#t déposé sur ce

montage.
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Sur la ligne d'injection du laser, on a disposé dkaphragmes pour faciliter
l'alignement et pour gérer la taille du faisceau ldser. Une lentille permet d’ajuster
I'injection au centre du pieége. Une lame de quplézée devant la fenétre d’entrée du piege
permet de récolter une petite quantité du signsérlasur un mesureur de puissance afin

d’estimer la quantité de photon qui arrive surdage d’ions.

1.2.2 Les lasers

Nous avons utilisé deux lasers UV-Visible.

Laser kHz. Le premier est un laser compact pompé par diogRyighé, (CrystalLaser,
Reno, Nevada, US). Le cristal utilisé est un NdFEYI(fluorure d’yttrium lithium dopé au
néodyme). Le schéma du laser est représenté siiguie 1.14. La longueur d’onde du
fondamental a 1047,1 nm est obtenue aprés le panmgagcristal par une diode. Une
succession de deux cristaux doubleurs permet diobseiccessivement la longueur d’onde
523,5 nm (vert) et la longueur d’'onde 262,3 nmr@fiolet). En sortie du laser nous avons
acces simultanément aux deux longueurs d’'ondedeasx faisceaux initialement superposés
en sortie du 2" cristal doubleur sont séparés par un prisme. &erlournit des pulses d’'une
dizaine de ns de largeur avec une fréquence détrépééglable de 1 a 10 kHz. Sur la figure
1.15, on voit que le maximum de puissance pougilcéau a 262 nm est pour la fréquence de
3 kHz avec une puissance de 10 mW cela fait unggienpar pulse de 3 puJ dans I'UV. Le
faisceau est divergent dans une seule directi@matre il fait une tache ellipsoidale de 5 cm
de grand axe et 0.5 cm de petit axe. On utiliselanglle cylindrique pour contréler cette

divergenceauniaxiale

Ce laser présente plusieurs avantages. Il est aiplpaéte du laser a pour dimension
5x18.5x3.6 cm, ce qui facilite le positionnementumpdinjection, on peut méme envisager
d’installer ce laser dans le chéassis du spectremé#r masse. On peut synchroniser le
déclenchement laser des Q-switch avec un triggrmx ce qui facilite le couplage. La
fréquence kHz permet un taux de répétition impartacessaire lorsque les phénomenes
étudiés sont peu fréquents. Il est tres facilealgler ce laser avec un autre type de piége tel
gu’'un piege linéaire, ce qui a été réalisé lorcddaboration avec Jérbme Lemoine (piege
LTQ, Thermo Finnigani*
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Figure 1.14- Laser compact QUV-262-10. La cavité YLF est ponppéeine diode qui joue aussi le

role de fond de cavité. L’accord de phase est @&spar
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Figure 1.15 -Laser KHz pompé par diode, puissance en fonctidia i€ quence des pulses pour les

deux longueurs d’onde.

Laser OPO. Le second est un laser accordable en longueurdd,ocomposé d’'un
oscillateur paramétrique optique (OPO) pompé pataser Nd": YAG (grenat d'yttrium

aluminium dopé au néodymeAls01,), son schéma est présenteé sur la figure 1.16.
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Le laser de pompe est un Power[te8000 de la marque Continuum (cf. figure 1.16
a)). Il est composé de deux tétes chacune formée cfistal et d’'un flash. La premiére
alimente la cavité YAG, c’est l'oscillateur, elleurnit des pulses laser a 1064 nm de 5 ns a
une fréquence de 20 Hz. La seconde téte est I'Eiogtéur, il permet d’augmenter la
puissance. En sortie d’amplificateur le faiscedwdesblé dans un cristal BBO (beta borate de
barium) et donne un faisceau a 532 nm ainsi qfeideeau a 1064 nm. Le 532 nm et le 1064
nm sont mélangés dans un second BBO, le tripleaur pbtenir un faisceau a 355 nm avec

une énergie par pulse de 150 mJ et une largeuwnlde ge 5ns.

Le faisceau & 355 nm est injecté dans I'OPO Paliti{@&ontinuum) (cf. figure 1.16 b)).
En utilisant les propriétés optiques non lineaites,premier cristal BBO permet de balayer
des longueurs d’onde de 430 a 660 nm par la relafeccord de phase suivante :

A= A + AL

pompe signal ilder *

1-22

OU Apompe= 355 NM Asignar= Visible, iger=infrarouge.

Le cristal est dans une cavité afin d'optimiserdedement faible de cette conversion
(cf. figure 1.16 a)). Une lame compensatrice pemeetorriger la déviation due aux multiples
passages dans le cristal. La gamme de longueude&’®h5-330 nm est obtenue par un jeu de
deux cristaux de BBO qui doublent la fréequence.u@iise deux cristaux car chacun travaille
dans une zone, cela évite la rotation compléterdtat: I'un dans la zone 215 — 260 nm et
l'autre dans 260 — 330 nm et a 260 nm les deux actifs. En sortie, un prisme permet de
séparer le visible (430 — 660 nm) de 'UV (215 -©38n). La gamme IR disponible ne sera
pas utilisée, elle permet néanmoins de balayeoi@ 770 — 2050 nm et apres doublage 385 —
1025 nm, une zone au voisinage de 350 nm resteildifh couvrir. La figure 1.16 ¢) montre
la courbe d’énergie en fonction de la longueur d®rpar pulse en sortie de I'OPO.
Actuellement, en sortie de 'OPO la puissance esh@ pJ a 215 nm, 1.2 mJ a 260 nm, 300
pnJ a 330 pour I'UV et pour le visible, 5.5 mJ a 480, 4 mJ a 480 nm, 4 mJ a 500 nm. Ce
laser est essentiel pour nos expériences car lalatazh en longueur d’onde va permettre de
sonder nos molécules sur une large gamme d’énedgies I'UV et le visible et de réaliser

des spectres optiques.

Pour coupler le laser au piege on utilise un olduraélectromécanique sur le trajet du

faisceau (cf. figure 1.12). Cet obturateur élecoamique a un temps de réponse, de l'ordre
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de la milliseconde, suffisamment rapide devant dagres temps caractéristiques de
I'expérience. Un déclenchement externe du lasexitgou étre envisagé, mais cela nécessitait
de re-synchroniser les flashs ainsi que la celleléockels. Il est indispensable de conserver
la fréquence de 20 Hz, ce qui est difficile a nee#tn ceuvre avec l'utilisation de I'AGC

(temps de scan non régulier).

De méme qu’avec le laser compact, nous avons sgoefail divergent principalement
dans une direction et de plus, le profil spatiash’pas tres homogene. L'utilisation d’'une
lentille cylindrique focalisant au voisinage du tendu piége permet de limiter ces
inconvénients. Ce laser ne peut pas étre déplatignement sera donc plus délicat que pour
le laser compact car il ne pourra étre fait qu'awee ligne optique plus complexe et la perte
de puissance sera un peu plus élevée.

a)YAG o
[ miroir cellule de
fond de cavité
Pockels
mirair " flash
dichro‘l’quej [ }
106< /N _ Oscillateur e
cristal YAG
20
flash EE
| 532 =
=+ [ F—foro] g 7]
cristal YAG 1064 355 S
“————— doubleur tripleur S
— Amplificateur cristal BBO o)
~ NN 0 T T T =
430-660 ‘M‘,’ 300 600 900 2450
m Longueur d'onde / nm
355 BBO
accord de compensateur BBO prism

YAG

oubleur

phase

Figure 1.16 - Laser OPO pompé par un YAG. a) laser de pompe Yd@pe par flash avec 2
cavités, un oscillateur et un amplificateur. Faisaede sortie 355 nm. b) 'OPO possede une cavité
avec un cristal BBO pour accord de phase dansdébg. Puis un couple de cristaux BBO permet
d’obtenir 'UV.
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1.3 Méthodes et mesures

1.3.1 Fonctionnement d’'une mesure et spectres

Maintenant que les différents points techniqued’@gérience ont été décrits, nous
allons voir plus concrétement comment se dérouéermasure. Il est important de bien avoir
en téte lI'enchainement et les durées de chacuneédg®s pour pouvoir comprendre

correctement les mécanismes.

La premiére mesure dont nous avons déja parléeestdn en full MS. Il consiste a
injecter les ions puis a les éjecter vers le détegpar une rampe de tension sur I'électrode
centrale, on obtient un spectre de masse de l&i@oinjectée. Cette séquence, injection puis
éjection, constitue un scan, en régle généralegdestres montrés sont une moyenne de 10 a
100 scans. La plupart des spectres présentés danaraiscrit sont effectués avec la fonction
AGC (Auto Gain Control). Cette fonction permet dedgr constant le nombre d’ions injectés
dans le piege d’'un scan a l'autre ce qui améliareeproductibilité entre les mesures. Un
prescan composé d’'une injection rapide de 10 ms gfune éjection rapide & 55000 uma s
(mode turboscan, uma : unité de masse atomique)gbelr’estimer la quantité d’ions dans le
piege, I'injection suivante est ajustée grace asgan. Une rampe normale de tension permet
de donner un spectre de masse & la vitesse 5500stman prescan suivit d'un scan
d’analyse constituent un microscan. Un nombre deétey (paramétrable) de microscan donne
un scan. La figure 1.17 donne 'enchainement d’'iecraacan. On peut voir sur la figure 1.18
a), le spectre full MS d’une solution de tryptopbaan voit plusieurs pics correspondants a
différents ions dont un qui est le tryptophane qmét
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Figure 1.17 — MS/MS. Séquence de fonctionnement et temps. a) fonetioamt normal, b)
fonctionnement en AGC (Auto Gain Contol) avec usgain pour ajuster le nombre d'ion dans le

piege.

De maniere analogue nous avons le zoom scan. @ektll scan sur un intervalle de
masse réduite, en général de 10 a 20 uma, a wsseite balayage de 280 unfaGe type
de scan permet d’obtenir un spectre tres résolpigigment utilisé pour identifier les
compositions isotopiques ou les états de chargesrrspic. Un exemple de zoom scan est
donné sur la figure 1.18 b), on voit le pic du toghane composé exclusivement de carbone
Cy2 et le pic ou les molécules possedent un seul narg.

Le second mode, appelé KI®ermet la sélection en masse et I'excitationm@ele est
présenté sur la figure 1.17 b) avec I'option AGGrd.du prescan, les ions sont injectés dans
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le piége, on isole un ion par un intervalle de reag®isi comme on I'a décrit dans I'éjection
sélective puis on fait un scan rapide (turboscamproe en MS. Le temps d'injection est
recalculé et aprés avoir été isolé, I'ion choist stocké dans le piege de quelques
millisecondes a plusieurs secondes (1ms a 10sjlaPemette période de stockage, on peut
I'activer soit par collision, soit en injectant laser. Lorsque I'on choisit I'activation par
collision, on applique la tension résonnawvtigcos2.4. Quand on injecte le laser pendant une
durée déterminée, il n’est pas nécessaire d’'utilise tension excitatrice, cependant on peut
combiner simultanément I'activation par collisianl’activation par laser. Sur la figure 1.18,
on voit que I'on peut soit isoler simplement un,isait I'isoler et I'activer par collision (CID,
Collision Induice Dissociation) ou par laser (UVPDIltraviolet PhotoDissociation).
L’activation par collision ou par laser donne gatément des fragments. L’étape d’isolation
puis d’activation peut étre itérée plusieurs feis,utilisant I'ion parent ou I'un des fragments
obtenus, c’est le MS Sur la figure 1.19, on voit la fragmentation sgsive d'un agrégat
d’argent en plusieurs étapes de MS, isolation @lsdu fragment.

C12
+ +
a) [Trp+H] Cra
ESI —*> Scan MS
203 204 7;07
m/z
b) ' ! ' ! ' ! Zoom Scan
ESI — Isolation —> Scan MS2
) ' ) ' )
9)
ESI — Isolation —* CID— Scan
fragments A
/
T T T T T
d)
ESI — Isolation —* UVPD —* Scan

— T M )
150 200
m/z

I
100

Figure 1.18- Spectres MS et M®'un solution de tryptophane. a) spectre MS typeMS, spectre
M’ du tryptophane protoné b) isolation simple c)*gec CID, d) MSavec UVPD.
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Figure 1.19 -Spectres de MSur un agrégat d’argerit?. a) Isolation du Ag, b) CID sur le Ag,
c) isolation puis CID sur le Ag, d) isolation puis CID sur le Ag e) isolation et CID sur le Ag |l

est & noter que I'A¢j est issue de I'ion précurseur Agprés 5 étapes de MS (WS
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Enfin pour donner quelques caractéristiques déérdifits modes de scan que propose le
spectrométre de masse LCQ duo on peut se repartéabdeau 1.1. La résolution est le
rapportm/Am ou m est le centre du pic détectéfeh est la largeur a mi-hauteur du pic. La

précision est I'écart entre la masse théoriqua gtdsse détectée.

Mode de scan | Résolution| Précision | vitesse de scan
Dalton, _
é)a) (uma.sh)
Normal Scan | 4000 0.2 5500 uma’s
Full MS
Zoom Scan 10000 0.05 280 uma.s
Turbo Scan 650 3.0 55000 uma.s

Tableau 1.1 -Spécificité des différents modes de fonctionnement.

1.3.2 Spectre UV-Vis

Un dernier point sur les expériences reste a ptéisahs’agit d'un spectrophotométre
qui permet de faire des spectres d’absorption ddstiens avant ['utilisation dans

I'electrospray et des spectres de fluorescence.

C’est un spectrophotomeétre AvaSpecl1024 (Avantem)de), il est couplé a une lampe
deutérium deep-UV. On utilise aussi 'OPO pour tigation a une longueur d’onde précise
lorsque l'on veut observer la fluorescence. Surfiure 1.20 on peut voir que le
spectrophotometre utilise un prisme qui projettsignal récolté en sortie de cuve sur une
barrette de CCD de 2048 pixels. Le spectrophotarext aveugle pour des longueurs d’onde
en dessous de 230 nm. L’injection sur la cuve artgicontenant la solution se fait a I'aide
d’'une fibre de 600 um de diametre traitée pour I'Whe fibre du méme type collecte la
lumiére en sortie de cuve, dans l'axe pour |'abSonp et transversalement pour la

fluorescence.

Ce dispositif permet d’avoir des informations ses lespeces présentes dans nos
solutions, de comparer les spectres UV-Visible elut®n avec ceux obtenus en phase

gazeuse dans le piege.
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Figure 1.20- Schémas et spectres du spectrophotométre. b) safié@bsorption, injection axial. a)
spectre d'absorption de la tyrosine a pH 7 dansadied) schéma pour la fluorescence, injection
transversale. c) spectre de fluorescence de lasigeoa pH 7 dans I'eau excité avec le laser OPO a
280 nm.
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CHAPITRE Il

PHOTODISSOCIATION D’'ACIDES AMINEES ET
DE POLYPEPTIDES

Dans ce chapitre, les premiers résultats obteneis motre montage expérimental vont
étre présentés. Ce sont les premieres études tefalgmentation de peptides en fonction de
la longueur d’'onda dans le domaine UV. Nous verrons que cette métdedeagmentation
permet de générer des fragments différents de abtenus en CID (activation par collision :
Collision Induced Dissociatignet que cette fragmentation peut dépendre de riguleur
d’onde. Aprés une introduction sur les acides amifes peptides et les protéines, ainsi que
sur leurs schémas de fragmentation, nous discigeles résultats obtenus sur le tryptophane.
Ensuite, nous aborderons des systemes un peughysexes tel que des peptides de tailles
et de séquences variées. L'objectif de nos recher@dst d’aboutir a des informations
structurales sur des molécules biologiques et parsculierement sur des protéines. L'une
des questions ouvertes est notamment de savairdsinamique de fragmentation dépend de
la conformation de l'ion et si I'étude des differes voies de fragmentation peut donc
permettre de remonter a cette conformation comiasti& récemment par Zubarev pour

différencier les structures zwitterioniques deaditrres neutred!

2.1 Protéines et fragmentations

2.1.1 Les protéines et acides aminés

Les protéines sont des éléments fondamentaux dantvigue l'on trouve dans les
organismes cellulaires a tous les niveaux. Leutwidggs biologiques sont essentielles et
diversifiees. Par exemple, I'hémoglobine permetdasport de I'oxygéne, I'insuline régule le
taux de sucre, les immunoglobulines permettenetanmnaissance de corps étrangers, et le
collagéne a un réle structurel dans les os. Ldérdiites fonctions sont directement reliées a

leur organisation géométrique.
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Une protéine est composée d’'un ensemble de chpbigseptidiqgues qui sont elles-
méme formées d'un nombre précis d'acides aminéanis§s en une séquence bien
déterminée. Linformation donnant cette séquendecestenue dans le code génétique :
I’ADN.

Les acides aminés naturels (AA) qui constituentitéistructurale des protéines sont au
nombre de 20 et sont notés sous forme de deux rovateres (voir annexe II) : a trois lettres
ou a une lettre majuscule. Certains peuvent éwduir par I'organisme, et d’autres non, ils
sont dits « essentiels ». Comme on peut le voitasfigure 2.1, ils possédent une structure de
base formée d’'un squelette carboné associé a dmatidns : une fonction amine (-NHet
une fonction carboxylique (-COOH). La proline esieuexception. Une fonction organique
propre a chaque AA est attachée sur le carbo@ette fonction donne les propriétés physico-
chimiques de chaque AA comme l'acidité, I'hydroplegbl’absorption optique. Pour les

formules des AAs, on pourra se reporter a I'anriexe

Pour former des chaines polypeptidiques, les a@daaés se lient entre eux par des
liaisons peptidiques. Cette liaison se forme elgrgroupement carboxylique (-COOH) et le
groupement amine (-N comme le montre la réaction d’hydrolyse de laufeg2.2. On
nomme la partie gauche de la séquence se ternpaame NH, le cotéN-terminalet I'autre
extrémité de la chaine correspondant au COOH, tee@eerminal(cf. figure 2.2).
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H R

f?/,,

Hz/\

Figure 2.1- Structure de base des acides aminés. Un atomerberecentral avec deux fonctions :
une fonction carboxylique (-COOH) et une fonctionide (-NH). La lettre R représente la fonction

propre a chaque acide aminé.

R R Coté R R Coté

| 1 | 2 N-terminal | | 2 C-terminal
NH;—G;—COOH + NH,—(;—COOH ——> NH;— IC@ G §—oH + o

H H H 0] H (0]

Liaison peptidique

Figure 2.2 - Formation d'un dipeptide par hydrolyse libérant uneolécule d'eau. La liaison

peptidique entre deux acides aminés est représentéeas.

2.1.2 Conformation des protéines

Les protéines tirent leurs fonctions biologiques lelers organisations spatiales. On
définit quatre niveaux de structure dans l'architex des protéines. Elles sont représentées

sur la figure 2.3.

La structure primaire est la séquence d’acides @sndonstituant la protéine (cf. figure
2.3 a)). Par exemple le collagene est formé d’éogience avec un motif particulier composé

de deux prolines et une glycine PPG-PPG-PPG...etc.

Les structures secondaires sont les motifs quediotertains blocs de la protéine. On
rencontre principalement, I'hnéliceet le feuilletp qui sont représentés sur les figures 2.3 a) et
b). Ces structures sont stabilisées par des liaisomrogenes entre un -CO et un -NH

d’acides aminés différents.
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hY

Les structures tertiaires se rapportent a l'assagebldes différentes structures

secondaires (cf. figure 2.3 c)).

Lorsqu’'une protéine posséde plusieurs massifs gigpgs, on parle de structure
quaternaire. Par exemple sur la figure 2.3 d),niibglobine est constituée de deux massifs
(chainen, etay) et deux massif (chaine3; etpy).

@,

(a (b P '{‘ 5

&

Figure 2.3- Conformations de protéine. Structures secondaijdsélicea extrait d'une globine beta
humaine, b) feuillef extrait d’'un pore membranaire, la porine. Stru@uertiaire c) globine béta de
I’'hémoglobine humaine composée de 8 hélices. Sneigfuaternaire d) hémoglobine composé de 2

chainesx et 2 chaineg.

2.1.3 Propriété acido-basique

Les propriétés acido-basiques des AAs sont paigieuhent intéressantes dans notre
cas puisqu’elles déterminent les sites préférenpelr la position des charges. Nos études
portent sur des especes chargées. Notre obsesgahléa fragmentation suite a une excitation

énergétique. Les modéles de fragmentation fontvater la charge. Dans le cadre de cette
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these, les études ont principalement été effectasgesles espéces chargées positivement.
Dans cette situation les charges sont portées gmrsiles accepteurs de protons, des sites
basiques. On trouve un site basique au début dguehehaine peptidique, coté N-terminal.
Ensuite trois AAs possedent un groupe fonctionasidue sous la forme NHil s’agit de la
lysine (Lys, K) de l'histidine (His, H) et I'argine (Arg, R). On peut trouver dans lI'annexe Il,
les valeurs des pKas des différents acides amimédeeleurs différents groupements

chimiques.

2.1.4 Propriété optique

Les acides aminés ayant des groupes fonctionnatsagiques possedent des propriétés
optiques marquées, a la fois en absorption etwardscence. Ce groupe réunit trois acides
aminés : la phenylalanine (phe, F) ayant un gropipenyl, la tyrosine (tyr, Y) ayant un
groupe phénolique et le tryptophane (trp, W) avamnme chaine latérale, l'indole. Ces
groupes ont la propriété d’absorber les radiatotarss le proche UV. Cette propriété vient des
groupes aromatiques dont les électrons, formantlids®ns=z, sont fortement délocalisés.
Dans le tableau 2.1, on trouve les caractéristiggmsctroscopiques des acides aminés

aromatiques, en absorption et en fluorescence.

L’absorption d’une radiation par un chromophoredeépendre de la longueur d’ontle
de la nature du chromophore et de son environner@ntetrouve sur la figure 2.4 a) les
spectres d’absorption pour les trois AAs aromatgdans I'eau a pH 7. On a aussi les
spectres de fluorescence (figure 2.4 b)). Chaqgige aniné est excité a une longueur d’'onde
différente afin de bien couvrir la zone de fluoeste correspondante tout en gardant une

bonne absorption.
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Absorption Fluorescence
Amax(nNmM) Coefficient Amax(nm) Rendement
extinction molaire quantique a
(M'l.cm'l) Amax
Phénylalanine 257.4 197 282 0.04
Tyrosine 274.6 1420 303 0.21
Tryptophane 279.8 5600 348 0.20

Tableau 2.1- Valeurs caractéristiques des propriétés spectrospms des acides aminés dans une

solution aqueuse a pH =%.

1,24

a 207 a) Absorption Phe b) Fluorescence Trp excité & 270 nm
E L e Tyr @ —— Phe excité & 240 nm
) 2 Clte
154 —Tmp o =, Tyr excité & 260 nm
s 3 T 10
c E
o)
© 1,04 S g
o 7R
= T @08
o ‘ m 2
5 05- s
g 2 3
o .
[¢}] -
< 0,0 S 5067 AN
- 1 N S
240 260 280 300 320 340 250 200 350 200 450 580
A (nm) A (nm)

Figure 2.4 - Spectres optiques en solution (eau/méthanol a pHeg)acides aminés aromatiques,

phenylalanine, tyrosine, tryptophane. a) Absorp&oib) fluorescencé.

2.1.5 La fragmentation des peptides

Les techniques d’'analyses par fragmentation peemiett’obtenir une information
structurelle sur la molécule, sur la séquence ajus sur son organisation spatiale. Des
informations plus fondamentales sur la fragmentatipermettent de comprendre les

mécanismes de redistribution de I'énergie au séimed molécule suite a une excitation
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électronique ou vibrationnelle. Il existe de muégp méthodes d’activation aboutissant a la

fragmentation des peptides par des mécanismesethifé

2.1.5.1 Les types de fragmentation

Les peptides se fragmentent suivant des schémasdginis dont la nomenclature
utilisée a I'heure actuelle fut introduite par Pggrenopoulos$? Parmi les différents types de
fragments, la fragmentation la plus classique qills informative au niveau structurel est
celle de la chaine peptidique. La figure 2.5 présdes fragmentations possibles. On peut
fragmenter la liaison peptidique ainsi que les dig@igons adjacentes. Les fragments obtenus
se répartissent en deux groupes : les fragmentouN-terminal a, b, c et les fragments
associés x, y, z coté C-terminal (cf. figure 215rsque I'ion ne possede qu’une charge, on
obtient un fragment neutre non détecté et un fragmigargé. Si I'ion est multichargé, on peut
observer les deux fragments associés a conditienlepicharges soient réparties de part et
d'autre de la rupture. Des réarrangements impataeffectuent pendant et apres la

fragmentatioft! comme nous pouvons le voir dans I'annexe Il syuré 2.2.

Un autre type de fragment souvent observé est Ide pge neutres. Ce sont
principalement des pertes de Nét de HO provenant du N-terminal (Nflet du C-terminal
(COOH). Ces pertes peuvent également provenir adrggs fonctionnels tel que des pertes
de NH; au niveau des amines (Lys, Arg...) ou dgOHau niveau des alcools (Ser, Thr). De

plus les fragmentations peuvent se combiner panpbeh-NH3.”!

H+
Xe Yo Zi X Y3 Z X Yo T X YioZ
R, R, | O R,| O R, R, 0
7| |71 17 { || Y
T T T T T T TS
H H|H H|H H|H H|H OH
N-terminal 4 d 4 1 4 _1 _] A4 1 1 1 _] C-terminal
a, b, ¢, a, b, ¢, ag by ¢35 a b, c,
Perte de NH,
Perte de H,O

Figure 2.5- Schéma de fragmentation des peptifies.
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Immonium ion

Figure 2.6- Schéma d’un ion immonium. Cet ion ne possede qweunle chaine latérale.

Lorsqu’il y a fragmentation sur deux liaisons dwelgtte peptidique, on parle de
fragment interne. Parmi ces fragments internas) fimmonium tient une place importante. Il
ne possede en effet qu’un seul groupe fonctionhgleemet d’identifier la présence d’un

acide aminé dans la chaine (cf. figure 2.6).

La fragmentation des chaines latérales est obseiué® des cas particuliers dont nous

verrons des exemples par la suite.

Les différents types de fragments que I'on vientpdésenter vont apparaitre ou non

avec plus ou moins d’abondance selon la méthodrivition choisie.

2.1.5.2 Fragmentation par chauffage

La méthode d’activation la plus utilisée est la GlIbllison Induced Dissociation) ou
CAD (Collision Activated Dissociation). Les prineipx fragments obtenus par collision a
basse énergie sont les ions b, y, a (cf. figurg 8t5les pertes de neutre —pH-HO.
L’apparition de ces fragments ne nécessite pascbeaud’énergie (de I'ordre de quelques eV
(1-5 eV)). Drailleurs, on peut facilement les retver lors de la fragmentation en source

produite lors du processus d’electrospray.

L’énergie est transmise a l'ion par de multipledisions sur un gaz neutre comme
I'nélium. Chaque collision apporte une faible qut@nd’énergie qui se redistribue de maniere
statistique sur I'ensemble des degrés de libertél'ide, cela revient a un chauffage
vibrationnel de I'ion. On chauffe I'ion progressiwent en le sondant énergétiquement par le
fond du puit de potentiel dans I'état fondamentak cette maniére, on accéde aux
fragmentations les plus faibles en énergie (cfurBg2.7 a)). La fragmentation n’est pas

spécifique. Elle est plutét statistique.
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Un modéle sur les mécanismes de fragmentationlemi@t en évidence I'importance
de la charge (H et de sa localisation. Dans ce modéle, appel@haatli proton mobild, la
redistribution de I'énergie dans les différents emg@ermet a la charge de se déplacer le long
de la chaine peptidique sur les différents sitesqo@s (NH) ce qui a pour effet de fragiliser
les liaisons environnantes comme on le voit sufigare 2.7 b). Apres fragilisation de la
liaison une réorganisation complexe permet d'abcaux fragments. La fragmentation en

CID se produit dans I'état fondamental.

D’autres méthodes d’activation permettent de cleausfatistiguement I'ion. En IRMPD
(Infrared Resonance Multiple Photon Dissociatfdon)des photons infrarouges de faible
énergie (10.6 um, 0.12eV) fournis par un laser a @0Oune source accordable (laser OPO ou
laser a électron libre), vont chauffer la molécpéa absorption multiphotonique. Le méme
type de fragmentation qu'en CID est obtenu. DansBIRD (Blackboby Irradiation
Resonance Dissociatidfl) la situation est similaire & 'lRMPD. La molécwst chauffée par
des photons énergétiguement faibles, issus du nayoent du corps noir. Par exemple, cette
technique peut étre utilisée pour étudier les diagsfaibles entre solvants et biomolécules.
Actuellement c’est la seule méthode qui permet rdgatller a température parfaitement
définie, mais elle nécessite des temps d'activationgs pour atteindre [I'équilibre
thermodynamique. Les piéges de type FTICR, permiatiza conserver pendant un temps long
les ions (de quelgues millisecondes a plusieursute®) ont grandement contribué au

développement et a I'utilisation de la techniquéR B
a) b)

|
_T —C - N-terminal

Etat excité

proton mobile

SR T et
Co

H,N—C —§—c—§—N—<|:— - N-terminal —b

Etat fondamental

H '\ /‘ *H, H y
liaisons Réorganisation
CID et IRMPD : activation multiétape fragilisées (voir annexe 1)

dans I'état fondamental

Figure 2.7 - Fragmentation par chauffage CID, IRMPD. a) schésatton du dép6t d’énergie par
chauffage vibrationnel dans I'état fondamental.skhéma de principe du modéle du proton mobile
pour la fragmentation d’un peptide.
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2.1.5.3 Fragmentation par excitation électronique

L’excitation électronique d’une molécule permetd#gposer en une seule étape sur un
site particulier une quantité d’énergie définieiob’ pourra se fragmenter directement dans
I'état excité (via des états dissociatifs) ou ddidsat fondamental aprés conversion de
I'énergie électronique en énergie vibrationnel (iernal Conversioh La dissociation dans
un état électronique excité sera tres rapide. Am@sversion interne de I'énergie, la
dissociation dans I'état fondamental pourra aviau Irapidement avant une redistribution
vibrationnelle de I'énergie interne (IVRytramolecular Vibrational Redistributignou plus
lentement aprés I'lVR. A la différence de I'actiiat par chauffage, I'excitation électronique
permet de sonder énergétiguement la molécule geaudeen injectant une quantité d’énergie
plus importante (1-10 eV) en une seule étape ébwulocalisée sur un site particulier de la
molécule. Les deux méthodes les plus connues pexgithtion électronique sur des ions
positifs sont I'ECD Electron Capture Dissociation et I'UVPD (Ultra Violet
PhotoDissociatiopn L'UVPD conduit a une excitation électronique len. L'ECD conduit
apres capture €électronique a un ion radicalairehdege différente. Pour les ions négatifs des
techniques similaires existent comme I'EDBlgctron Detachement Dissociat)ft, ETD
(Electron Transfert Dissociatioli*), et 'EPD Electron PhotoDetachement Dissociati&i?).

ECD (Electron Capture DissociationEn ECD, une des charges positives (sous forme
de proton) est neutralisée par un électron theredfgu” L'un des mécanismes proposé pour
expliqguer 'ECD est montré sur la figure 2.8. Lgtae conduit & une structure hypervalente
du -N'H; et libere un hydrogene qui vient se fixer surdebonyle de la chaine peptidique la
plus proche et produit une forme radicalaire. Ggiced cation conduit a la rupture de la
liaison N-G, produisant un fragment c et un fragment radicaldir Les espéces détectées
dépendront du nombre et de la position des chargete réaction est plus rapide que la
redistribution interne d’énergie dans le systéme.p@cessus est dit « non ergodigli&’».
Par cette propriété, 'lECD permet de conserveragers liaisons faibles notamment les
liaisons hydrogénes responsables des structuresidaes ou tertiairés!, tout en cassant
des liaisons plus dures. Des informations sur péiement et le dépliement des protéines ont
pu ainsi étre obtenues par EED.'"! De récentes études sur les mécanismes d’ECD
proposées par Simons et ddil.*® viennent améliorer la compréhension de I'ECD et de
I'ETD.
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Figure 2.8 - ECD. Mécanisme de formation des fragments c et z parréaetion radicalaire

proposé par Turecek”!

UVPD (UltraViolet PhotoDissociation Dans la photodissociation induite par laseraultr
violet, I'absorption d'un photon UV conduit une @&=tion électronique des électrons
délocalisés du peptide. Ce mécanisme est diffadenfIRMPD ou des photons de faible
énergie excitent des niveaux vibrationnels (chaygffaParmi les premieres expériences de
photodissociation réalisées sur les peptides, ohgieer Bowers et McLaffer§* 2 qui ont
utilisé des lasers de type excimer a 193 nm enb.7A ces longueurs d’'ondes, la plupart des
électrons des liaisons peuvent étre excités, en particulier les doulbbisdnsz de CO. La

fragmentation obtenue est alors trés importanpeetspécifique.

Par la suite, l'utilisation d’'un laser a 266 nm ermis d’obtenir une excitation plus
spécifique des électrons dans cycles aromatiques des acides anfifigd.La réponse
associée a cette excitation conduit soit a uneodiggon, soit une émission radiative
(fluorescence). Les durées de vie des états éhegtres excités sont de I'ordre de quelques
centaines de femtosecondes a quelques picosec6hd@dous porterons notre attention sur
la dissociation ou nous distinguerons deux typedraigments. Des fragments similaires a
ceux observés en CID obtenus aprés redistributhédergie, et des fragments spécifiques
non observés par CID provenant d’'une dissociatamide avant IVR, en particulier dans un

état électronique excité.
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Le couplage d’'un spectrométre de masse et d'um Esmrdable en longueur d’'onde
permet de mesurer des spectres de photodissociatifférentes longueurs d’onée.?®!

Dans le prochain paragraphe, je présenterai le#tai€s obtenus sur la photodissociation
d’'un systeme modéle, I'acide aminé tryptophaneqm@®t(Trp, W). Nous verrons les schémas
spécifiqgues de photodissociation dans un premiapse puis le spectre de photodissociation
en fonction de la longueur d’'onde. Par la suit@rgsenterai des résultats sur des peptides et

des systemes plus complexes.

2.2 Photodissociaion du tryptophane protoné

2.2.1 L’expérience

Le tryptophane utilisé est sous forme de poudm@tient de la société Sigma Aldrich
(France). La poudre est diluée sans purificatiorpppkmentaire dans un meélange
eau/méthanol 50/50 (v/v) a une concentration de Ad L'eau a été purifiée par un
purificateur Milli-Q (Millipore, France) et le métimol de qualité analytique provient de

Prolabo (France). 3% en volume d’acide acétiqueténgjoutés a la solution.

2.2.2 Reésultats expérimentaux

Spectre de masse de photodissociatioBur la figure 2.9, on observe des spectres de
masse du tryptophane protoné ([Trpiien CID (a) et en UVPD (b, c, d). On utilise ésér
OPO pour réaliser la photodissociation a plusiéamgueurs d’onde. La figure 2.9 a) montre
que le tryptophane ne présente qu’un seul fragmert€ID. Il s’agit du fragment de masse
m/z 188 qui correspond a la perte du neutresNH17). Sur les figures 2.9 b), ¢) et d), on
observe des spectres de photodissociation du plyptee irradié a 285 nm, a 265 nm et a 220
nm a une fréquence de 20 Hz pendant 1 s (20 plalsey. Les fragments produits sont plus

nombreux qu’en CID.
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Figure 2.9- Spectre de masse du tryptophane protomé/2205, [TrpH]'. a) CID a 15 % pendant
30ms, UVPD pendant 1 s avec le laser OPO a 20=#@Q pJ/pulse), b)= 285 nm, c))=265 nm, d)
A=220 nm. En insert les zooms scans du parent a20& montrent la perte de H & 265 nm

uniquement. Les pics parasites sont notés par stésisques.
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Le spectre a 285 nm présente plusieurs fragmepgdéuentaires par rapport a la CID
dont deux principaux, le 159 et le 146. Le fragmmarg159 vient de la perte d’'un CO (-28) et
d’'un H,O (-18), le fragmenin/z 146 correspond a une fragmentation complexe aesc d
réarrangementé’ L'UVPD & 265 nm (cf. figure 2.9 c)) montre d’'unarp des fragments
similaires avec des augmentations d’intensité,epample le fragmenn/z 132 qui provient
d’'un détachement de la chaine latérale avec caas@nvde la charge sur I'indole. Mais aussi
des fragments nouveaux, tels que le 170, le 14430e et le 118. Le point caractéristique a
cette longueur d’'onde est la perte d'un atome dbgédne donnant le tryptophane chargé
déprotoné am/z 204. A 220 nm, on obtient les mémes fragments alex intensités
différentes hormis la perte de H qui n’est pas olis2 On peut remarquer un changement de
rapport d’intensité entre 130 et 132 par rapp@®6% nm. Sur ces trois spectres (cf. figure 2.9
b), c), d)), on constate que la longueur d’'onde jon role déterminant sur la fragmentation.
La perte de H est trés fortement dépendante ampueur d’onde utilisée, d’autres fragments
sont favorisés a certaines énergies de photona 22D nm, 132, 144, 170, 188 a 265 nm. Le
pic am/z 106, observé sur les trois spectres, est unetwilul a disparu avec le temps et

I'utilisation du piege.

Photofragmentation multi-étage : expérience M& Notre montage permet de réaliser
I'expérience M8, consistant dans une premiére étape JMSisoler le parent puis a le
fragmenter. Dans une seconde étape ¥}M&n isole I'un des fragments obtenus lors de la
premiere étape et on le fragmente a son tour. Getieniqgue permet de remonter aux
mécanismes successifs de fragmentation. L'actinatst assurée par le laser kilohertz réglé a
3 kHz afin d’améliorer I'efficacité de dissociatigmar un plus grand nombre de pulses laser
tout en diminuant la durée de piégeage. En contiepaous n’avons acces qu’'a une seule
longueur d’onde a 262 nm et l'irradiation laser @st300 ms a chaque étape. Les résultats

sont reportés dans la figure 2.10.

On observe, par exemple, une relation de parernté ks fragments 188, 146 et 118.
Le fragment 159 semble issu exclusivement du tphoe protoné, alors que le fragment
130 provient du tryptophane radicalaire Tr@\ partir de ces informations et en s’appuyant
sur les résultats présentés par'?8i@® nous avons proposé les structures montrées sur la
figure 2.10.
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Figure 2.10 -Spectres MSde photodissociation de différents fragments isgiesla fragmentation
du tryptophane. a) MSUVPD du tryptophane & 262 nm pendant 300ms et If)) @VPD des
fragments de masse m/z 204, 188, 159, 146, 118 ar@pendant 300ms avec le laser KHz.

A partir des informations de la figure 2.10, on fpex déduire un schéma de génération
des fragments comme on le montre sur la figure. Zhldistingue trois voies principales de
fragmentation. Les deux premiéres voies sont diseet correspondent aux fragments 204 et
130. Le fragment 204 peut aussi se dissocier edragiment 130, ces voies sont spécifiques a
'UVPD et ne sont pas observées en CID par Sal.Bf. L’autre voie est moins « directe »,
la fragmentation vient aprés un réarrangement étigrge et les fragments ont été observés
par Sui en CID a haute énergie (avec une collisiique). Les mécanismes de ces deux voies

vont étre discutés dans le prochain paragraphe.
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Figure 2.11- Schéma de fragmentation des voies spécifiqgues &DUpMoposé pour le tryptophane

protoné apres irradiation a 262 nm.

Des expériences de détection en coincidence ddbde neutres réalisées par Lepere et

al B0l

confirme bien le schéma de la figure 2.11. Eni@drer la double origine du fragment
130, qui est issue d'une dissociation directe eide a partir du 205, et par un second
mécanisme a partir du fragment 204 qui est plus @mn note de plus que sur ces expériences,

un seul pulse laser est utilisé ce qui est en fagd’eun processus mono photonique.

2.2.3 Discussion et interprétation

Suite a l'absorption d’'un photon, les électronsodglisésnn de I'indole dans I'état
fondamental § vont passer dans I'état électronique exeité S, (cf. figure 2.12). Il va
s’ensuivre des mécanismes distincts qui rentrentanpétition et sont représentés sur la
figure 2.11. Il y a d’'une part, des dissociationectes et d’autre part, des dissociations
faisant suite a une redistribution interne d’énerdVR) aprés conversion interne. La figure

2.12 résume d’un point de vue schématique deuxngesnismes qui vont étre exposes.
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Figure 2.12 - Représentation des énergies potentielles des étectrr de I'indole dans I'état
fondamental § dans I'état excité ;Sélectronszz*) et dans I'état dissociatific*. Les zones grisées
correspondent aux intersections coniques et peemetlte passer vers un état a transfert de charge
(CT) et de basculer sur la voie de conversion imteou vers la perte de H. Ce schéma est issu du

modéle proposé par Jouvet et

Dissociation directe, perte de HPour la perte de H (m/z = 204) qui est spécifigue
'UVPD, un modéle est proposé par Jouveakt* s'appuyant sur une dissociation directe
(cf. figure 2.12). Cette dissociation est due aisement de 'état électronique” avec I'état
dissociatiftc et & un transfert de charge. La dynamique de céttetion a été étudiée par
une expérience pompe sonde par laser femtose&Shtime structure du fragment/z 204
est donnée sur la figure 2.11 ou la charge esliséeasur I'indole. Cette structure est obtenue
aprés un transfert de charge de l'indole vers lg'Nji, devenant hypervalent, peut libérer
un H. Ce modele suggere que le transfert soit favgeaéla proximité de l'indole et du
NHs". A 265 nm, le fragment 204 est trés intense, detigueur d’onde est centrée dans la
bande d’absorption du tryptophane et principalengentrernée par la transition-S.%? Les
transitionstn etno sont fortement présentes dans cette zone, cesgahdaveur du modéle
proposé. Dans le cadre de ce modele, 'absenceede pg’hydrogene a 285 nm semble
indiquer qu'a cette longueur d’'onde, on se situedessous du croisememt* no*.*Y Un

autre fragment présente aussi une perte de Hagitsiu 118.
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Le fragment m/z 130. Ce fragment présente un intérét particulier, clestfragment
spécifiguement observé apres excitation photonicomyme la perte de H. Il correspond a la
rupture de la liaison &Cp (chaine latérale) comme on le voit sur la figurE32 Son rapport
de branchement dépend fortement de la longueudd:ddn point particulier est a souligner,
le 130 apparait a 265 nm avec le 204, et il estimax a 220 nm ou le 204 n'est plus
présent. Les spectres M8e la figure 2.10 montre que le 130 est le sagrfrent du 204 &
262 nm. Comme nous l'avons déja dit, ces obsemssniggerent que la formation du 130 se
produit suivant deux mécanismes, un mécanismetdir@artir du tryptophane protoné/¢
205) a 220 nm et un mécanisme indirgietle 204, le tryptophane radicalaire. Nos résultats
ne permettent pas d’aller plus loin dans I'étudg@uhcessus.

De récents résultats théoriques et expérimentaperegnt de nouvelles informations
sur cette rupture &C;. Les résultats expérimentaux de Leperaal*® confirment bien la
présence de deux processus pour la formation dmérat 130. Un processus direct et rapide
(< 400 fs) a partir dm/z205 est en compétition avec un processus indieta rupture de la
liaison G-Cp se produit a partir du tryptophane radicalairentBniere plus lente (>1 ms),
notons que ces expeériences sont réalisées a 26A partir de résultats théoriques, Grégoire
et al®¥, ont proposé des mécanismes pour la formation3@urbpliquant un transfert de*H
entre le NH" et COOH en compétition avec le transfert de chdegkindole vers le Nif.**!
Ces mécanismes sont présentés sur la figure 2d3nétanisme a) est illustré dans leurs
calculs par un tryptophane présentant des isonmérd'®tatnc* s’intercale entre les 2 états
nn* Ly et L. Ce mécanisme est initié par un transfert d’éectle I'indole vers le groupe
COOH. Ensuite un transfert de’ ldu NH* vers le COOH est possible avec la formation de
deux sites radicalaires et la charge est portéd’ipdple. Cette configuration électronique
conduit a une rupture rapide de la liaisqaGs. Dans notre cas, ce mécanisme direct pourrait
expliquer nos observations a 220 nm, on atteindétahélectronique suffisamment élevé pour
gue ce processus se produise majoritairement. Damsas du mécanisme indirect, on
commence par une perte de H suite a un transfechdeme comme discuté précédemment
avec un radical porté par le cycle (cf. figure 2b)B ensuite il peut y avoir dissociation vers
le fragment 130. A 265 nm, les mécanismes de pbetel30, apres la perte de H ou

directement, sont en compétition (cf. Leperalgt A 220 nm cette perte directe est favorisée.
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~
/,'H3N—CBH—C—OH

C.H2

HN

4 204— 130

directe indirecte

Figure 2.13 -Mécanismes compétitifs de formation du fragment &3gartir du 205 directement ou

via le 204. Inspirés du mécanisme de Grégoire.Bf'al

Les autres fragmentations.Les spectres MSmontrent par I'étude des filiations et des
intensités observeées, que les fragments 188, ¥Psdnt (au moins en partie) des fragments
de premiéere génération. Néanmoins, on peut remarsurela figure 2.10 c) que le 146
provient aussi du 188. Les spectres de photofratatien (cf. figure 2.9) montrent une forte
dépendance avec la longueur d’onde, et ces fragnsemt majoritaires &= 285 nm et 265
nm. Le fragment 188 provient de la perte de;NH le fragment 146 implique une
réorganisation a partir d'une perte de Ndf. structure, figure 2.10 e) et figure 2.11) qui
semble étre prédominante compte tenu de I'impoetasthe fragment 146 dans cette zone.
Dans le modéle proposeé sur la figure 2.12, la rétoaison du H peut conduire a cette perte
de NH;. Les résultats de Lepere &t suggérent que la perte de Nbbit issue de cette
recombinaison et qu’une réorganisation lente esesgaire pour former le fragment 146 a
partir du 188.

La figure 2.14 présente l'intensité des differdragments observés en UVPD a 262 nm
en fonction du temps d’irradiation. On observe dggpes de courbes, celle qui présentent un
maximum (204 et 118) et celle qui présente un plastable (130, 117 et 91).

La production de 118 diminue a partir de 750 mg®fragments 117 et 91 augmentent
et deviennent majoritaires (parmi les cinq fragrées plus importants) un peu apres 750 ms

jusqu'a stabilisation. Cela suggerent que le 118efmgmente en 91 et 117, et que ces
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fragments 117 et 91 ne se dissocient pas, cetenai®on est accord avec les résultats de
MS?3 (cf. figure 2.10 ).

Pour le 130, un plateau est présent apres 1.2 mis. €liggere que le 130 ne se
refragmente pas, d’autre part, il est majoritaipeea 750ms. Parallelement, le 204 est le
fragment le plus important a 250ms puis diminuedeypent. En s’appuyant sur les spectre
MS?, une interprétation possible est que la voie jpale de fragmentation & 262 nm est la
perte de H, puis lorsque I'on irradie avec d’autpedses le nuage d’ions composé des
fragments, le 204 réabsorbe et produit du 130M&F figure 2.10 b)). Ainsi le 130 devient le
fragment principal aprés 750 ms d'irradiation ehd se refragmente pas par la suite. Un
traitement de ces courbes par des modéles dequiréthimique pourrait apporter différentes

informations sur les constantes de réaction.

.
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Figure 2.14 -Courbes d'intensité des fragments du tryptophareomé en UVPD a 262 nm en

fonction du temps d'irradiation. Expériences rééés avec le laser kHz
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2.3 Peptides

2.3.1 Leucine enképhaline

La leucine enképhaline est un pentapeptide dosédmence est Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
(cf. figure 2.15). C’est un peptide neurotransmatendorphine qui est produit par le corps
humain. Sa fragmentation en CID a été trés largestendiée par spectrométrie de madde
c’est donc un candidat modele pour une étude catiparCID, UVPD. De plus la leucine
enképhaline possede deux acides aminés aromatlguygsenylalanine (Phe, F) et la tyrosine
(Tyr, Y) qui absorbent dans le domaine 220-300 aimfigure 2.4).

Perte de la masse 107
hv 3

Figure 2.15- Leucine enképhaline de séquence YGGFL. En poitgili@ison de rupture spécifique

HO

(C,-Cp) suite a I'absorption localisée de photons.

2.3.1.1 Expérience

La leucine enképhaline (LE) est comme la pluparhdg produits, conditionnée sous
forme de poudre provenant de la société Sigma &idfirrance). De la méme maniére que
pour le tryptophane, cette poudre est diluée danmélange eau/méthanol a 50/50 (v/v) avec
3% d’acide acétique. La solution a une conceninatie 100uM. Cette solution est injectée

dans le spectrométre de masse a une vitesse denfpiL/

2.3.1.2 Les résultats

La figure 2.16 montre des spectres de dissociaaivee par CID et par UVPD. En

CID (figure 2.16 a)), on observe une fragmentatob@ssique pour un peptide avec des
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fragments a, b, y et des pertes de neutre commexeanple -18 (-BD), ce qui est en accord
avec les résultats trouvés dans la littérafiire.

Les spectres d’'UVPD de la LE sont représentés esrfigures 2.16 b), c), d),
respectivement a 280, 260, 220 nm avec un tempadiation de 4s (80 pulses). A 280 nm le
spectre présente un schéma de fragmentation diffée celui obtenu par CID. Le spectre
(figure 2.16 b) est dominé par le fragmemiz449 correspondant a la rupture de la liaisgn C
Cs, c'est la perte de la chaine latérale de la tyeogcf. figure 2.15). On observe aussi le
fragmentm/z 448 correspondant a cette méme perte de chagraligtplus une perte de H.
En plus de ces fragments trés spécifiques on esitflagments 4 ys identiques a ceux
trouvés en CID plus des pertes de neutres assdmédy-H,0) et y (y4-NHs). A 260 nm le

spectre est similaire, excepté la naissance daaipi/z465.

Le spectre a 220 nm présente des différences isgpives, comme la présence du pic a
m/z 465 correspondant a la rupture deC@g dans la chaine latérale de la phénylalanine (cf.
figure 2.15). Dans l'insert de la figure 2.16 d) it aussi nettement la perte de H qui n’est
pas présente dans les autres spectres. En plussdeagments spécifiques, nous constatons
que les fragments de type CID sont plus nombreyxet abondants ce qui est di au fait
gu’une quantité supérieure d’énergie a été dépané tion. Nous remarquons sur les trois
spectres obtenus par UVPD une perte de Bitdplus de la perte de,®, contrairement a la
CID ou il n’y a qu’une perte ded®. A 220 nm, les pertes de®l et NH; sont presque égales
alors qu’elles ne I'étaient pas a 280 et 260 nns. pertes de Nilet de HO sont compétitives

et gouvernées par la longueur d’onde.
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Figure 2.16 - Spectres de fragmentation de la leucine enképhgame CID et par UVPD a
différentes longueurs d’'ondes. a) CID (30ms a 138p)JVPD a1=280 nm, c).=260 nm, d)1=220
nm. Le temps d'irradiation est de 4s pour les s@sdb), ¢), d). Les inserts montrent un zoom se¢an d

parent pour mettre en évidence la perte de H.
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2.3.1.3 Discussion

Comme nous l'avons déja mentionné, I'excitatiorcitmique suite a I'absorption d’'un
photon est un processus en une étape sur un ciiesty un chromophore. Dans notre cas, les
deux chromophores sont les groupes phénol (dangyrtzsine) et phényl (dans la
phénylalanine). Nous avons observé deux fragmentatparticuliéres, la perte de H et la

perte d’'un chromophore, perte de 107 pour le phénpérte de 91 pour le phényl.

Perte de H.Ce comportement déja observeé sur le tryptophanaqiee groupe et par
Jouvetet al® fut, pour la premiére fois, observé sur un peptigeprocessus est similaire a
celui proposé pour le tryptophane, la phénylalamin& tyrosine ont la méme transitian
nn que le tryptophane. Le mécanisme implique lessements des états électroniques
avec I'état dissociatific” (cf. figure 2.12). Lors de la dissociation & 220 qui produit cette
perte de H on observe une intense perte dg NF260 et a 280 nm il y a une perte de NH
mais pas de perte de H. Le transfert de charge duive perte de H que I'on a observé pour
le tryptophane au voisinage de 260 nm est ici foetet décalé vers le bleu (220 nm). De plus,
il est a noter que le fragment formé suite a ldegpde H est une espece radicalaire, avec le

radical localisé sur le N-terminal (cf. figure 2)17

Perte de chromophore.Pour la perte dm/z107 (tyrosyl), on constate que I'excitation
électronique du chromophore et la rupture de ladimG-Cy sont topologiquement proches
(cf. figure 2.15). Cette proximité suggere un pestes local et rapide sans redistribution
d’énergie dans la molécule. Nous avons proposé dmoxessus possibles pour cette
rupture®® i) Dissociation directe dans I'état électronique ®xdi) conversion interne et
rupture trés rapide de la liaison,-Cs sans redistribution d’énergie. Ces résultats sont
similaires & ceux observés sur le tryptopHateSur le tryptophane, les calculs réalisés par
Jouvetet al. impliquant un transfert de proton sont en faveaitadf" hypothése. Ces canaux
de dissociation ont aussi été observés sur deddpspheutres aprés ionisation multi
photoniqué®” Dans ce cas, la charge est portée par le cycreaigue. Cette différence peut
s’expliquer par la localisation et/ou la mobilité k charge lors de I'absorption. Comme dans

le cas de la perte de H, les fragments résultamisdes espéces radicalaires (cf. figure 2.17).

Le résultat principal de cette étude a été de démwota possibilité de générer des
fragments différents de ceux obtenus en CID, suitme excitation laser spécifique sur un
peptide. De plus, le choix de la longueur d'ondenm d'orienter le processus de

fragmentation.
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Pour terminer, les fragments a, b, y observés &hgoht dominants a 220 nm. D’une
part I'énergie déposée en grand exceés peut erepsatredistribuer et, d’autre part, a cette
longueur d’'onde, les transitionst™et nn* des liaisons peptidiques (transition des CO),

peuvent permettre une absorption non négligeableepaarbonyles de la chaine principale.

H*

o o o}
. NH\/U\ NH
HN NH/\"/ NH OH
o}

o] CHg
HO HaC H*
perte de H
(0] o} (0]
H,N NH/\“/NH\/U\NH NH oH
o] o] CHg
o HsC
perte de 107 perte de 91

H+

H*
O o

0
NH\/U\ NH
HZN\CHLNH/\"/ NH OH
o

0 CHy

o} o} o)
HsC .

. . H,N NH .CH _NH
radical cation 449 m/z 2 NH/\n/ \)J\NH T OH
o} o} CHs

HaC
HO 3

radical cation 465 m/z

Figure 2.17 - Schéma de la fragmentation spécifique de la leu@n&éphaline. Perte des

chromophores ou de H et formation d’'espéces radics.

2.3.2 Expérience M3

L’activation laser permet d’obtenir des radicautiass suite a la perte de H et aux
pertes de cycles aromatiques. Ces fragments ratieslde masse/z449 et 465 sont isolés
dans une étape de MS supplémentaire, puis ce fragest activé soit par laser soit par
collision. Les spectres obtenus sont présentéla digure 2.18. Le fragment 449 obtenu apres

4s d'irradiation &=220 nm, est isolé puis excité par CID a 20 % (&g2.18 a)) ou par laser
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a =220 nm pendant 4s (figure 2.18 b)). En CID, comeme UVDP, on observe une
importante perte de H. Le radical est formé préedderminal, cela suggére que le fragment
radicalaire se stabilise par perte de H et abauli formation d’'un ion de type immonium
avec un proton non mobile (cf. schéma fragmentatdpnde la figure 2.19). La faible

fragmentation de type CID obtenue, renforce I'idéda faible mobilité de la charge.

Les fragments observés pour I'ioniz465 correspondant a la perte de la chaine latérale
de la phénylalanine, sont plus difficiles a intétpr, bien que des mécanismes aient été
proposé$® A la différence du cas précédent, la forme radicalest portée par un carbone
central dans la chaine peptidique. Sans entrerldamgtails, nous noterons que I'on observe,
a la fois apres excitation laser et collisiondiedétachement du second chromophore plus un
carbone (107+12) donnant le fragmemiz 346. Comme on le voit sur le mécanisme proposé

sur la figure 2.20 b), celui-ci suppose un replietrée la molécule.

Nous allons maintenant présenter des résultatslagies sur des polypeptides et
montrer que la formation de radicaux par les pedesH ou de chromophores peut se
généraliser. Nous discuterons de I'intérét des apées UVDP/CID sur des radicaux photo-

induits d’'un point de vue analytique.
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Figure 2.18 -Spectres M5 L'ion m/z 449 (-107) est produit par UVPD & 22 i4s). a) CID du
449, a 20% sur 30ms. b) UVPD a 220 nm (4s) du 448n m/z 465 (-91) est produit par UVPD a
220 nm (4s). c) CID du 465, a 20% sur 30ms. d) UMR[65 a 220 nm pendant 4s. Les zooms scans
dans les inserts de chaque spectre montrent |z olertH.
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Figure 2.19 -Schéma de fragmentation du radical m/z 449. a) #4318 qui correspond 3107,

c) état intermédiaire conduisant & la perte de le@le fragment 448 d).

82



Chapitre Il : Photodissociation d’acides aminédespolypeptides
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Figure 2.20- Schéma de fragmentation du radical m/z 465 veBl& a) 465, b) état intermédiaire

avec repliement du N-terminal sur le radical, trievsd’un NH;" sur le site radicalaire et d) le 346.

2.3.3 Gramicidine A et phosphopeptides

Avant de présenter la gramicidine, parmi les nonmbrgystemes peptidiqgues que nous
avons étudiés, nous avons observé une tendancegssirale sur le détachement de H ou de
chromophore. Sur la figure 2.21, on voit que lesistrpeptides, I'hormone lutéinisante
humain, la corazonine et I'angiotensine Il, présetés pertes de un a plusieurs H et des
pertes de chromophores lors de la photodissociagonparticulier a 220 nm. De cette
observation découle une regle quand une importante quantité d’énergie (un phadtbr)
est introduit de maniere localisée dans un ion pdast un grand nombre d’hydrogene, une
partie de ces hydrogénes sont expulsésgorls allons détailler ce mode de fragmentatiorn pou
la gramicidine. Notons tout de suite que I'éjectide plusieurs hydrogénes ne peut

s’expliquer uniquement dans le cadre d’un transfétectron vers un NE.
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Figure 2.21 - Spectres de photodissociation a 220 nm pendangRutheinizing hormone, b)
corazonine, c¢) angiotensine Il. Pour les trois dpes; le temps d'irradiation est de 10s. On observe
des pertes de H et des pertes d’indole.
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2.3.3.1 Formation et activation radicalaire : généalisation

La gramicidine est issue de la culture du bacillies brevis et est utilisée comme
antibiotique, cette molécule possede une struanreélice, lui permettant de jouer le réle de
canal ioniquég.‘gl Il existe quatre variantes de gramicidine (A, BOJ, La forme qui nous
intéresse est la gramicidine A. Nous I'observonsssga forme sodiatée a la masse 1904
de formule ([HCO-VGALAVVVVWLWLWLW-NHCH,CH,OH]-Na"). On remarque que la

gramicidine A possede quatre chromophores quicestryptophanes.

Le spectre de masse en CID est donné par la fRy@&a). Il est dominé par une perte
de HO venant du C-terminal, ainsi que par quelguestiexgs a, b et y. Ces résultats sont en

accord avec la littératuf&!

Les spectres UVPD =260 nm et =220 nm sont respectivement représentés sur les
figures 2.22 b) et ¢). On constate que les spestrasdominés par de multiples pertes de H.
On a deux pertes de H a 260 nm et jusqu’a qua2danm. Plus on injecte d’énergie, plus il
y a de pertes de H : c’est la regle énoncée entdigbparagraphe. Des fragments décalés de
qguelques unités de masse atomique par rapport ragménts CID 3y, Y14, &, b1 SONt
observés sur le spectre de la figure 2.22 c).dig attribués aux fragmentssyyis, ae, bie
plus des pertes de H.

Nous avons aussi deux pertes notables par rappdat GID. Une perte de 28
correspondant a une perte de CO et l'autre de (1)36strespondant a une perte de I'indole
plus n hydrogénes. La perte de CO peut proveniNdarminal, et les tryptophanes sont
regroupés du coté C-terminal. Cette perte peut@dupe aprés conversion interne ou suite a
un repliement comme nous l'avons suggéré pour Uaine enképhaline. De plus, il est
remarquable de voir qu’a 260 nm la perte de CO qméde et la perte de J@ devient
négligeable. A 220 nm la perte de CO est moins itapte au profit d’'un plus grand nombre
de perte de H. Premiérement, par un mécanisme afa@mergétique difféerent (CID vs
UVPD), il y a ouverture d'un nouveau canal de fragtation conduisant a la perte de CO au
détriment de la perte de,@. Ces deux fragmentations se produisent de pafaetre de la
chaine peptidique, ce qui peut étre comparé aumstna entre NklI(N-terminal) et HO (C-
terminal) dans le cas de la leucine enképhalinsuinil y a compétition entre deux canaux
en fonction de I'énergie des photons : la pertéldessociée a un mécanisme direct et la perte
de CO associée a un mécanisme de redistributioredjé. La perte de l'indole plus quelques
H est fortement favorisée a haute énergie (220 iautre part, on observe la perte de 4
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atomes d’hydrogénes et nous avons 4 tryptophanemté que les pertes de H ne peuvent
provenir du N-terminal. Ces remarques suggérent lgaepertes de H se produisent a
proximité des tryptophanes. Il existe sans doutautdes meécanismes conduisant a
I'évaporation d’hydrogene que celui faisant interivde transfert électronique, proposeé par
Jouvet etl.BY En effet, ici, il n’y a pas de protonation coté&dtminal. D'ailleurs les deux C-

et N- terminal sont blogqué et la charge n’est pa$ée par un proton mais par un catiori Na

Ce qui tend a montrer que la redistribution d’éremgns un systéme complexe a grand

nombre de degré de liberté n’est pas trivial.
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Figure 2.22- Spectres de la gramicidine A. a) CID, b) UVPR=260 nm pendant 10s, c) UVPD a
A=220 nm pendant 10s.
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2.3.3.2 Application analytique : peptide phosphord

Nous avons montré que suite a une activation laseryvoie de dissociation privilégiée
pour un peptide est le photoclivage d’'un chromoeletira création d’une espece radicalaire.
Je vais présenter un résultat assez marquant wiliséition que I'on peut faire de cette
technique pour I'analyse peptidique. Cette expégem été réalisée en collaboration avec le
professeur Jérome Lemoine du laboratoire des sseanalytiques de l'université Claude
Bernard de Lyon 1. Nous nous sommes intéressé@malyse de peptides phosphorylés. Ce
type de peptide est impliqué dans des mécanismedafioentaux tel que la phase de
transcription post-transductionnelle ou encore d#apoptose (suicide cellulaire). Ces
peptides possédent un ou plusieurs phosphatf¥gHqui sont fixés sur des groupes alcool
tel que ceux de la serine (Ser, S), la thréoniine, (T) et la tyrosine (Tyr, Y). Ces phosphates

leurs conférent leurs fonctions.

Le peptide de séquence (Ac-VYKpSPVVSGDTSPRHLNH été synthétisé. Ce
peptide porte un phosphate sur une serine et ggu@sune tyrosine. Il est injecté dans le
spectrometre de masse a une concentration de 6@gndun mélange eau/méthanol a 50/50

(v/v) avec 3% d’acide acétique.

La figure 2.23 a) montre un spectre de CID du peptdoublement protoné
positivement. On constate que les principaux fragmsont la perte desHO, et de HO. Ce
comportement est tres caracteéristique des peppldesphorylés qui perdent en premier lieu
leurs phosphates. Malheureusement I'informatioer@gsle est la position du phosphate. La
figure 2.23 b) présente la dissociation induite lgataser a 220 nm pendant 10s ce qui
correspond a 200 pulses laser. On observe une déragtion simple composée de 2
fragments, la perte de CO (-28) et la perte dehkne latérale de la tyrosine (-107) avec
formation d’'une espeéece radicalaire doublement dwar@ontrairement a la CID, il n'y a
aucune perte de phosphate qui est la voie de fragien la plus faible en énergie. Le
mécanisme semble trés localisé et I'lVR, qui aypaitaboutir au détachement du phosphate,
est compléetement bloquguenchg Notons que pour un peptide de cette taille bapson
d’'un photon conduit aprés IVR a une augmentatidsidade la température et ne suffit pas a
fragmenter lion. Seules les voies impliquant uncarésme rapide sans redistribution

compléte de I'énergie peuvent étre observées.
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Figure 2.23- Spectres d’'un peptide phosphorylé doublement chiiviH] **. a) CID a 20%
pendant 30 ms. b) UVPD a 220 nm pendant 10s. q)t®pMS, isolation du fragment [K-2H]**
créé par UVPD a 220 nm pendant 10s, puis le fradnsetés, est activé par CID.

L’originalité de I'expérience vient dans la secorédape, I'étape de MSLe fragment

radicalaire, issu de la perte de 107 noté*[M 2HJ**, est isolé suite & sa formation par une

irradiation laser a 220 nm pendant 10s, puis lareeddeuxieme séquence, le fragment -107

devenu parent est fragmenté par CID pendant 10@msahiere a avoir 60 % d’atténuation
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du pic parent. Le spectre obtenu est donné pagulaef 2.23 c). La premiere remarque est la
richesse des fragments comparativement au speetr€l® du parent [M+2H]. La
couverture de séquence des fragments a et b estrgud complete. Les pertes de phosphate
directes ou associées a un fragment sont faiblesprésence d'un radical sur I'ion vient
fortement stabiliser le phosphate. D’'un point dee vmécanistique, le radical ouvre de
nouvelles voies de fragmentation par cette nouesf®ce radicalaire. Ces nouvelles voies de
fragmentation reproduisent la dissociation du sefteepeptidique observée habituellement en
CID sur des peptides. D’un point de vue analytitjneerét est de taille puisque la production
de ce radical cation permet une couverture presqueplete de la séquence sans perte de
phosphate et donc une augmentation de I'informatmmaniere similaire, l'utilisation des
peptides radicalaires a été proposée par Beauckaalp®, c'est le FRIPSHree Radical
Initiated Peptide SequencipgContrairement a nous, il utilise un initiatewrus forme de
ligand chromophore greffé au peptide. Une idéerésante serait de combiner les deux
approches et de fixer un chromophore fragile susitenparticulier de la protéine et de former

un radical par irradiation a I'endroit souhaité Rupeptide.

2.3.4 Conclusion

La photodissociation de systemes plus complexasgeé peptides ou polypeptides
reste efficace et les résultats obtenus sont ptemrst L'UVPD ouvre des voies de
fragmentation différentes de la CID. En adaptanbfegueur d’'onde, on peut favoriser des
voies de fragmentation particuliéres et en inhitbeutres. Une voie de fragmentation bien
spécifigue a 'UVPD est la formation d'espéce rathore suite au détachement d'un
chromophore (trp, tyr, phe) ou bien suite a lagéd H, on a observé que ce comportement
est assez général pour les peptides ayant au moiaside aminé aromatique.

Une fois I'espéce radicalaire formée, une étapeléupentaire de MSpermet d’obtenir
par activation par laser ou par collision sur ldical, une couverture de séquence bien plus
compléte que celle observée par CID. Par exempis tacas d'un phosphopeptide ou le
schéma de fragmentation en CID est fortement inpdyéa perte du phosphate, la formation
d’un radical cation permet de bloquer la perte Hesphate au profit d’'une couverture de
séquence quasi complete et d’'information plus pedCette procédure apporte de nouveaux
outils aux sciences analytiques et a été récemuadiciée par notre équipe sur des peptides
issus de digestions protéiqué&s.
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2.4 Comparaison de différents type d’excitation : Bntapeptide
du GDR

Les expériences de fragmentation que nous venomsédenter, permettent d’obtenir
des informations sur les canaux de fragmentatioforction de I'énergie. Pour ces résultats,
certains modeles de fragmentation proposent deamsgoes faisant intervenir le croisement
entre des états électroniques excités et desdaisciatifs. Ces mécanismes suggerent dans
le cas d’'une longue chaine flexible, une forteuefice de la structure et du « repliement » de
la molécule. Afin d’étudier plus en détail cettéed dans le cadre du GRD 2758 (Groupe De
Recherche), en collaboration avec différents lalbmes, nous avons réalisé un ensemble
d’expériences mettant en ceuvre plusieurs méthoslésagdmentation et de simulation sur un
peptide modeéle : le pentapeptide Ala-Gly-Trp-LewsLyCe travail a été réalisé en
collaboration avec Julia Chamot-Rooke et Guillauva®m der Rest du LMR a I'Ecole
Polytechnique, Claude Dedonder-Lardeux et Chrisgtojppuvet du LPPM a Orsay, Gilles
Grégoire et Charles Desfrancois du LPL a Villetaxgeet Delphine Onidas du LCAM a
Orsay.

2.4.1 Expériences et peptide

Les expériences d’ECD et certaines de CID ont éisees sur un spectrometre de
masse a transformée de Fourier (FTIGRurier Transform lon Cyclotron Resonapca
Palaiseau. La fragmentation par capture électren{§CD) est obtenue grace a un faisceau
d’électrons thermiques et la CID utilise la techidqSORI Sustained Off Resonance
Irradiation).*” A Orsay, un laser & 266 nm avec des impulsiordudée 100 femtosecondes
ou 100 nanosecondes croisant un jet moléculaimgtete réaliser une partie des expériences
d’UVPD. Pour finir, notre montage a Lyon fournitsdeésultats en UVPD a différentes

longueurs d’ondes et en CID.

Le peptide choisi est un pentapeptide de séque@@/IK synthétisé spécialement
pour cette expérience et répondant a deux criterexipaux. Il possede deux groupes
basiques, une lysine (lys, K) du coté C-terminaledNH, (c6té N-terminal), ce qui permet de
charger deux fois positivement le peptide. L'espdmablement chargée permet de réaliser les
expériences d'ECD. Ce peptide posseéde un tryptaphan centre et cela permet la
dissociation induite par laser UV. Dans toutes eggsériences, le peptide est transféré en
phase gazeuse par la technique d’electrospraytat game solution du type eau/méthanol
50/50 (v/v) et 3% d’acide acétique.
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2.4.2 Les résultats

Les résultats se répartissent en deux partiesatanientation de I'espece simplement
chargée par CID et UVPD et celle doublement chapgéeCID, UVPD et ECD.

Simplement chargé.Sur la figure 2.24, sont représentés les spededsagmentation
du pentapeptide simplement chargé [AGWLK+H]m/z 574. La CID (cf. figure 2.24 a))
présente une fragmentation classique avec des émtgma, b, y et une perte deQd L'UVPD
a 260 nm (cf. figure 2.24 b)) donne des fragmegtst” et une perte de 4@ identique a
ceux observés en CID ainsi qu’une perte spécifejusaractéristique de 'UVPD, la perte de
I'indole (-130). Des résultats similaires a 266 saont obtenus avec le montage utilisant le
laser femto seconde. Lorsque I'on passe a 220 nmpeerve une intense perte de 130 ainsi
que la perte de un et de deux H. L'intensité des pil30 et —H est importante. Le
comportement de ce peptide apres irradiation UV sasilaire a celui observé pour les

peptides présentés au début de ce chapitre.
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Figure 2.24- Spectres de masse du simplement chargé [AGWLK+&flisés sur le LCB°. a)

CID, b) UVPD a 260 nm, ¢) UVPD a 220 nm.
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Doublement chargé.Sur la figure 2.25 a), le spectre de CID de I'espdoublement
chargée montre un schéma de fragmentation habituet des ions a, b, y simplement
chargés. Le spectre d’UVPD a 220 nm de la figugb ) montre une fragmentation tres
faible, presque négligeable de l'ordre de 50 fowin® intense que celle du simplement
chargé. Le méme résultat est observé a 260 nmres@eonde et & 266 nm en femtoseconde
sur I'expérience de jet moléculaire. Sur la fig@&@5 c), on voit que 'ECD génére des
fragments de type a, b, y simplement chargés igleesi a ceux observés en CID et un

fragment w. Les fragments c, z attendus en ECD, ne sontigsems.

Ces résultats expérimentaux montrent que les clsemhén fragmentation dépendent
fortement de la méthode employée pour apporteetia dans le systeme. La CID, 'UVPD
et 'ECD présentent des schémas de fragmentatiem distincts. La variété des canaux de
fragmentation qui sont observés et la sensibililépdocessus d’excitation montrent qu'il

s'avere difficile de proposer un modele généralrpadragmentation des peptides.

L’espéce doublement chargée est trés peu sensilide plnotofragmentation et les
fragments ¢ ou z caractéristiques de 'ECD, ne pastobservés. La difféerence observée en
UVPD entre le simplement et le doublement chargérmad s’expliquer par un changement
du domaine d’absorption. Cependant la transitiomn conduisant & la fragmentation suite &
I'absorption d’un photon, reste dans le méme dompour le Trp neutre ou protoné en phase

gazeuse et en soluti6h*?, cette bande d’absorption semble peu sensiblnaitonnement.
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Figure 2.25 -Spectres de dissociation du doublement chargé.l@),®) UVPD a 220 nm et c)
ECD.
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2.4.3 Le modele

Un modéle déja évoqué, proposé par Soboleveskgl, permet de dégager quelques
pistes. Le mécanisme de fragmentation est déclgmamhie couplage entre I'état électronique
nn localisé sur I'indole et I'état dissociatifts, correspondant & un transfert de charge. La
figure 2.26 permet de visualiser correctement acgssus. Suite a ce couplage, lesNH
devient hypervalent et radicalaire. On peut, commog&is I'avons déja vu, avoir deux
évolutions : soit une dissociation vers la perteHdeu une conversion interne par couplage
entre 'étatno et I'état fondamental. La perte de 130 est exglgpar un mécanisme un peu
différent comme nous I'avons déja évoqué. Pourlgyarocessus de transfert de charge ait
lieu, il semble nécessaire que le Nddit proche de I'indole, sinon la fragmentatioapparait
pas. Dans le cadre de ce modele, la coordonnééadéan et donc la géométrie du systéme
joue un réle fondamental. L'utilisation de simutais va apporter des informations sur les

conformations les plus probables et permettre aitesipliquer au moins qualitativement ces

résultats.
Pep* + H*
IP
P :
Pep + H*
mm*
mo*
)
j@)]
5 PA
c
‘Q
Pep* + H
SO _Sl
De
N-H distance

Figure 2.26 - Schéma du mécanisme de transfert d’électron efitrdole du tryptophane et la
chargé® pour un peptide noté « Pep »-$ est la transition depuis I'état fondamental vegadt

excitézz , supposé identique pour les molécules neutreabpé. IP est le potentiel d'ionisation,JP
est le potentiel d’'ionisation de I'hydrogéne (128) et PA l'affinité protonique du peptide et D

I’énergie de dissociation de I'hydrogene.
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2.4.4 Simulation et interprétation

Les simulations ont été réalisées dans notre latiogapar Pierre Poulain durant sa
thése soutenue en juillet 2088.11 s'est intéressé aux méthodes de simulationtetsire &

température finie pour des systemes complexes cdesieeptides et protéines.

Ses calculs utilisent le champ de force Ambé#8aJn algorithme de type Monte Carlo
d'échange (REM, Replica Exchange Monte Cajft’ ! permet de faire évoluer
structurellement le systéme afin d’explorer la acefd’énergie potentielle pour déterminer les
différentes conformations possibles. Par rapporiMaate Carlo simple, le REM permet de
mieux explorer le paysage énergétique. Pendant|gorithme de Monte Carlo, a une
température donnéeg,Ton choisit une structure initiale possible (i) @t détermine son
énergie E puis on modifie aléatoirement cette structuresver état final (f) et on recalcule

I'énergie & du nouvel état. La nouvelle structure est retafares les conditions suivantes :

E; <E = OK

E, >E,s<ex _E-E K
f i KTe =0

Autrement, on revient a la structure initiale et mtommence le tirage aléatoire de la

prochaine structure,est un nombre aléatoire entre 0 et 1. Comme waitesur la figure 2.27

a), certaines zones de la surface de potentielisexplorées a cause de barrieres de potentiel
trop élevées. Dans le REM, plusieurs simulationdifférentes températures sont lancées
simultanément et indépendamment, et a certains msmen effectue un échange entre deux
conformations de température difféerente. Cela peraiesi de passer des barrieres de

potentiel (cf. figure 2.27 b)).

Les simulations ont été réalisées pour le pentajemimplement et doublement
protonés, les charges (sous formes de protonsgt@npositionnées sur les sites les plus
basiques qui sont l'arginine et le N-terminal (aha), AGWLK', A"GWLK". Les simulations
en REM sont constituées de 9 répliques aux tempésade 180, 206, 302, 380, 474, 588,
725, 893 et 1100 K. Les observables relevées ats cms simulations sont les distances entre
I'atome d’'azote de I'indole et de la lysine [a{iNieNiys)] et entre I'azote de l'indole et celui
du N-terminal [d(Ner-Nndole)]-
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a) Monte Carlo
A
E
’
P(E) Reaction coordinate
b) Monte Carlo d’échange
A
E
<
P(E) Reaction coordinate

Figure 2.27 -Schéma de principe des méthodes de Monte Carlet(d¢ Monte Carlo d’échange
(b).

Les résultats pour la température 302 K se présersigus forme de carte a trois
dimensions qui définissent des zones peupléesepatifférentes structures. Les résultats du
pentapeptide simplement chargé sont présentés igure 2.28 a) et c). La structure la plus
probable observée est un repliement de I'ion olysme protonée est proche de l'indole.
Cette proximité entre 'indole et le proton permattransfert de charge efficace qui conduit a
la fragmentation. Pour le doublement chargé (gjurk 2.28 b)), il n’'y a pas de structure

abondante ou un proton est proche de l'indole. laximum sur la carte correspond a une
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structure ou les charges sont solvatées par ld®mges. En moyenne la distance proton
indole est élevée et aucun transfert de chargeenege produire. Cette géométrie peut donc

expliquer la faible fragmentation observée poutdablement charge.

En ce qui concerne 'ECD, les fragments a, b, yt staserveés lorsque les électrons ont
une énergie élevée, 10 eV ou plus. C'est une expezi dite « ’'ECD chaude ». Cooper a
montré que les fragments a, b, y ne proviennentdessc et z aussi observés dans ses
expériences et il suggere que la fragmentation rafipapres une perte de H suite au dépot
d'énergie®*”! Dans les mécanismes d’ECD, la neutralisation @tioprqui induit un transfert

d’hydrogéne sur le squelette peptidique est en étitiqn avec la perte de H.

Les calculs Monte Carlo montre que le nombre dfadgons entre une charge et les
carbonyles environnants est plus petit pour le tiyabnt chargé. En prenant la distance de
coupure entre I'atome d’hydrogéne et 'atome d’axyg a 2.5, on a en moyenne 1.1 atome

d’hydrogéne (issue d’un NfJ en interaction avec un CO.

La perte d’hydrogéne peut étre favorisée lorsqusmleatation du Nk par le squelette
peptidique est faible, ce qui est le cas pourtiestires obtenues pour le doublement chargé.

L’observation du fragmenh/z574 et a, b et c est en accord avec cette remarque

En conclusion, les simulations nous ont permisaeque la distance charge-indole est
plus petite pour le simplement chargé. Cette pragirast en faveur du mécanisme pour
'UVPD proposé impliquant un transfert de chargérefiindole et le NH. Par I'étude des
conformations on peut ainsi expliquer la differedafficacité en UVPD entre le simplement

et le doublement chargé.
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Figure 2.28 - Résultats des simulations. Cartes trois dimens@msa population en fonction des
distances [d(NIndole-NLys)] et[d(NIndole-NLys)], aimplement chargé et b) doublement chargé.

Structures les plus probables observées, c) singsieahargé, d) doublement chargé.

2.5 Conclusion

La photodissociation de molécules d’intéréts bimjags possédant un chromophore
naturel est efficace et fournit des fragments ciifiés des autres méthodes telles que la CID
ou 'ECD. En utilisant un OPO, nous avons réaligs dpectres de photodissociation a
différentes longueurs d’onde, on observe que phlsiiragments obtenus certains dépendent
fortement de la longueur d’onde utilisée. Les mé&raas mis en jeu sont complexes. Les
expériences de MS apportent des informations importantes pour comgne ces
mécanismes, en particulier les liens de filiatiba. formation d’espéce radicalaire suite a
I'excitation électronique est fréquente et elleatigbfortement de la longueur d’onde. On peut
contréler un détachement d’hydrogéne ou d’'un grdapetionnel chromophore en ajustant la
longueur d’onde. L'utilisation de ces espéces H@dices dans des étapes successives de
fragmentation montre que le radical permet de ldoqies voies de fragmentation non

désirées et d'ouvrir des schémas de fragmentatios pomplets, sans doute par un
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abaissement global des barrieres de potentiel dtadigal. Cela fournit des perspectives
intéressantes en sciences analytiques. Le deroiat pbordé dans ce chapitre a été la
comparaison des simulations avec des expérienesstéSultats suggerent une forte influence
du repliement de la molécule sur les mécanismdmdenentation induit par les charges. Des
expériences plus systématiques corrélées a desasimng sont nécessaires pour conclure. Si
cela est vérifie, la fragmentation pourrait étréliafte pour suivre les changements de

conformation des peptides ou des protéines en [jasrise.
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CHAPITRE 1l

SYSTEMES COMPLEXES HYBRIDES : AGREGAT
METALLIQUE-BIOMOLECULE

3.1 Introduction

Depuis quelques années les nanoparticules méedligat en particulier les
nanoparticules d’argent sont utilisées pour de memdes applications. Elles présentent des
propriétés optiques adaptatives, due a la posdiomplasmon qui dépend de la taille de la
particule! Leur utilisation ouvrent des perspectives dangdtewmaines du stockage optique

d’information, des composants pour I'optique logicet de la biosensibilité.?

L’étude des interactions entre des objets métabget des biomolécules implique,
entre autre, un couplage entre le plasmon de surthc métal et I'excitation de la
biomolécule. Ces études peuvent ouvrir de multigdestes pour la compréhension et

I'analyse de biomolécules.

Récemment, de petits agrégats d'argent ont éténmes comme une sonde
particulierement adaptée a la reconnaissance daobdgule par leur biocompatibilité. On
peut utiliser la nanoparticule comme fluorophoreurponarquer certaines molécules ou
cellules!” Les applications des nanoparticules comme sonde fao biologie sont aussi
basées sur la remarquable augmentation d’efficat@&® processus de photoabsorption et
d’émission, observés sur des biomolécules au cofdagroches) de surfaces métalliques ou
de petits agrégatd. On utilise notamment ce phénoméne dans des erpésede
fluorescence ou de diffusion raman sur une pagicnique® Par exemple le SERS(rface
Enhancement Raman Spectrosqopgnsiste a realiser des expériences de specpiesco
Raman sur des biomolécules déposées sur un filmgadia L'excitation a lieu dans la bande
de plasmon de l'argent, il y a alors amplificatidn champ électronique au niveau de la

biomolécule et possibilité d’enregistrer des smecur une biomolécule unique. Un autre
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exemple est I'utilisation du SPFS(rface Plasmon Resonaha@®uplé a la spectrométrie de
masse, le SPR permet de quantifier et d'isolerpungsine et la spectrométrie de I'étudfér.

L’étude d'un systeme hybride constitué d’'une biokcale et d’'un atome ou d’une
petite nanoparticule métalligue peut fournir lessdsa pour comprendre les propriétés
structurelles, les transferts de charges, et éesterts d’excitation dans des complexes métal-
biomolécule. En utilisant un systeme modeéle degretailles en phases gazeuses, on pourra
comparer les résultats expérimentaux a des cadduilgtio et obtenir une description précise
de la structure, des états électroniques excitésydteme et de la densité de charge. Des
résultats disponibles dans la littérature sur desptexes métal-biomolécule en phase gazeuse
ont été obtenus sur des systémes comportant ureatanun cation métallique et un acide

amind” ou une protéirfe .

En particulier, les études de Shoeib et Sui paodiation obtenu par collision associée
a des calculs de DFT ont permis d'obtenir des m#irons sur les structures, sur la stabilité
des liaisons ainsi que sur la fragmentation de dexes métal-acide amifiél et notamment

sur des complexes d’argent et d’acide arffihé?

Les travaux en spectroscopie infrarouge sur desplExes de sodium et d'acides
aminés permettant d'accéder a la structure detl'ftadamental grace a la signature
vibrationnelle!”? La spectroscopie infrarouge permet notamment ffiérelncier des structures
zwitterioniques de structures de type charge seblat>*® Les études en phase gazeuse de

17, 18]

molécule organo-métallique par Willeyadt! et Yang etl.'®! ont également montré que

le transfert de charges peut étre I'étape initi@es la photofragmentation de tels systemes.

Dans ce chapitre, je vais présenter les études enesigr des systemes complexes
agrégats d’argents tryptophane. Ces études ontéaiéées en collaboration avec le groupe de
Chimie théorique de I'Université de Humbolt & Bediirigé par le professeur Vlasta Bonacic-
Koutecky. Les expériences de photofragmentatiomptent d’obtenir des spectres optiques.
Les calculs nous donneront les structures, les trgsea’absorption et les transitions
caractéristiques associées. L'étude portera stérdiftes tailles d’agrégats, TrpefAgn=1-
5,9).

Nous verrons que ces systemes peuvent adoptertyfsescde structures : CS et ZW. La
nature des excitations électroniques dépend deeuetgre du complexe. Nous verrons que la

comparaison entre les résultats expérimentaux é@otritjues (notamment les voies de
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fragmentations) permet de déterminer la structuecdmplexe et donc la nature des

excitations observées.

3.2 Production de complexe biomolécule-métal

3.2.1 Source electrospray et complexe de tryptopharargent.

Les complexes avec cations métalliques sont pradigs la présence de tres faible
quantité de cation métallique dans la soluttdrf® 22 Quelques publications montrent qu'il
est possible de former des complexes « agrégasssian partir d’'une solutidf®' ¥ Par
exemple des complexes d'argent avec des peptidegpwrétre formés par une source
electrospray a partir d'un mélange en solution elensétallique et de peptide ou d’acide
aminé®¥! O’'Hair et al. ont montré la possibilité¢ de produire de petitséggts d'argent
(AgH) par dissociation multiple (M$a partir de complexes peptide-argémtAu cours de
ce travail, nous avons pu pour la premiére foiglpit@ et manipuler des agrégats de taille >
10 par une approche similatfé.

Nous avons utilisé un mélange d’une solution dedsehitrate d’argent a 1 mM dans
eau/méthanol 50/50 (v/v) et d’'une solution de pbiane a 200 UM dans eau/méthanol 50/50
(v/v). 3% d’acide acétique ont été rajouté a laisoh finale. La solution est injectée dans la
source electrospray. Apres des réglages adaptkssbeirce, on obtient le spectre de masse
présenté sur la figure 3.1. Parmi les nombreusésticus préparées, différents modes
opératoires ont été utilisés en terme de concémrate Trp et d’Ag et en proportion
d’eau/méthanol. Les parametres de source ont égtesla chaque solution pour optimiser le

signal.

110



Chapitre Ill : Systemes complexes hybrides : agrégdallique - biomolécule

2;4
100 ~ 2:3
80 - 2;5
60 : -
1:2 1,4 3;4
40 - 11
13 3:6
20 - 1,5 1;9
j :b;? 3.?/’ 3,7
0 - MWMLUL&LMM
200 400 600 800 1000 1200 1400
m/z

Figure 3.1 - Spectre de masse issue d'une solution de tryptapleande nitrate d’argent. Les

étiquettes correspondent aux complexes tryptophagent n;m ou n est le nombre de tryptophane et

m le nombre d’atome d’argent.

1:1 | [Trp+Agl™* 2;3 | [(Trp-H+AQ),+Ag]*
1,2 | [Trp-H+Ag,]™ 2;4 | [2Trp-3H+4Ag]
1:3 [Trp+Ag,]* 2,5 | [2Trp-4H+5Ag]*
1:4 [Trp-H+Ag,] * 34 | [(Trp-H+AQ);+Ag]*
1;5 [Trp-2H+Ag] 3:6 | [3Trp-4H+5Ag]"
L7 | [Trp-2H+Ag, 1" | 3;7 | [3Trp-5H+6Ag]*
1,9 | [Trp-2H+Agg]*

Tableau 3.1- Stoechiométrie des espéces produites par la salemtrospray et observées dans le

spectromeétre de masse. Observation réalisée panzaTan.
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3.2.2 Différents types de complexes produits

Sur la figure 3.1, on observe différents pics cspomdants aux especes produites dans
la source. Les étiquettes utilisées pour notedi#érentes espéces ont la forme génénate
oun correspond au nombre de tryptophans el nombre d’atomes d’argent. Notre attention
s’est portée sur les complexes ne contenant quuhtsyptophane auquel est attaché un ou

plusieurs atomes d’argent.

Le premier probléme posé par ces résultats esingasition exacte du complexe. Pour
pouvoir répondre a cette question essentielle, mtilisons dans un premier temps le mode
zoom scan pour obtenir la distribution isotopigies especes observées dans le piege. Nous
prenons le complexe 1;7 pour illustrer la démar&he.la figure 3.2 a), en encart, nous avons
le spectre zoom scan enregistré, il est en acomd le spectre théorique calculé de I'espéce
[Trp—2H+Ag7]". Il est important de noter que nous ne sommes graprésence d’une
substitution de n atomes d’hydrogéne par n atorfa@gaeht comme par exemple, en encart, le
spectre théorique de [Trp—6H+6Ag]AdEN revanche, on voit qu'il y a perte de deux asm
d’hydrogéne, [Trp—2H+Ag". Dans un second temps, la CID sur le [Trp—2HAAgsur le
spectre de la figure 3.2 b), produit un agrégatAgi’. Cela nous montre que le complexe

[Trp—2H+Ag;]" contient un tryptophane moins 2H associé a ungagicfargent Ag'.

Pour les complexes de type [TrpsAg nous avons observé les formes exactes
suivantes : [Trp+Ad] [Trp+Ags]®, [Trp-H+Ag)]" (n=2,4,6,8) et [Trp-2H+Ag" (n=5, 7,
9)2%l Ces stochiométries correspondent toutes & desnsgstcomportant un nombre pair
d’électrons et sont réesumeées dans le tableau arllaPsuite avec d’autres solutions, nous
avons obtenu pour le complexe 1;9, la forme [TrpdtAdLe processus de formation reste
encore mal maitrisé. Il faut étre prudent lorsdoe thange de solution ou lorsque la solution
vieillit (substitution par hydrogéne amplifiée).gst d’'ailleurs une des raisons qui a impose le

contrdle systématique de I'espéce étudiée parliyanales distributions isotopiques.
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] [Trp-2H+Ag,]*
] [Trp-6H+6Ag]Ag*

948 952 956 960 964

1b) Ag,*
1;7
" A L " A.M m LI.-.A-LAMMJM_LMM—M
T T T T T T
300 600 900 1200
m/z

Figure 3.2 -Spectre de [Trp-2H+A§", a) isolation de [Trp-2H+Ag ", en insert le zoom scan et des
spectres théoriques correspondant a des formeéreliffes : [Trp-2H+Ag+, [Trp+(Ag «H)JAg™. b)
spectre CID de [Trp-2H+Agd".

A titre de comparaison, la figure 3.3 montre desultats similaires enregistrés pour le
peptide, substance P. Dans ce cas on voit que rggnta ont substitué des atomes

d’hydrogéne du peptide et gu'’il n'y a sans doute g formation d’agrégat.
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a) [Arg-Pro-Lys-Pro-Glu-Glu-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,)].

.
o)
b) § (M-H+3Ag)?*
+
>
C-tl S
1) +
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g <c,:D < & &
+ (90] —_
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c 2 TP P8
+ S 1 T 6 2 2 o
1 & q » + < < <
T h | T N~ o0 (o))
N = 2 ¥ F X =
+ N N—r 1 I I I
s S L 9 N
=~ | ' 2 2 =

700 800 900 1000 1100 1200

m/z

Figure 3.3- a) séquence de la substance P. b) spectre de rdasse solution de substance P et de
nitrate d'argent. Les compositions des espéces reésse montrent que la substitution argent

hydrogéne est systématique.

3.2.3 Mécanisme proposeé pour la formation des congtes

Deux observations sont importantes pour compreladfermation de ces complexes.
Le spectre UV-vis de la solution ne présente pagsienance plasmon, ce qui indique que les
atomes d’argent ne sont pas sous forme d’agréget asolution. De plus, lorsque nous
injectons une solution pure de sel d’argent nowbservons aucun agrégat, la formation

d’agrégats nécessite la présence d’'une molécusnimyge.

La formation d’'un complexe composé d’'un cation iiétze avec un acide aminé ou un
peptique & partir d'une source electrospray estefac” ¥ et peut étre parfois source de
pollution, par exemple, pollution des spectres dasse par du sodium. Par contre, le
mécanisme conduisant a la formation des complegegat-biomolécule est plus complexe.
Nous nous appuyons sur nos résultats et ceux deiO#tal.”® 2 28 pour proposer un

mécanisme de formation.
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Pour que I'agrégation d’atomes d’argent ait liéfgaut d’abord une réduction initiale du

cation métallique présent en solution :

réduction agrégation

Ag"'— Ag’— Ag,

En utilisant une solution avec du sel d’argent etlal glycine (G), O’hair observe en
sortie de son spray des espéces de forme [(G-H+Ag]" jusqu’a n=6. Dans notre cas on
observe aussi ce type de systemes notés 2;3 &f3flgure 3.1) avec la méme composition
(cf. tableau 3.1). Ensuite, par réaction collisielien sur ces espéces il obtient de nouveaux
complexes dont entre autres, [G+3Ag} [G+4Ag-H]. La formation de ce type de systéme

nécessite :
(1) la formation d’un précurseur du type [Ag(AgK)par I'électrospray puis,

(2) que le ligand X posséde des propriétés d’oxgdiaction favorable pour faciliter la

réduction de Aglors de I'activation par CID.

Selon ces observations, la présence simultanéealype amine et carboxylique d’'un
acide aminé en fait le candidat parfait pour réaltes deux étapes. En effet, lorsque l'acide
aminé ne possede plus sa fonction amine (par exeaggtate, Ac), la réduction de complexe
[Ag(AgOAcC),]" n'a plus lieu. Et en utilisant le méthyle ester glgcine (suppression la

fonction acide) les complexes de I'étape (1) net guos réduitd’” 28 L'acide aminé
tryptophane (dans notre cas) ou glycine (dansdadeaD’Hair) joue un rdle de réducteur pour

les atomes d’argent. Nous proposons un mécanisma sgure 3.4.

Notons que pour les peptides, les fonctions aminacele se trouve beaucoup plus
espacé et ce mécanisme de réduction est plustdéliéaliser. Pour la substance P présentée,
on peut faire remarquer que la fonction acide kgfu®e par un NH

Dans notre cas nous obtenons directement des coespfermés dans le piege. Les
conditions de source sont critiques et, comme @&aile une fragmentation en source (CID in-
source) est fortement probable. Notre hypothésquestdans notre cas, les réactions induites
par collision proposées par O’Hair se produisemtsda source. De plus, la multitude des
especes gu’il observe et les nombreuses réactions’'en suivent, peuvent expliquer la

composition des espéce que nous obserddns.
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CIDMSL [Trp+Ag,,,-H]*+ fragments  n=impair
[(Trp+Ag-H),+Ag]*
CID MS" [Trp+Ag,]* + fragments n=pair

Figure 3.4 - Schéma de réaction proposé pour la formation depbexe tryptophane agrégats

d’argent induit par collision en source.

3.2.4 Etude des complexes par CID et MS

Lorsque les complexes sont produits, ils peuvestr@anipulés dans le piege. L'un des
principaux atouts du piége est sa gamme dynamigsé-a-dire sa capacité a isoler un type
d’ion présent en quantité infime dans le piege.|8digure 3.1, on voit que le complexe 1;7
peut étre isolé, pourtant le pic est &8 (du signal maximum). Lorsqu’on isole ce pic, le
mode AGC va augmenter le temps d’injection jusqeéaque le pic soit détectable. Le
systéme est capable de charger le piege pendaemps tres long (quelques secondes). On
peut alors isoler un pic donné en éjectant touali®s ions piégés et le fragmenter comme le

montre la figure 3.5, malgré un signal relatif értiement faible.

Les expériences de MSpermettent de réaliser des manipulations variégsles
complexes et les agrégats. Comme présenté sugueefi3.5, nous pouvons, a partir de
I'espéce [Trp-2H+Ag", produire par CID (M$ l'agrégat pur Ag'. Cet agrégat pur peut
ensuite étre isolé (voir figure 3.5) (a) puis fragte (b). On peut réitérer cette méthode et
observer la fragmentation successive des agrégasvpporation d’atomes d’argent. On peut
ainsi observer la filiation compléte de Aget donc controler complétement I'histoire de la
fragmentation. Sur ces spectres de fragmentationtetrouve la stabilité particuliére des
agrégats comportant un nombre pair d’électrons.ftaggnents obtenus sont en accord avec
ceux rapportés par Schweikhardatf® ol les agrégats sont produits par évaporatiom &tse
la CID est réalisée dans un piege de Penning. Peints notables de cette expérience sont a
relever. Malgré le faible signal du complexe 1;%etvé sur la figure 3.1, nous avons été
capable d'effectuer jusqu'a six étapes de MS YMP’autre part, la manipulation des
agrégats d'argent (par CID ou UVPD) issue d'uners®lelectrospray dans un piege est

réalisable.
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1 @) Aggyt
1 MS2
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Figure 3.5 - Spectre de masse par multiple étape YMBagrégat d’'argent. L'agrégat d’argent
parent Ag" a été produit a partir du [Trp-2H+A§". L’encart du spectre a) montre la pureté de
I'agrégat. Des étapes successives de CID sontsé&adia) sur I' Ag, b) sur le Ag" fragment de Ag,

c) sur I'Ag,” issue de Ag et pour finir sur 'Ag+ produit de Ag’'. Les schémas de fragmentation

représentés a chaque étape.
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3.3 Du tryptophane protoné au tryptophane argent propriétés
optiques

3.3.1 Méthodes expérimentales et théoriques

Expérience. Les expériences présentées dans ce chapitre peminde réaliser des

spectres optiques de photodissociation résolusregueur d’onde.

En balayant la longueur d’onde du laser a I'aid¢@EO, on va pouvoir enregistrer un
spectre de photodissociation pour chaque longuendd sur la gamme 215 a 320 nm par pas
de 2.5 nm. En faisant le bilan des fragments ptedors de chaque spectre, on obtient la

section efficace de photodissociation par la foeraulivante :

o(A) :lln(
@

parent+ Zfragments
parent

ou parentest I'aire du pic parentfragmentest la somme des aires de chaque pic fragment et
@ est la fluence laser calculée a partir de la pniss laser recueillie pendant I'acquisition par
une réflexion sur une lame quartz (cf. chapitreQette grandeur est proportionnelle au
nombre de photons injectés sur le nuage d’ionguissance laser injectée dans le piége est

inférieure a 200 pJ par pulse.

A partir de ces résultats expérimentaux on peuerobttrois informations pour
I'analyse. i) la courbe de section efficace de pHisociation. ii) les différentes voies de
fragmentations observées sur les spectres de mas$es rapports de branchement de ces

différentes voies en fonction de la longueur d’ande

Théorie. L’'ensemble des calculs a été réalisé par le gralperofesseur Bonacic

Koutecky a Berlin.

Structure. Les propriétés structurelles dans I'état fondamdesint déterminés par la
théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT)cauee fonctionnelle hybride B3LYE 3
La recherche initiale de conformation utilise unmegedure de simulation par dynamique
moléculaire dans le cadre d’'une méthode semi eguarAM1. Les structures ainsi obtenues
sont ré-optimisées avec la méthode DFT en utilipanir I'atome ou l'agrégat d’argent, le
potentiel 19el- RECP du groupe de Stutt§@ttPour le tryptophane, la base d'orbital
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atomique 6-311G** augmentée par des fonctions séfuest utilisée pour une description
appropriée et plus précises des états excités.

Réponse optique.Les spectres d’absorption optique ont été obtgrars TD-DFT
(théorie de la fonctionnelle de la densité dépendartemps) en utilisant le pseudo potentiel
11el- RECP (développé par le groupe de KoutéfkyLe potentiel a été optimisé pour
décrire de maniére précise les états électronigxEes des agrégats d’argent.

Les spectres obtenus par le calcul vont se préssats deux formes distinctes. i) le
spectre d’absorption optique a 0 K avec représentates transitions par des barres (ou
moyennées par des lorentziennes). ii) Pour cedaiaidles le spectre d’absorption optique
simulé a température finie T (300 K).

Dans ce cas, le spectre est obtenu en réalisanalonl de dynamique moléculaire a
T=300K dans I'état fondamental et en calculant tariralles de temps réguliers le spectre
d’absorption optique correspondant a la géométrtermie. Deux niveaux de calculs ont été
utilisés. Pour le TrpH TrpAg" un calcul de dynamique moléculaire avec la métrsmiai-
empirique de type AM1 puis un calcul des étatstégcavec cette méthode en incluant les
interactions de configuration. Pour TrpAgla dynamique a été réalisée avec la DFT, les état
excités par un calcul de TD-DFT et I'ensemble awee base plus réduite que celle donnée
dans le paragraphe précédent.

3.3.2 Tryptophane protoné

Spectre optique. Le spectre du rendement de photodissociation réepour le
tryptophane protoné en fonction de la longueur déorest donné figure 3.6 a). Une
photodissociation a été observée pour les longu#orgles inférieures a 310 nm avec une
large bande centrée autour de 270 nm. Ce spettea escord avec le spectre partiel (270 nm
a 295 nm) mesuré par Weinkaetf al'**! De plus la photodissociation est obtenue dans le
domaine optique pour lequel une absorption estreésepour le tryptophane en soluffhet
en phase gazeuSd. Le spectre calculé par le groupe de Vlasta Boriécigtecky est montré
sur la figure 3.6 b). La courbe correspond a urtspealculé a 300 K avec la méthode AM1,
les traits verticaux indiquent les transitions TBAD Excepté pour la partie haute énergie
dont les états n'ont pas été inclus dans le calMll, les résultats expérimentaux et
théoriques sont en bon accord. La large bande wafsexutour de 260 nm sur le spectre
expérimental est attribuée a la transition* représentée sur le spectre théorique b), ce qui
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est en accord avec les différents calculs dettrditurd®*“°! Une transition de type transfert
de charge (CT) est calculée a 270 nm, la forcecdlateur correspondante est faible. Sur la
figure c), une représentation des orbitales HOMQWWO permet de voir les charges se

transférer de l'indole vers le NHlors de la transition CT.
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Figure 3.6 - Spectre optique du [Trp+H] a) courbe de section efficace de photodissociatio
mesurée, b) courbe d’absorption optique calculés,ttaits verticaux correspondent aux principales
transitions calculées a 0 K%£* et un transfert de charge (CT)). En insert, orit V@ représentation

de la vibration des atomes a 300 K°) autour dedaifon d’équilibre. c) déplacement des orbitales

HOMO vers LUMO lors de la transition a CT.

Rapport de Branchement.Dans le but de mieux comprendre les mécanismes de |
fragmentation de nos systémes suite a une excitatiectronique, nous avons tracé les
rapports de branchement des différents fragments digure 3.7. Cette information donne le
chemin réactionnel le plus favorable en fonctionad®ongueur d’onde. On constate que les
fragments n’évoluent pas de la méme maniére etgmewdépendre fortement de la longueur
d’onde. Linterprétation de ces courbes est dédickitradiation dure ici 1s (50 pulses laser)
donc les fragments produits peuvent absorber de®ps et des fragmentations successives

peuvent avoir lieu. On peut cependant dégager gaslopformations importantes.

Par exemple, le fragment de masge204, correspondant a la perte d’un H, apparait au
centre de la bande observée (240 — 280 nm). Céenation est en accord avec la

proposition de mécanisme de Jouvet présenté autrehpou la perte de H est induite par le
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transfert sur I'état-n* activé a 266 nm et qui est suivie d'un croisensrdc I'état dissociatif
on*. Cette transition correspond au transfert de ghaers le NH qui est observé autour de
270 nm (cf. figure 3.6 c)).

Le fragment m/z 130 correspondant a la chainediétu tryptophane, est majoritaire
au dessous de 240 nm. Cette observation est enrfaes mécanismes proposés dans le
chapitre Il, les niveaux électroniques atteintsrmdtent de dissocier plus rapidement dans la
voie de fragmentation du 130 que dans les autressvG@ette rupture de la liaison-Cs a
déja eté faite sur des spectres de dissociatio\éAD dans le chapitre précédant, par

exemple pour la leucine enképhaline ou la gramieidi

Le fragment 146 est le fragment principal obsereéisdla zone correspondant au
transfert de charge. Ce transfert de charge naeral NH*, ce qui ce traduit par I'apparition
d’'une charge sur I'indole. On remarque que ce méoanet trés similaire a celui décrit pour
la perte de H. Cependant dans ce cas il n'y pazabénergie pour coupler I'état dissociatif
qui conduit a la perte de H et il y a recombinaidarH via une conversion interne (cf. figure
2.12).

Il est cependant difficile d’aller plus loin danseuquelconque interprétation a cause,
d’une part, de la complexité de filiation obsenatiples différents fragments (cf. chapitre 1)

et d'autre part du temps élevé d’activation lages,(50 pulses).
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Figure 3.7 - Rapport de branchement des principaux fragmentdpection de la longueur

d’onde d’excitation issue de la photodissociationtyptophane protoné.

3.3.3 Tryptophane argent

Le tryptophane argent est le premier systeme hgliridmolécule métal que nous avons
étudié. Ce systeme se distingue des autres consppexsqu’il ne fait intervenir qu’'un seul
atome d’argent sous la forme d’un cation.

Structure. La figure 3.8, présente deux structures de bassegi& obtenue par DFT.
Elles caractérisent deux types d’attachements cpdigis entre I'atome d'argent et le
tryptophane : la forme charge solvatée (CS, stracte plus basse énergie) et la forme
zwitterionique (ZW). La compétition entre ces desixuctures dans les systémes, acide
aminée avec cation métallique, a été étudiée panatebreux groupéed. > 4 4| g
notamment été montré qu'il était possible dansagestcas de stabiliser avec le cation
métallique la structure ZW. Pour la structure CBrésentée sur la figure 3.8 a), la partie

métallique sous forme d’'un atome d’argent est hétacau tryptophane par deux liaisons aux
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carbones du cycle indole, par une liaison sur @ne (en bleu) du groupe COOH et par une
liaison sur I'azote (en rouge) du MHDans la forme zwitterionique (ZW) représentéelaur
figure 3.8 b), 'atome d’argent est attaché par lLason de type pont salin sur les deux
oxygénes du groupe CO@vec un transfert de’Hsur le NH. Deux autres structures de type

CS, mais plus haute en énergie, sont également@esrgur la figure 3.9, c) et d).
[Trp+Ag]*

b)

CS ZW

Figure 3.8 -Structure de [Trp+Ag]. a) forme charge solvatée (CS) et b) forme zvigégue (ZW).

Atome de carbone en vert, d’'oxygéne en bleu ebt#an rouge.

Spectres d’absorption optique.Sur la figure 3.9, les spectres d’absorptionsquets
associés aux quatre structures des plus bassagiesnsont obtenus par les calculs de TD-
DFT. On retrouve les structures de type chargeas&dvyCS sur les figures a), b), d) et la
forme zwitterionique c). Les structures CS présanime transition dans la partie rouge du
spectre (350-400 nm) notée CT, cette transitiowtgrique implique la participation de
'atome d’argent. Elle est associée a un tranddertcharge des électrons délocalisés des
liaisons © de lindole vers le cation métallique. Cette préf est caractéristique de la
structure CS. Le transfert est fortement favorigé |p proximité de indole et de I'atome
d’argent que I'on voit sur les figures 3.9 a) et Ggci est confirmé par la structure CS sans
liaison indole-Ag (cf. figure 3.9 d)), pour lagwellintensité de la transition CT est trés faible.
Cette transition n’existe pas pour la structure Ziggre 3.9 c). La partie bleue du spectre est

principalement attribuée a I'excitation du tryptaple.
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Figure 3.9 -Spectre d’absorption optique du complexe [Trp+Agbur différente structure de basse
énergie. On retrouve les deux types de structureeZ\@S. a) forme charge solvaté CS de plus basse

énergie, b) forme charge solvatée CS, c) formaenanique ZW, d) forme CS de plus haute énergie.

Spectre de photodissociation. La figure 3.10 présente le spectre a) de
photodissociation mesuré et le spectre b) d’absormiptique calculé pour la structure la plus
stable. Le spectre théorique présenté est, commeledlrpH, une moyenne des spectres
calculés pour différentes structures autour ddrlecture CS d’équilibre la plus stable a 300
K, basé sur la méthode semi-empirique AM1-Cl. Cettéthode permet d’obtenir une
description précise des états excités de typefednde charge a basse énergie. Le spectre
expérimental présente une large bande centréeraigaeB80 nm. Cette bande est semblable a
celle observée pour le TrpHcf. figure 3.6 a)). En addition, on observe useaside bande
autour de 330 nm et une forte remontée de I'absorptans la partie la plus UV du spectre.
Le spectre théorique, mise a part la partie bléx@40 nm) qui ne peut pas étre calculée, est
en bon accord avec I'expérience. Les courbes tipéesi et experimentales présentent toutes
deux la large bande centrée a 280 nm qui est goégempar des transitions-n*
caractéristiques de I'excitation de l'indole déjaservée pour le TrpH La bande centrée

autour de 330 nm correspond au transfert de chirgmlcul reproduit bien cette bande. La
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chute brutale sur le spectre de photodissociati®8lanm est due a une chute de la puissance

laser. Nous sommes a la limite de fonctionnemeiGiO.

Cette nouvelle bande est localisée dans le proghétidnsition principale a 330 nm).
On peut rappeler que I'atome d’argent présentettamsition 2s vers de 2p localisée a 337
nm*¥ Les orbitales HOMO LUMO (cf. figure 3.10 c)) moatgue ce transfert de charge
correspond a un déplacement des électrons délésales!’orbitalr de I'indole (HUMO) vers
une orbitale s de I'atome d’argent (LUMO). L’atomiiargent a permis un transfert de charge
plus efficace et a déplacé ce CT par rapport a TfpH figure 3.6 b) et 3.10 b)). On constate
d’autre part une augmentation de I'efficacité detpHissociation entre le TrgHet [TrpsAg]’
d’'un facteur 2 dans la bande central (260-280 mm)bservant les spectres des figure 3.6 a)
et 3.10 b), on constate la méme amélioration deoalhsorption sur les spectres théoriques
(cf. figure 3.5 a) et 3.9 a)). Ce transfert de gbaspécifique a la structure CS observée
théoriguement et expérimentalement nous permetidiasr le complexe [TrpsAg]a la
structure CS.

3.004\ & [Trp+ Ag]l+ expérience
2.00-

L~

rrrrgJyrsrrvrJyrrrJyrrr1rrrr 1 rrrjp7

théorie

3.00

Intensité [unit arb.]

2.00-
1.00 -

000+ T T
220.0 240.0 260.0 280.0 300.0 320.0 340.0

A [nml

Figure 3.10 - Spectre optique expérimental et théorique du [Tgh*A a) spectre de
photodissociation mesuré, b) spectre d’absorptialcwé, c) représentation des orbitales HOM®
LUMO correspondant au transfert de charge CT a 880
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Les voies de fragmentation.Les fragments observés apres irradiation laset son

résumeés par le schéma suivant :

[FAQ]*+ ... a)
hv Trp* + Ag b)

[Trp-Ag]* ——
F+ ... c)

Trp + Ag* d)

ou F correspond aux fragments internes du tryptoghdes rapports de branchement
correspondant a ces fragments sont représentda sigure 3.11. Les fragments de types
[FAg]® ou le tryptophane se fragmente pour produire omatd’argent accroché a lindole,
sont peu dépendants de la longueur d’onde. L'éaatgiliaison entre I'atome d’argent et le
tryptophane est estimée a environ 3.1 eV (poutrlecsire CS de plus basse énergie), cette
énergie est supérieure & celle nécessaire pouménatgr le tryptophane (1 eV Les
fragments de type Fsont principalement observés a haute énergie ldathsmaine 220-260
nm, ce mécanisme neécessite de casser les liaisgasténdole et I'énergie résiduelle est
suffisante pour fragmenter le tryptophane. Toutefei fragment Trpissue de la perte de
I'atome d’argent dépend fortement de la longueondet et est observé au dessus de 300 nm,
ce chemin de fragmentation spécifique est corréldransfert de charge de l'indole vers
I'argent observé dans les calculs. Le transfert’iddole vers I'Ag" induit une perte de
I'argent neutre. La dissociation directe de [TrppAgn Trp est donc déclenchée par le
transfert de charge photo induit. Cette voie dedtimtion et sa dépendance en longueur

d’onde sont des signatures de la structure CS.

126



Chapitre Ill : Systemes complexes hybrides : agrégdallique - biomolécule

1.0 5
0.5

00 T * T L I ¥ I X I L I

0.50—(b)

0.25 1

0.00 : . M

050

Rapport de branchement

0.25 1

0.00

220 240 260 280 300 320

A [nm]

Figure 3.11 - Rapport de branchement des différents types demfeats observés lors de la
fragmentation du [TrpsAgd]. a) fragment de Trp avec Ag, b) perte d’Ag, ajjnent de Trp.

En conclusion, le complexe présente une forte antatien de sa photodissociation par
rapport au TrpH L’apparition d’'une nouvelle bande CT caractéripée un transfert de
charge du cycle aromatique vers le cation métalligst associée a une structure particuliere

CS et conduit a un fragment spécifique.

3.4 Complexes tryptophane agrégat d’argent : effetle taille et
de structure

3.4.1 Structures CS et ZW

Pour les complexes tryptophane agrégat d’argestdéeix types d’attachements CS et
ZW entre la partie métallique et le tryptophanetgmssibles. On considéere que les atomes
d’argent viennent se positionner sous forme d’aafemeétallique et ne sont pas distribués sur

I'ensemble de la molécule comme semble le monggespectres de CID.
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En utilisant des calculs de DFT, le groupe du meder Vlasta Bonacic-Koutecky
détermine les structures pour plusieurs taillegrdgats dans les complexes [Trpsfgn=1-
5,9). Sur la figure 3.12, les deux types de stmactle chaque complexe sont classés par leur
énergie de liaison tryptophane-agrégat. Les petades d’agrégats ont une plus grande
stabilité pour des structures CS (n=1-4), et lesggs tailles favorisent les structures ZW (5,
9). Cette évolution est probablement due a l'augatem de la polarisabilité de I'agrégat
(effet de taille) et a une plus forte interaction-dipéle induit. Il peut également y avoir un
effet d’encombrement stérique qui défavorise lasiciires CS pour de gros agrégats

d’argent.

Binding energy [eV]
(8]
I

0.5+

0

Figure 3.12 -Energie de liaison entre le Agn=1-5,9 et le tryptophane. On distingue les stiues
charge solvatée (CS) avec la courbe en rond rougesestructures zwitterioniques (ZW) avec la
courbe en carré noir. Les structures ZW possedeiquement des liaisons agrégat-oxygenes (en

rouge), les autres sont les structures CS.

3.4.2 Spectres calculés pour les complexes tryptagie-agrégat d’argent

Les systémes [TrpeAd se distinguent du [TrpeA§Jpuisque que leur partie métallique
passe d’'un a plusieurs atomes et devient un agrégmtagrégats ont des propriétés optiques
particuliéres, c’est le plasmon de surfdoatl les électrons sont impliqués dans une exditatio
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collective suite a I'application d’'un champ électragnétique adapt&’ Le plasmon de
surface dans une couche est réalisé a 310 nm danmshoparticules, il se déplace vers le
rouge jusqu’a environ 350 nm pour les plus petidies. La structure des agrégats d’argent
varie avec la taille, on a une structure planeljiisg et & partir de 5 on a une structuré'3D
(cf. figure 3.12).

3.4.2.1 [TrpeAg]”

Les spectres d’absorption optique calculés po{ifrigsAg,]" sont montrés sur la figure
3.13 a) et b), respectivement pour les deux strestC$ et ZW, la notation d’indice pour
CSs est utilisée pour identifier les différentes stunes de type CS. La figure 3.13 c) présente
le spectre de Ag pur. La structure CS posséde des transitionsitlke fénergie a 370 et 460
nm impliquant un transfert de charge de l'indolesviagrégat d’'argent. Cette empreinte
optique de la structure CS s’oppose nettementla del la structure ZW. En effet pour la
forme ZW (cf. figure 13 b)), on observe une fomansition isolée a 525 nm. Comme on le
voit dans l'insert de cette figure, la transiticst assignée a I'excitation de I'orbitale liarte
(HOMO) du dimére d’argent A vers l'orbital non-lianter (LUMO) de Ag'. Cette
transition peut conduire a la rupture de la liaigrAg. Cette transition est propre a I'agrégat
d’argent pur Ag'. D’ailleurs, on retrouve sur le spectre de BAgur (la figure 3.13 c)) une
transition isolée de méme caractére autour de B80endécalage vers le rouge dans le cas du
complexe peut étre expliqué par 'influence du Ce&du NH" auquel vient se lier 'agrégat.
Sur la figure 3.13 b), on remarque une importardasition a 270 nm de type CT deAg
vers NH; qui est spécifique a la structure ZW.
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Figure 3.13 -Spectre d'absorption optique du TrpsA@t Ag'. a) structure C§ b) structure ZW, c)
agrégat d’argent pur Ag. Des transitions a transfert de charge sont id&wes (CT) pour GSet ZW.
Pour ZW, en insert on voit les orbitales de la sigion sp dans Ag. Plusieurs structures CS ont été

obtenues d’ou la nécessité de les différentierdesr indices.

3.4.2.2 L'effet de taille : [TrpeAgssq"

Lorsque la taille des agrégats va augmenter ndossabbserver une contribution

croissante des transitions propres a l'agrégatdams le spectre du complexe associé. La
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figure 3.14, présente les spectres calculés dds teilles d'agrégats 3, 4, 5, sur le
tryptophane, pour les structures CS et ZW, ainsigpur les trois agrégats purs.
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Figure 3.14 - Spectre pour les tailles 3, 4, 5. Les structures Z& et les agrégats purs sont
présentés. Les structures de plus basse énergie GBA pour TrpAg et ZW pour TrpAg et

TrpAg’. CT indique les transferts vers le Nstite & une excitation dans I'argent.

TrpeAgs'. Ce complexe présente une structure de plus bassgi€ de type CS (cf.
figure 3.12), I'agrégat est attaché par deux liagssur I'indole, une sur I'oxygene du COOH
ainsi qu'une sur le NH Cette structure présente de fortes transitioms ¢t domaine 200 a
300 nm qui concorde avec les deux transitions eBssrsur le spectre de I'&gpur (cf.
figure 3.14). De plus les deux transitions dusAgur sont en résonance avec le transfert de
charge et la transitiomn* du tryptophane. La représentation sur la figurEs3des orbitales
moléculaires suite a | excitation a 310 nm, nousfiome une forte interaction entre
I'excitation de l'argent et I'excitation due au nsdert de charge entre le tryptophane et
I'agrégat. Pour la structure ZW, une transitiontyjee transfert de charge de Agers NH"
autour de 340 nm apparait, elle n’est pas obsgrwéela structure CS. Cette signature de la

structure ZW a déja été observée pour TrpsAg
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a)

HOMO HOMO-1

[Ag;’/mg;l Y C/ \;\T

LUMO LUMO+1

Figure 3.15 - a) Principales excitation correspondants a la trarwmiticalculée a 310 nm de la
HOMO localisé sur I'agrégat Ag et de la HOMO-1 localisé sur I'indole. On obsed/ane part une
excitation de Ag et d'autre part des transferts de charge entradble et Ag'. b) Différence de
densité électronique apres excitation de la traosidominante a 310 NNAA=pexcits—Prond)- EN blanc

les zones de réductions d’électrons et en blewdass d’accumulation.

TrpeAg4’, TrpsAgs’. A partir de ces deux complexes, on rentre danségime ou la
structure ZW est calculée comme la structure la ptable méme si la structure CS est proche
en énergie. Pour les agrégats purs (cf. figure)3lé4étramere et le pentamére présentent en
plus des deux intenses transitions similaire andre, une troisieme transition trés intense
localisée a 370 nm pour le Aget & 340 nm pour le Afj On retrouve la mémoire de ces trois
transitions dans les spectres du complexe TrpgeAGS et ZW). Les deux importantes
transitions a 210 et 280 nm impliquent une résomamtre les transitions de Agur et les
transitions n-t* du tryptophane comme nous l'avons déja commenhfénalyse des

transitions de basse énergie observées autour @a@mpmontre que I'excitation dans cette
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zone d’énergie est gouvernée par un transfert degehvers le N suite a I'excitation de la

partie métallique.

Un résultat trés similaire est obtenu pour le TiggeALes trois transitions de I'Ag pur
sont retrouvées sur le spectre de la structure @Wgj que sur celui de la structure CS mais
moins prononcé. Pour les deux structures on re¢rdavtransition de basse énergie trés
proche, a 365 pour ZW et a 358 pour CS. Malgré peache localisation, ces deux transitions
ne sont pas de méme nature selon la structureoroaef ZW est guidée par le transfert de
charge de la partie métallique vers le \Nldlors que pour la forme CS, cette transition

implique un CT entre I'argent et I'indole.

TrpeAg . La situation change complétement dans le cas p€\s" puisque la partie
métallique prend une structure 3D comme on le smitla figure 3.16. Le spectre de l'agrégat
pur présente une intense bande au voisinage de n820On retrouve cette bande
caractéristique de I'agrégat Agdans les spectres optiques des deux structurest 8.
Cependant, la nature des excitations est propteagque structure. Dans le cas de la forme
ZW, les transitions localisées a 299 nm et a 308mpiiquent une excitation dans I'agrégat
et un transfert de charge de Agers NH'. La différence de densité de charge entre I'état
fondamental et I'état excité localisé a 308 nm @nés sur la figure 3.17 confirme ce transfert
de charge de AQ vers NH'. Pour la structure CS, les intenses transitionaligées a 312,
307, 289 nm sont dues a I'excitation de I'agrégatomduit a des transferts de charge entre

I'indole et la partie métallique suite a I'excitatide I'Ag".
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Figure 3.16 - Spectre d’absorption optique de TrpsAgour les structures ZW et CS et de'Aga

structure de plus basse énergie est ZW.
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Decrease
Increase

Figure 3.17 - TrpeAgs". Différence de densité électronique aprés excitaio308 nm de la partie

métallique pour la structure ZW. Transfert de clearggative vers le NH

L’analyse théorique des différents complexes a néogtie 'augmentation de la taille
de I'agrégat favorise la structure ZW. L’analyss tlansitions révele des transferts de charge
de nature différente selon la structure. La forng pZésentant une forte interaction entre la
partie métallique et le tryptophane conduit a dassditions avec transfert de charge entre
I'Ag," et l'indole alors que la structure ZW va plutéirtsférer les charges de I'Agvers le
NH3".

3.5 Photodissociation et voies de fragmentation dapeAg "

Dans cette partie, je vais présenter les spectxpgrimentaux obtenus pour des
complexes de différentes tailles, que nous compaseaux résultats théoriques. Nous avons
réalisé ces expériences sur les tailles 1, 2, B, @, cependant, seul les tailles 1, 3, 9 sont de
la forme pur [Trp+Ag]”. La taille 5 est principalement de la forme [TrmsR mais nous
observons une faible quantité de forme [Trp—2H#Agpar contre les tailles 2 et 4 sont
clairement identifiées comme de la forme [Trp—H+AgSeules les tailles 3, 5, 9 seront donc
comparees aux spectres calculés. Il est imporanbter que les spectres expérimentaux sont
des spectres de photofragmentation. IlIs donnen¢eddement de fragmentation observé en
fonction de la longueur d’onde. Les spectres cakidont des spectres d’absorption. La
comparaison suppose que la fragmentation est éirexit proportionnelle a I'absorption.

Nous verrons que ce n’est pas le cas pour les gisyaiemes étudiés ici.
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3.5.1 Section efficace de photodissociation et tail

Sur la figure 3.18, les spectres de photodissaciathesurés sont présentés pour les
tailles 1, 2, 3, 4, 5 et 9. Afin de pouvoir compdes intensités relatives, ces spectres ont été
enregistrés dans les mémes conditions. Pour chiamqgeeur d'onde, on a enregistré des
spectres de masse pour chaque taille a la suitelaveéme solution. Pour les tailles 1 et 3,
nous disposions de spectres bien mieux résoludaSigure 3.18, ils ont été normalisés afin
de pouvoir comparer les intensités relatives. Ipepte d’irradiation est de 500 ms. Tous ces
complexes photodissocient dans le domaine de 2280anm avec une large bande centrée
aux environs de 270-300 nm et une augmentatioradéissociation dans la partie UV du
spectre. On observe une augmentation globale ffecdleité de photodissociation avec la
taille de I'agrégat entre la taille 1 et 4. On peobstater des différences de localisation des
maximums entre les différents systémes comme mangbe le [Trp+Ag]” autour de 300 nm
et le [Trp-2H+Ag]" autour de 270. Pour les tailles 5 et 9, on obseeananiére assez
surprenante que l'intensité diminue par rapport tailles précédentes alors que I'on pourrait
s’attendre a une absorption plus forte lorsquealdigo métallique augmente de taille, compte
tenu de 'augmentation globale du nombre d’éledreihdonc de la force d’oscillateur, et des

résultats des calculs pour les spectres d’absorpptique.
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Figure 3.18 - Section efficace de photodissociation pour plusigailles de complexe TrpeA&gn=1,
2, 3, 4,5, 7, 9. Les spectres sont normalisésagenf a pouvoir comparer les rendements de

dissociations pour les différentes tailles.
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3.5.2 Spectre de photodissociation et structure

TrpeAgs’. Le spectre de photodissociation de TrpsA@st comparé sur la figure 3.19,
avec le spectre optique calculé. On retrouve latéeode la bande vers 220 nm mais le laser
ne permet pas de passer en dessous de 220 nmrtédrémsition a 310 nm due en partie a
I'excitation de Ag" et aux transferts de charge est bien présentel'dapgrience. Par contre
on constate que la transition autour de 350 nmrpraga structure ZW n’est absolument pas
observée. Cette observation expérimentale estvauifal’'une structure de type CS. Enfin, il
est important de voir que I'augmentation globaleehdement de photofragment observée de

la taille 1 & 3 est parfaitement reproduite pahé&orie.

TrpeAgs’, TrpeAge" et Ag". Les spectres mesurés et calculés pour les t&illes9
sont présentés sur la figure 3.19. La dissociatgtnobservée dans la zone pour laquelle une
absorption est calculée. Alors que la position desdes d’absorption semble bien
représentée, I'accord sur les intensités est beguowins bon. Comme déja mentionné, les
rendements de dissociation sont plus faible posr TepsAg’, TrpsAgs’ que pour le
TrpeAgs’, alors que dans le calcul I'absorption augmenggili&rement avec la taille. Pour
comprendre ce faible taux nous avons mesuré letrepde photodissociation de I'agrégat

Age" que nous avons pu comparer au calcul et a desienpés de jet moléculaire.

Cet agrégat est préparé a partir de la dissociasimertessive par CID de [Trp-
2H+Ag11]". Une premiére étape de CID donne entre autre lg"Agui est a son tour
fragmenté par CID dans uné™ étape de MS et produit le &g On retrouve les spectres
correspondants a ces étapes sur les figures 320b)) Ensuite on réalise 'lUVPD de &g
on observe sur le spectre a 300 nm (cf. figure ZP0es fragments correspondants a
I'évaporation successive d’atome Ag et de dimére Ag

Le spectre optique de Agest présenté sur la figure 3.19, il est comparé &veourbe
théorique, on retrouve bien la trés forte band&Abey” pur, qui est en parfait accord avec les
résultats en jet moléculaire de Meiwes Broealét”, de plus le taux de photofragmentation
observé est trois fois supérieur a celui du TrpéAGn comparant le spectre de TrpsAgt
celui de Ag’ sur la figure 3.21 il est clair qu'une grande paet la dissociation due a
I'absorption de I'Ag" est manquante dans le spectre du complexe. Leslsalt le spectre
d’absorption de Ag sont toutefois en faveur d’'une forte absorptionsdeette région. Nous
pensons que le complexe absorbe mais sa désextitaéntraine pas la fragmentation du

complexe.
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Figure 3.19- Spectre optique de Trp&g TrpAg’, TrpAg’ théorique et expérimental.
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Figure 3.20- Spectres M5 a) MS, CID sur [Trp-H+Ag] " avec production de Ag. b)
MS®, le Ag:" est isolé et fragmenté par CID pour produire le’Ag) MS, UVPD & 300 nm
sur le Ag" ce qui produit une évaporation successive de Alg &g.
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Figure 3.21- Spectre optique de TrpsAg(rond) et de Ag (carré). Les deux courbe sont

normalisé I'une par rapport a l'autre.
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Une premiére explication peut étre liée a la tadle complexe. Lorsque I'agrégat
augmente, le nombre de degré de liberté augmenténergie déposée par un photon se
répartit sur un plus grand nombre de modes. Cettalaition de I'énergie pourrait expliquer
la diminution de la fragmentation. Toutefois, erlfreeAg:" et TrpeAg’, le nombre de mode
de vibrations passe de 90 a 94. Un photon de 4.6oeMspond donc dans le premier cas a
une élévation de T de 300 K a environ 660 K et dansecond de 300 K a 613 K. La
différence entre les 2 températures ne nous sepdsdepouvoir expliquer la forte perte de
fragmentation. D’autant que la différence d’énenpdiaison entre le tryptophane et I'agrégat

diminue de 0.5 eV entre la taille 3 et 5.

On peut estimer par un calcul simple de RRK (RRamsperger et Kas&€l*®) le taux
de dissociatiork, d’'un systeme a une énerdig avec une énergie de dissociatidnon a la

formule suivante :

ol est la fréquence de vibration caractéristiqueydtesne eD,, I'énergie de dissociation

correspondante a la voie la plus basse énergéteputem

Les résultats obtenus pour les systemeg Ags, Ade, TrpeAgs, TrpeAg et TrpeAg
sont reportés dans le tableau de la figure 3.28ndrgieE, du systéme est la somme de
I'énergie thermique initiale répartie sur chaquedm@lus I'énergie d’'un photon de 300 nm
(4.1 eV), Ex=[(3n-6)/40+4.1], (1/40=ksT en eV, a T=300k, ks la constante de Boltzman).
L’énergie de dissociatioD, est prise a 1 eV. Dl au grand nombre d’atome dafsy, les
agrégats purs ont des constantes de dissociagonshipérieurs a celle des complexes. Cela
expliqgue bien la différence de taux de photodisgam entre le TrpeAg et le Ag'.
Cependant, la différence entre TrpsAgTrpeAg’ et TrpeAg" est faible, moins d’un ordre de
grandeur. Cela confirme bien que la différence dderentre les différents complexes ne peut
expliquer totalement la différence de taux de phlagmentation. Ce modele est évidemment
extrémement simplifié et n’est utilisé que pourewtit des ordres grandeur.
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Systeme Energie E Constant de Nombre de

(eV) dissociation degré de liberté
(s7)

Ag, 4.2 5*101! 3

Ags 4.3 1.3*101! 9

Agg 4.6 7.4*10° 21

TrpeAg, 6.2 4.6*10° 84

TrpeAgs 6.35 2.4*10° 90

TrpeAg, 6.65 7.1*10% 102

Figure 3.22- Ordre de grandeur du taux de dissociation sur lgstéesmes Ag Ag, Ag, TrpeAg;,

TrpeAg; et TrpeAg.

Une autre hypothese serait une forte augmentatida fluorescence lorsque la taille du
complexe augmente. Dans ce cas, il est possibldagtedaxation vibrationnelle dans I'état
excité devienne plus rapide que la conversion meteCette relaxation sur I'état excité serait

suivie par une émission de fluorescence commeanreprésenté sur le schéma de la figure

3.28.

Figure 3.23 - Schéma proposé pour la redistribution d'énergie sldas systemes complexes

Dissociation directe

/

tryptophane agrégat de taille > 5.
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Cette diminution de la conversion interne peut moteent étre due a une variation de
I'énergie des états conduisant a la conversionneteCes états, qui dans le cadre des calculs
du TrpH (“*® et chapitre Il) sont des états a transfert de gehapeuvent étre

particulierement sensibles a la taille de I'agrégat

Un argument en faveur de cette interprétation &doite remontée de la dissociation
dans la partie UV du spectre. Il semble que laodission diminuerait lorsque I'on excite
'agrégat, mais soit conservée lorsqu'on excite las phaute énergie les liaisons du
tryptophane. Il est également possible que l'audatem du nombre de degrés de liberté

accélere le processus de relaxation.

On pourrait également associer la chute du tauxiggociation au changement de
structure. Structure CS vers structure ZW. Nousnavégalement enregistré le spectre de
fragmentation du complexe [Trp-2H+AY" pour lequel les calculs indiquent que, di a la
perte des 2 hydrogenes, les structure les plutestabnt des structures de type CS. La liaison
avec l'agrégat remplace les hydrogenes manquaots.d@ complexe, on observe également
une faible fragmentation dans la zone de longuéamdg correspondant a lI'absorption de

I'agrégat (cf. figure 3.24).

Pour finir, une derniére hypothése serait qu'ilitylaen évaporation d’atomes ou de
diméres d’argent, mais qu'ils restent attachéstrgptophane par I'une des nombreuses

interactions ou liaisons possible di a la taillpamante de I'agrégat.

Enfin, la figure 3.19 montre que pour les deukdsi5 et 9, la comparaison du spectre

expérimental avec le spectre calculé ne permetipalfférencier les structures CS et ZW.
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Figure 3.24- Section efficace de photodissociation du [Trp-2H#Rg

3.5.3 Canaux de fragmentation spécifique

Nous avons pu observer sur les spectres calculés les différentes structures, des
excitations impliqguant des transferts de chargediffiérentes natures. Nous allons voir que
cela conduit & des voies de fragmentation diff@®nEn corrélant ces résultats avec les

observations expérimentales, un assignement deulztige des complexes est alors possible.

Un spectre de fragmentation enregistré pour leAggeai = 310 nm est montré sur la
figure 3.25 a). Ces principaux fragments correspahda la perte de Ag et de Ag
L’évolution des rapports de branchement associéses 2 canaux ainsi que celui
correspondant a la dissociation du complexe somitr@® sur la figure 3.25 b). Ces rapports
de branchements dépendent fortement de la longli@ode. En particulier la perte de Ag est
observée autour de 310 nm. Ce fragment n’est pasrode suite a une excitation par
collision (figure 3.25 a)). Pour Af I'excitation & 310 nm implique un transfert deaye de
I'indole vers une orbitale anti liante de Ag(cf. figure 3.15). Ces transferts de charge
fragilisent les liaisons de I'agrégat Aget peuvent aboutir & la perte d’'un atome d’argess.
résultats de simulation de dynamique moléculaire I®iat excité obtenu suite a cette
excitation reproduit cette perte de Ag dans un i 1 a 2 ps (cf. figure 3.26 b)). Les
simulations réalisées dans I'état fondamental dygsent la dissociation du complexe qui est
effectivement observé en CID (cf. figure 3.26 &g¢. transfert de charge déstabilise I'agrégat
métallique et conduit a sa fragmentation. Cettgrfrantation est caractéristique d'une

structure CS.
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Figure 325 - TrpeAgs;". a) spectre de masse de CID et dUVPD a 317 nmrapport de
branchement des photofragments.
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Figure 326 - TrpeAgs;". a) et b) simulation de dynamique moléculaire (MB3pectivement dans

I'état fondamental avec excitation par chauffageats I'état électronique excité a 310 nm.

Pour le TrpsAg’, nous avons identifié deux chemins de fragmemtgtidncipaux. Le

premier correspond a une fragmentation internerypptdphane et aboutit a une perte de 61

(NH3, CQO,). Le second, est la perte d’'une partie de I'agrégac une molécule d’eau (Ag

H.0) (cf. figure 3.27). On peut remarquer que lagdg Ag et Ag observée lors de la CID

du Ag’, n'est pas présente lors de la photodissociatibrfigure 3.27). Cette observation est

en faveur d’une forte redistribution de I'énergery le tryptophane lorsqu’il y a excitation de

'agrégat. On note que ces voies de dissociatiom @ossi observées en CID. Ces fragments

sont sans doute produits a partir de I'état fonddat@prés conversion interne.

L’évolution des rapports de branchement avec |lguenr d'onde est montrée sur la

figure 3.27 b). La perte de 61 est favorisée aehad@umergie alors que la perte de,Axpt
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favorisée a faible énergie. Dans le cas d’une &tracZW, I'excitation conduit a un transfert
de charge entre I'agrégat et le tryptophane (ghuré 3.17), correspondant a un transfert de

charge d’un électron de Agvers le NH'. Il y a alors formation d’un Nklhypervalent. La

perte de 61 peut s’expliquer par une perte de ceuii par une réorganisation du complexe

et une perte de COO. La perte de JNd¢ul n'a pas été observée. Cette interprétatibn es

confirmée par la simulation de MD realisée dangat'@ondamental (cf. figure 3.28).

Certaines trajectoires reproduisent la perte del&krvée expérimentalement. Cette perte n'a
pas été observée lors de trajectoires réaliséeartsr ple la structure CS. En revanche,

certaines trajectoires, pour la structure CS, myisent également la perte de Trp observé en
CID et UVPD. Pour conclure, la perte de Nstivi de celle de COO semble caractéristique

de la structure ZW et & pour premiére étape ursteaind’électron de Agvers NH'.
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Figure 3.27 - TrpeAgs’, a) spectre de masse de CID et dUVPD a 310 nmrapport de

branchement des photofragments.
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différent temps pour la trajectoire qui conduitsagderte de I'agrégat Agp) et a la perte de COO et de
NH; b).

Pour finir cette discussion, sur la figure 3.29 tsosportés, les spectres de CID,
d’UVPD et les rapport de branchement des différéragments pour le TrpeAQ. Sur le
spectre d’'UVPD (cf. figure 3.29 a)), on observe xdé&ypes de fragments, d'une part ceux
correspondant a la fragmentation de I'agrégat pap@ration d’'un atome d’argent (pic noté -
107) et d'un dimere (pic noté -214), et d'autretplar pic noté -73 correspondant la
fragmentation du tryptophane. Ces deux types dprfeats ont été respectivement assignes a
la structure CS et la structure ZW. On interpreéditecobservation simultanée des deux types
de fragments pour le TrpeAgcomme le possible mélange de structures CS et@a\plus,
on note que la taille 5 est intermédiaire entrailée 3 qui posséde une structure de type CS et
la taille 9 qui posséde un structure de type ZWaetlifférence d’énergie entre les deux

structures est peu élevée.
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Figure 3.29 - TrpeAgs’, a) spectre de masse de CID et dUVPD a 315 nmrapport de

branchement des photofragments.
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CHAPITRE IV

PHOTO-DETACHEMENT D’ELECTRON SUR DES
POLYANIONS BIOMOLECULAIRE PIEGES

Dans ce chapitre, je vais présenter une étude extpie des effets de lirradiation UV
sur des polyanions biomoléculaires piégés. La phedotivité de ces polyanions conduit
principalement a un détachement d’électrons et dodmation d’'une espéce radicalaire
oxydée. Ce détachement peut étre vu comme une tixydde la biomolécule et peut

notamment permettre de mieux comprendre les méuasise photo oxydation de ’ADN.

Dans une premiére partie, nous étudierons '’ADNssoume de simple brin et double
brin. Nous yobserverons l'influence de I'énergie du photonJal@ature des bases et nous
discuterons des meécanismes de perte d’électrongr fwir cette premiére partie, je
présenterai des expériences de photodétachemdettdd@s sur des ligands attachés de
maniére covalente ou non covalente a des brins WADans une seconde partig
présenterai les premiers résultats observés spefte d'électron de peptides anioniques
multichargés. En parallele, des applications aitplgs de photodétachement d’électrons a

travers l'utilisation des radicaux formés serorgantées.

Les expériences sur ’ADN ont été réalisées erabolation avec le groupe d’Edwin de
Pauw de l'université de Liége, notamment lors dedaue a Lyon de Valérie Gabelica et
Frédéric Rosu. Les expériences sur le peptide tentéalisées en collaboration avec Jéréme

Lemoine de l'unité des Sciences Analytique de Versité de Lyon 1.
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4.1 ADN

Dans cette partie nous allons étudier les effetd’'idadiation laser sur des brins
d’ADN. Les dommages que peuvent créer les rayolares, en particulier les rayons UVC
(<290 nm) sont connus pour induire des mutatiomgtigues™ 2 L’ADN posséde cependant
des propriétés optiques qui lui permettent d’avoie importante photostabilité, lui conférant
le réle de porteur de I'information génétid&ié. L’objectif est de réaliser des expériences de
spectroscopie optique et d’étudier les mécanisneeghtdto oxydation sur des simples brins
ou des doubles brins d’ADN isolés pour mieux comgre les propriétés photophysiguie
I’ADN.

Les principaux résultats de la littérature concetn&tude de base d’ADN seules
(spectroscopie IR et UV). Des expériences de spamipie de photo électrons ont également
été réalisées par les groupes de M. Kdppes L. S. Wandf! Le principal résultat étant la
localisation de la HOMOHigh Orbital Molecular Occupiedsur les bases de 'ADN ou sur
le phosphate suivant les séquences étudiées. RérendmH. Park8 a publié les premiers
résultats d’expériences optiques en phase gazeusedes brins d’ADN. Il s’agit
d’expériences de fluorescence (FREDyster Resonance Energie Transfedans le visible.
Ces mesures, ou un donneur et un accepteur somhdamophores greffés sur 'ADN, ont

notamment permis d’observer I'ouverture de la deurtglice.

Les calculs de propriétés structurelles et éleajrms de typeab initio sur TADN sont
encore difficilement applicables, bien que quelguésents travaux théoriques aient été
réalisés sur de petits oligoméfd€. De nombreux travaux se sont focalisés soientdssr
modélisations semi empiriqu&s (ou empiriques) soient sur des calculs de chimie
quantiqu€’ appliqué a des briques de I'ADN (bases, nucléotimenophosphate,
désoxyribose nucléotide monophosphate). D’autresniques de calcul dans le cadre de la
théorie excitroniques ont été appliquées a diffisrerins d’ADN en hélicg? **!

Une premiere partie de ce travaét® consacrée a la compréhension des mécanismes de
relaxations aprés l'absorption de photons UV sws dieples brins. Une seconde partie
présentera des résultats sur des doubles brins NI'8lr lesquels on fixera des ligands a

propriétés optiques spécifiques et modulables.
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4.1.1 Présentation de I'ADN

L’acide désoxyribonucléiqguéADN) est le support de l'information génétique.ett
formé d’'une séquence composée par les quatre dad@DN, I'adénine (A), la thymine (T),
la cytosine (C) et la guanine (G) qui sont complétaiees deux a deux : A-T, G-C (cf. figure
4.1). Une séquence d’ADN code une protéine, unpgale trois bases forme un codon qui
correspond a un acide aminé. L'ADN native se presesous forme de deux brins de
séquence complémentaire enroulés en double h#liaeson et Crik) comme on le voit sur la
figure 4.2 a). Chaque brin est composé d’une chaiiineipale formée par un phosphate et un
sucre (désoxyribose) sur lequel est attaché une (s figure 4.2 b)). La double hélice
formée par les deux brins est créée et stabiliaédep liaisons hydrogénes privilégiées entre
les paires de bases complémentaires des deux (@ingigure 4.1) ainsi que par des

interactions entre les bases superposees.

H
R
r \
o 7200 N
—/ -
6]
Adenine Thymine

Figure 4.1 - Les quatre bases de '’ADN. a) Guanine, b) Cytosthé&denine, d) Thymine. L’adénine
(A) et la guanine (G) sont des pyridines, la thyen{i) et la cytosine (C) sont des pyrimidines. Les

bases se couplent par deux a I'aide de liaisonsdg&hes.
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Figure 4.2- Brin d’ADN. a) double brin organisé en hélice (Watset Crick)* b) séquence d’'un

simple brin avec la chaine phosphate désoxyribose.

4.1.2 ADN et propriétés physico-chimiques

Le but de nos expériences est d’étudier en phasauga les propriétés optiques de brins
et de doubles brins d’ADN et de corréler ces péips aux problématiques
d’endommagement et d’oxydation.

Le caractére fortement acide des phosphateB@) permet de porter facilement de
nombreuses charges négatives par déprotonatiotiliddtion de I'électrospray permet de
mettre en phase gazeuse des brins a partir d’doBoso Le mode négatif de la source ESI
permet d’observer des brins en hélice sous formamigues, avec des charges négatives
portées par les phosphates Etant une méthode d'ionisation douce, la soureetelspray
permet de conserver les liaisons hydrogéne avéesdivation de doubles brift§.1"! Par la
suite nous utiliserons souvent des séquences modeks phlindromiques. Ces séquences
sont auto-complémentaires et peuyemtec deux brins identiqueformer une hélice en
double brin comme nous le verrons un peu plus(dirfigure 4.11, p171).

Le spectre UV-visible en solution de brin d’ADN peéite une forte absorption autour
de 260 nm. Cette absorption est due aux quatresl#gs€, G, C, et implique les électrons
du cycle des bases. On observe de la fluorescemgelgs bases seules mais aussi pour les

brins simples et doublé&¥: !
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Solution. Tous les oligonucléotides que nous utilisons, @mvent de la gamme
OligoGold® synthétisés par la société Eurogentdégd, Belgique). Les oligonucléotides
sont solubilisés dans une eau deux fois distiliégs dilués a une concentration de 100uM
dans une solution concentrée a 100mM d’acétate m@mum. L'ensemble constitue la
solution «stock ». La solution finale injectée slala source électrospray est a une
concentration d’ADN d’environ 20uM dans un mélaregu/méthanol a 50/50 (v/v). La
solution est un tampon basique qui permet la @@ate brin en double hélice et favorise la
création d’anions lors du fonctionnement en modgatiede la source ESI. Pour différencier
un simple brin d’'un double brin de méméz (le double brin doublement chargé par rapport
au simple brin) on peut utiliser plusieurs techeguDe maniere basique, méme avec une
mauvaise résolution du spectromeétre sur un simhe dbn verra une résolution des isotopes
alors que pour le double brin on verra un gros rhasal résolu. Si I'on voit des états de
charge adjacents (état impair) il n’y a plus d’aguiiié. Aprés on peut utiliser la CID en
identifiant les pertes de base neutre, (perte O&zJfour G, 136/z pour A,...).

4.2 Photodétachement d’électron d’ADN

4.2.1 Photodétachement d’électron dans des simplesns

L’étude de simples brins d’ADN de petites taillest ene étape importante pour la
compréhension des mécanismes impliqués dans legdtathement de brin d’ADN. Nous
allons utiliser des oligonucléotides formés d’heraen(6-meére) avec diverses séquences ce
qui va permettre de faire varier facilement ceggarametres comme la nature des bases. De
nombreuses études ont été réalisées sur des sgssamikires par spectroscopie de photo-

électron’® ® La comparaison avec ces résultats sera intéressant

Pour réaliser les spectres de photodissociatidirided’ADN, nous utilisons le montage

couplant le spectrométre au laser OPO.

Le photodétachement.Le systeme que nous allons utiliser dans un prretaraps est
le 6-mére G dont on va isoler I'espéce chargée trois fois digmée [M-3H] notée dG,
afin de pouvoir observer plusieurs détachemerdggedron tout en conservant une espece
chargée. Lorsque I'on irradie le ¢fGa la longueur d’onde de 260 nm par un seul paiser|
on observe sur la figure 4.3 a), une intense pdékectron qui produit I'espéce radicalaire
dGs?. En insert, on voit aussi de maniére trés faiblg@érte d'un deuxiéme électron qui
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donne I'espéce doublement radicalaire;fG Ce processus est trés efficace, de I'ordre de 40

% sur un pulse.

Le spectrométre de masse ayant une limitation'’Z22000. Une attention particuliére
doit étre prise de maniere a visualiser touteg$peces produites suite a l'irradiation laser qui
auront urm/zélevée. Généralement de faibles temps d’activatiwant utilisés, 50-250 ms (1
a 5 pulses).

Afin de caractériser le photodétachement dans Wnmee d’ADN, nous allons étudier

trois points particuliers.
) Le processus est-il mono ou multiphotonique?
i) Tracer le spectre optique de photodétachement aseplazeuse.
i) Estimer I'influence de la base sur I'efficacité plhiotodétachment.

Processus a un ou plusieurs photong 260 nm on fait varier la puissance du laser a
l'aide d’'un atténuateur composé d’une laii2 et d'un cube polariseur. On enregistre des
spectres de photodétachement pour un pulse et plgélsrs laser a différentes puissances
laser. Les observables que I'on utilise sont lésnisités relatives relevées sur le spectre de
masse pour la perte d’'un électron et de deux élextrCes résultats sont présentés sur la
figure 4.3 b). La perte d’un électron est repréSemar les cercles, la perte de deux électrons
correspond au carré. La perte d’'un électron évdeiananiére linéaire en fonction de la
fluence laser, ce qui indique que le processusedte @’'un électron est monophotonique.
Pour la perte de deux électrons, un comportementlinéaire implique un processus
multiphotonique, probablement a deux photons. Omstzte que les courbes avec le motif
plein (un seul pulse) et celles avec les motifesith 2 pulses), suivent les mémes courbes
d’ajustement en traits pleins. Cela suggéere queresessus induits par des pulses successifs

sont indépendants.
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Figure 4.3 - a) spectre de masse de photodétachement du 6-mgrebiGintensité (des pics) du
détachement de ¢5 en fonction de la puissance laser. Les ronds spoedent & la production du
Ge>", les carrés montrent la production dw'G. Les points pleins représentent les mesures dsk pu
et les creux représentent la mesure a 2 pulseschugdes continues sont des ajustements linéaires e
quadratiques sur les points mesureés.

Spectre optique de photodétachement.e spectre optique de photodétachement de
[Ge]* est présenté sur la figure 4.4 a). Il est obteauadméme maniére que les spectres
optiques de photodissociation présentés précédenfiflehe taux de photodétachement
prend en compte les pertes de un et de deux élsctt@ photodétachement dépend de la
longueur d’onde et présente un maximum autour @en2®. Cette courbe est en accord avec
les courbes d’absorption en solution de la guaihdigure 4.4b)). Néanmoins, la différence
de profile entre le spectre a) en phase gazeu§g deb) en solution de G (cf. figure 4.4 b))
observée, pourrait étre associée a une structpliéeale I'oligomére en phase gazelifeDe
maniere générale, le photodétachement semble eorael’'absorption de la base. Aucun
photodétachement n’est observé apres 300 nm. lta doutaux de photodétachement autour
de 220 nm est plus étonnante (cf. annexe 1V). €efablerait suggérer que les banaeset
plus internes(n-t*) présentent une séparation plus importante erselgazeuse qu’en
solution. Le choix de travailler a 260 nm semble @idicieux.
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Figure 4.4 - a) spectre optique de photodétachement d’électmr e G*> avec un pulse laser a

260 nm. b) spectre d’absorption de la guanine dutiem aqueuse a pH=7.

Influence de la baseles quatre bases de 'ADN, G, A, C, T, possedest shectres
d’absorption en solution similaifé8 avec une large bande centrée & 260 nm. Pour fipsta
seul le 6-mére [@> a été présenté et sa forte efficacité de photodétaent nous a permis
de travailler avec peu de pulses laser. Par coptng;, avoir un effet significatif sur les trois
autres 6-meéres [, [Ce]*, [Te]®, il faut passer a une irradiation de 5 pulsesfigiare 4.5
présente les spectres obtenus pour les quatre ésnd@ns les mémes conditions laser, en
mode AGC ce qui permet de conserver un nombre aohdtion dans le piége. Le §X et
dans une moindre mesure le [ présentent un photodétachement. Le&]Tne
photodétachpas mais présente des fragments notés w, a-baszer avec la nomenclature
proposée par Wu et McLuckéY} qui correspond a des fragments observés en CIDA&E
présente ces fragments de CID de maniére intersméthe que [ mais beaucoup moins
intense. L’hypothése d'une compétition entre lesieyode fragmentation et le
photodétachement est a prendre en compte mémensicga expériences, plusieurs pulses
sont impliqués et que I'absorption successive degits par le méme anion peut rendre plus

complexe linterprétation.

La guanine joue un réle particulier dans le photacleement d’électron en phase
gazeuse et cette voie semble étre une voie faeotdisé&ésexcitatiopour la guanine. D’autres

résultats montrent que sur des chaines de 12-reepbetodétachement n’est observé que sur
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les brins contenant des guaniffes’” Cependant de récents résultats ont montré un
photodétachement d’électron sur des multiméresédiae (Ao en solutiod? L'efficacité
de photodétachement des bases peut étre classéd@ifi” <[Ag]*> <[Ce]* <[T¢]>.
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Figure 4.5 - Spectre de photodétachement pour les 6-merese,d))@s, c) G, d) Ts pour I'état de

charge 3-. L'irradiation est réalisée par 5 pulsie260 nm. Spectres réalisés en mode AGC.

L’explication la plus naturelle pour ces différeaae détachement serait une différence
d’absorption des bandes. On peut relier l'effiGactbsorption a I'extinction molaire en
solution et les quatre 6-méres étudiées s’ordooname A>Ge>Te¢>Cs (Voir annexe V)2
On peut conclure que lefficacité d’absorption deases ne peut pas expliquer leur

dépendance dans le photodétachement observé.

La figure 4.6 montre I'évolution de l'efficacité giotodétachement (PD) en fonction
du nombre de pulses pour six 6-meres dans lestpi@lsmbre de guanines et la nature des
autres bases varient. En comparang]fet [GTs]> et en supposant que la thymine n'a

absolument aucun effet sur le PD, une guanine lestgfficace que six adénines. [T,
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[G,T4]%, [GsT3]* montre que l'efficacité de PD augmente avec le brentle guanine, cela
suggere donc que chaque guanine contribue de rmand#pendante au photodétachement.

1(¢2-) + I(e=-)
o9 [1(3-) 162 ¥ I(---)J

0.0 +

02"
04 -
06 -
0,8 -
-1,0 |
12 -

1,4

0 2 4 6 8 10 12

Nombre de pulses laser

Figure 4.6 - Courbes de dépendance du photodétachement d’ékeetrcfonction du nombre de
pulses laser pour différentes séquences de [6-maré} cercle noir, GT triangle violet, GT, carré

bleu, GT; losange vert, &\; triangle orange, Grond rouge.

La guanine tient une place essentielle dans le msoa de photodétachement. Yang et
al. ont présenté des résultats sur le [dGMP{H§soxyguanosine monophosphate, monomere
de guanine) et onhontré qu’il présente la plus faible énergie destin de I'électron (4.61
eV) par rapport aux autres monomeres (dAMP, dCMRMR). Par spectroscopie de photo
électron¥!, il observe un détachement d’électron de bassejiéndans le cas de [dGMP-H]
Par des calculs de DFT, il confirme que la HOMQOogalise sur la base uniquement pour la
guanine et pour les trois autres bases, la HOMQ@itse sur les phosphates. Les auteurs
suggerent que le détachement d’électron a bassgi€mkans le cas du [dGMP-Hjst causé
par I'ionisation de la guanine qui possede le gaéed’ionisation (IP) le plus bas des quatre
bases et constitue un agent particulier dans l'atigd de I’ADN. D’autres auteurs soulignent
que les pyridines (guanine et adénine) se déseptit rapidement que la cytosine et la
thymine!*® 2 pour finir, de récents calculs ont montré queHEMO sont localisés sur les
bases quelle que soit la base nuclédtfi€En conclusion, il est clair que I'lP de la guanine

semble jouer un réle particulier dans le photodetaent.
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4.2.2 Mécanisme de photodétachement d’électron

La compréhension du mécanisme de photodétacheneeRACN est complexe. De
nombreuses recherches tentent d’éclaircir ce psaseCertaines études montrent que la
délocalisation des états excités sur plusieursshbastnécessaire pour absofbel* 2 De
plus, la difficulté a décrire correctement les £&ectroniques dans TADN améne souvent a
des résultats contradictoires sur la position dédi@d (base ou phosphate), sur le calcul des
énergies verticales de détachement et sur lesiésediabatiques de détachen@rit: 2% Les
bases d’ADN présentent des transitions de typiedont les durées de vie sont trés coufies.
31 C'est souvent un argument avancé pour expliquebre stabilité de I'ADN face au

radiation de type UV~ 32

Le mécanisme d’éjection est complexe et fait samgedintervenir des propriétés de
délocalisations électroniques spécifiques. Commmaatre la figure 4.4 et notamment la
similitude entre le spectre d'action de photodé&aobnt d’électron et d’absorption en
solution, la premiére étape dans ce mécanismeeasithtion électronique de I'’ADN. Cette
excitation est monophotonique. L’excitation estriédmp localisée sur les bases de 'ADN. La
question sur cette premiére étape, largement dibalhns la littérature, est de savoir si
I'excitation est localisée sur une base ou localsér 'ensemble des bases. La seconde étape
est le détachement de I'électron prés de I'excitaélectronique. Nous en avons proposeé un
mécanisme en s’appuyant sur nos résultats ainsisgueertains résultats de la littérature,

portant notamment sur I'énergétique. Ces deux stapet illustrées sur la figure 4.7.

hv

[M-nH]"™ [M-nH]"-* [M-nH]("1D- + e-

Figure 4.7 -Schéma du photodétachement. Passage par un éanindiaire excité du systeme [M-

nH]"™* apres absorption d’un photorvhPuis détachement d’un électron.
a) Corrélation a I'lP.

Le photodétachement semble directement lié a lac#pde la base a perdre un
électron, comme supposé par Wé&hd.es charges sont portées par le phosphateet les
bases sont neutres donc I'énergétique est déteemipaé le potentiel d’ionisation (IP,

ionization potentiglde la base, I'électron se détache de la baseenet— A" +e™.
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Notons que les IPs des bases sont comprises efitreV7et 8.6 el et sont bien
supérieures a I'énergie du photon UV (4.77 eV)classement de I'lPs des bases G<A<C<T
est en accord avec lefficacité de photodétachendest 6-méres obtenu (cf. figure 4.5).
Notons que cette corrélation a été obsédfvéégalement en solution. Yangat ont mesuré
les énergies de détachement pour les triméres d&, @, T et obtiennent le classement
suivant : G < A; < G5 < T5.!! Cela va encore dans le sens de nos observatiemsotessus

est fortement corrélé a I'lP.
b) Energétique et mécanisme proposeé.

Suite a l'absorption d’'un photon, I'oligomeéere seuve dans un état excité par
recouvrement Franck-Condon (état noté E&)Plusieurs voies de désexcitation sont alors
possibles. (i) désexcitation radiative, (ii) corsien interne vers I'état fondamental, (i)
désexcitation par croisement avec d'autres étatstréhiques dissociatifs ou auto ionisants.
Cette derniére voie est celle qui mene au détaahiedtiélectron, et trois configurations
énergétiques possibles sont résumées sur la #g8ré&i la somme de I'énergie de liaisons de
I'électron (BE,binding energy avec la barriere de répulsion coulombienne (R@Bulsive
coulomb barriej est inférieure a I'énergie de cet état FC ou &tah électronique excité E
atteint trés rapidement, il peut y avoir un détachet tres rapide. Si BEw<BE+RCB, alors
le systéme se désexcite vers un état E auto idnisgreut traverser la barriére de potentiel
par effet tunnel pour perdre I'électrBl. La derniére situation est lorsghe<BE, dans ce cas

le détachement d’électron n’est pas possible.

D’un point de vue énergétique, Wangaktmesurent des énergies de liaisons par PES
(PhotoElectron Spectroscappour les trimeres mono chargés (dBgseompris entre a 5.2
eV et 6.04 eV. Ces énergies sont largement supés&ul’énergie de liaisons d’un électron

sur un phosphateg?0; mesuré par le méme groupe & environ 5°8v.

167



Chapitre IV : Photo-détachement d’électron surmidganions biomoléculaires piéges

a)
B o T > FC > [DNAJ-1- +e-
e | it
——
RCB o
hy I
0 “(n-1)- 4g
o [DNAFe e ’ |
s | 4 — t:i
[DNA]™ [DNA]™ [DNA]™

Figure 4.8 - Schéma du mécanisme de photodétachement d'éledans les oligomeres. a)
ionisation par passage directe au dessus de laibarde potentiel (RCB). b) ionisation par effet

tunnel a travers la RCB. c) pas d’'ionisation poksib

Bien évidement dans notre étude, les espéces sotii@protonées de type @B donc

le détachement d’électron est associé a une bag@riombienne RCBEeZ/r

;» etourj est

la distance entre deux chard&b.Cette barriere a pour effet en premiére approxanat
d’abaisser I'énergie de liaisons du polyanions BEg&ochagesRCB comme le présente
Kappes eal.® Pour illustrer ce phénoméne, on va appliquer leuta G*. Des calculs de
champ de force sur Amber99 réalisés par Rodolph®ida au laboratoire ont permis de
déterminer la RCB & environ 1.6 - 1.65 eV. On eduitda valeur de BE pour le bring& a
3.4 eV. Ces valeurs sont reportées sur le schéna fitgure 4.9 qui est inspiré de Want
al.®¥ Draprés ces calculs trés simplifiés, le mécanisiméa figure 4.8 b) semble donc le plus

probable.

Dans notre cas, I'énergie nécessaire au détachessestipposée inférieure a 4.77 eV
(260 nm) excepté dans le cas du 6-méres de thymjme ne présente pas de
photodétachement. L’état de charge joue donc untrés important. Un état de charge élevé
abaisse I'énergie de liaison de I'électron et augméa RCB. Pour des états de charges tres
élevées, cette énergie de liaison peut étre négiftivL’ion est alors métastable. On peut

observer un autodétachement thermique comme pogft A

La présence de fragments a-base et w qui sonttéasticues de la CID (cf. figure 4.5),
nous indique qu’une redistribution de I'énergieemtent également dans le systeme. Une

conversion interne est en compétition avec le éétment.
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RCB= 1.6 eV
M(-1r+e-
état
auto ionisant BE= 3.4 eV

M"-

Figure 4.9 -Schéma du mécanisme de photodétachement induitnpginoton de 4.77 eV (260 nm)

absorbé par la base et I'éjection de I'électronpseduit & partir du phosphate.
c) Question Ouvertes

Une des questions ouverte est la nature des déatsofiiques excités et celle des états
auto-ionisants. La guanine est la base la plusaptéer une paire électron trou (bas IP). On
peut proposer une autre explication. Suite au gasdans I'état excité de la base lors de la
désexcitation vers un état excité intermédiairesimilaire a une état correspondant a la
création d’'une paire électron-trou. Le trou se liseasur la base et I'électron se délocalise sur
le brin. Un électron des phosphates a faible éeedlgiliaison est éjecté. Cette proposition
implique une délocalisation rapide des électrongsfiexcitation qui permet d’accéder a
I'état d’autodétachement du phosphate (cf. figuB.4.a durée de vie de I'état excité sur la
base est estimé & environ 380 fs avant de se disexers un état B! ol les électron se
délocalise. La dépendance des bases est en assardhacréation de trou puisque la guanine
avec son IP faible favorise la création de pairestén trou®® L'adénine posséde le
deuxieme IP le plus faible (8.26 eV) et présentetaux de photodétachement important
associé a des fragments de types CID (cf. figuseb}). Dans le modele proposé par Philipps

et coll*¥

, pour un simple brin d’adénine 44, des voies de désexcitation radiative des états
excités délocalisés E1 et E2 sont en compétiti@e ae conversion interne. Cette observation
est en parfait accord avec nos spectres (voir digub). La possibilité de croiser I'état
dissociatif derc* sur la coordonnée réactionnelle du phosphat@redtable. On arrive alors

au schéma proposé sur la figure 4.10 ou I'état Bespond a une excitatiatr* de la
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guanine et l'état E correspond a la formation dwou sur la guanine et avec une
délocalisation d’un électron sur le brin d’ADN.

Il reste beaucoup de points a éclaircir concertenmeécanismes discutés. Néanmoins,
I'influence de la base ne fait plus de doute ejuanine semble étre un site d’oxydation bien
préférentiel. Lorsque des séquences d’ADN plusuen(d.2-méres) possedent des guanines,
des photons UV ont peu d’influence. Trés peu dgnfientation est observée et le processus

de désexcitation aboutit a la forme d’'une espedieatire.

guanine

Figure 4.10 -Schéma du mécanisme de photodétachement implignambisement entre I'étatr*

de la guanine avec un état auto ionisant du photspha

4.2.3 Photodétachement d’électron de double brin ADN

Pour étudier la photodissociation de double bridDN, nous avons utilisé des
séquences dites « palindromiques ». Ce sont desielsées auto réversibles par
complémentarité. Elles sont représentées sur laefig.11. En un milieu tampon d’acétate
d’ammonium, ce type de brin se stabilise en formen& double hélice (cf. figure 4.2, p159).
Les brins A, B, C formant des 12-méres adoptetyme de structure en hélice de double brin
(db). Pour le brin E formant un 20-méres, seulsgjleatre bases extrémes peuvent s'associer
en double brin et la partie centrale forme une uest ce que I'on appelle une épingle a
cheveux Kair pin). Les 12-méres A, B, C possedent respectivemend@®3100% de couple
de base C-G.
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, 5,'¢GT‘. v, “.‘TTTA.C.G'3,<_ Simple brin (sbA)

Double brin A (dbA) < AR A

| 3-GCATTTAAATGC-5'
5-CGCGAATTCGCG-3" +— simple brin (sbB)

Double brin B (dbB) < A S A

| 3-GCGCTTAAGCGC-5'

| 5-CGCCGGCCCGCG-3" +— simple brin (sbC)
Double brin C (dbC) < bbb

| 3-GCGCCCGGGCGC-5

Simple brin E (sbE) 5'-CCAGGTCTGAGGCGTCCTGG

Epingle a cheveux de E

G~
hey TCCTGG-3
(hair pin) A

 GGACCS'
C

Figure 4.11 - Brin d’ADN palindromique. En milieu tampon d'acé&at’ammonium (basique),
formation des doubles brins (db) pour les séquerdias, dbB, dbC et d’épingle a cheveux (hair pin)
pour le brin E. Les brins A, B, C possédent respectent 33, 66, 100 % de couple C-G.

Spectre de photodétachementSur la figure 4.12, on a reporté les spectres de
photodétachement induit par le laser a 260 nmd&radiation) des trois doubles brins dbA,
dbB, dbC sur I'état de charge 5-. Dans les trogs day a un fort détachement d’électron et
aucune fragmentation. De plus, on remarque qudelisité du photodétachement est
dépendante du nombre de couple G-C contenu dampietdouble brin. Ces observations
sont en parfait accord avec nos résultats sur-teger@s et confirment la forte photostabilité
UV que confére le couple C-G dans les doubles ésificOn peut notera contrario des
monomeres, I'absence de fragments CID apres 2csiviiion pour les duplexes. Ceci peut
étre lié aux plus grands nombres de modes qui émhika fragmentation IVR dans notre

fenétre temporelle d’observation.
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[dbA] 5
(a) 14555
[dbA] *4
|/_\,18119'5
|n" 1 1 T 1 ]
1200 1400 1600 1800 2000
m/z
] [dbB] **
(b)  [dbB]*> 1820.6
1456.4
/—\A
1200 1400 1600 1800 2000
m/z
[dbC] *4
(c) 18215
[dbC] >
14'57.3
‘/_\A

T =T 1 1 T T T T 1 \
1200 1400 1600 1800 2000
m/z

Figure 4.12 -Spectre de photodétachement des doubles brinsA)bdbB, c) dbC de I'état de

charge 5- a 260 nm pendant 2 s d’irradiation.

Sur la figure 4.13, on compare pour le brin C quieaphotodétachement le plus
remarquable (100 % de couple G-C), le simple btiteedouble brin. On constate que le
double brin photodétache au moins trois fois pflisscement que le simple brin, on pouvait
S’attendre a une augmentation par deux. Mais a&tenbous n’avons pas le méme état de
charge. De plus, la présence de multiples liaidoydrogenes entre les deux brins et les
interactions entre les bases superposées semivdenént intervenir dans le processus de
désexcitation par photodétachement. Cela peut autgmé& nombre potentiel de couplage
entre états électroniques excités et favoriseht#quétachement. Alors que le simple brin de

plus grande flexibilité perd sans doute cette stimecen hélice en phase gazelise.
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(shC)*

a) 1214.73

(shC)*2

1822.00

1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

5-
) @B gy

1822.67

1000 1200 14/00 1600 1800 2000
m/z

Figure 4.13 -Spectre de photodétachement du brin C, irradié @ @@ pendant 2 s. Comparaison
du double brin chargé 5- a) et du simple brin chéagj b).

4.3 Dissociation par photodétachement d’électron

4.3.1 CID des brins ADN radicalaire

La production de radicaux par photodétachemenediéin est tres efficace cependant
les fragments de séquence sont, soient absentpdeses, soient extrémement faibles a tel
point que cela n'a pas été évoqué. Cette faibleagité de séquencage des chaines de '’ADN
n'apporte, a priori, aucune perspective pour I'geal de séquence d’ADN. Cependant,
comme cela a déja été présenté précédemment, nons effectué des étapes de Mar le

radical produit par le photodétachement que I'ont peesenter par la formule suivante :

hv CID
[M =nH]"™ — [M —-nH]' ™Y — fragments

Cette méthode porte le nom de dissociation parquiédachement d’électron (EPD,
Electron Photodetachment Dissociation)

Simples brins. Sur la figure 4.14, on compare pour le simple ljrle spectre a) de
CID pour la forme anionique de charge (3-) proghait I'electrospray non radicalaire (avec un
nombre pair d’électrons) et le spectre b) de ClDrpga forme anionique radicalaire de charge
(3-) (avec un nombre impair d’électron) produit parphotodétachement de I'anion (4-).
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L’énergie de CID utilisée est la méme dans les deag. On observe une trés forte
augmentation du nombre de fragments pour le radi@lr I'espéce non radicalaire a cette
énergie, les principaux fragments observés sontpdees de neutre. Ce sont des pertes de
base notées M-Bet elles ne représentent que 10% du pic parent: IRspéce radicalaire,
ces pertes de neutre de méme intensité que legpent sont dominées par la perte de la
guanine (M-G) et les pertes de CO et WH-O (indifférenciable par manque de résolution).
Suivant la nomenclature introduite par McLuckdyqui est présentée sur le schéma suivant,
on obtient la série entiere des fragments as et E2ur complémentaires w et d. Ces résultats
sont reportés sur la figure 4.14, et on constate lqufragmentation de la séquence est
compléete. Pour I'espece non radicalaire, seulsfi@gments w et la perte de base sont
observés. Des résultats similaires sont obtenuslpssimples brins B, C, et sont résumés en

annexe V.

La fragmentation des oligonucléotides a été récemmeportée par Wu and
McLuckey!?® Les résultats obtenus par EPD sont trés simdla@ireeux observés par d’autres
méthodes impliquant des radicaux. En utilisant aset a 193 nm, McLafferty observe un
photodétachement associé a des fragments w et @odaction d’ions radicalaires peut étre
réalisée par différentes méthodes. Par transfétectron via des réactions avec des &,
des CC™*™ ou des @, par collision a haute énergie sur un gaz nbBlélakansoret al.
ont étudié la fragmentation de brin d’ADN positdrpECD et négatif par EDD. Pour 'ECD
les fragments w, ae, d, and ze sont observés, peDMD w/d, as/ze sont observés pour des

séquences palindromiques, selon les schémas mdaelsosuivants :

OH Base

o:T—o o
Base OH H H
Base Chain—o0 H H
(Charge m-) ain o c|> |
Chain—0 ° * + o:TfoT
i H /’ H H OH Chain
H H . .
t‘D H Base a*™ jon w" jon
O:F\’*O o) Base
o H H \ Base
H H H.C o
2
Q H Chain—0 o o H
0—P—0 H
| H H + (‘3 H
OH Chain H H
o) H —p
(Charge n-) | © F" ©
OZF"*OH OH Chain
OH
d™ jon z*"™ ion
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La fragmentation des radicaux est spécifique, let\arie peu en fonction des diverses
méthodes de production des radicaux. D’autre partgrande richesse de fragmentation
suggere une grande mobilité du site radicalairep&miculier dans notre cas, le séquencage
complet des brins exclut I'hnypothése de la locéilisaexclusive du radical, sur une guanine
par exemple. Cependant, on observe systématiquelmeu@rte de guanine ce qui suggére
qu’un transfert de Hsoit facilité par la base guanine et permet saaat&ment.

Enfin, notons que, contrairement aux résultatsralsgar CID qui présentent beaucoup
de fragments internes et rendent I'analyse de sieguéélicaté®, 'EPD ne présente pas de
fragments internes. Cette caractéristique poupeiinettre en comparant les deux méthodes
d’avoir un algorithme plus simple que ceux utilipésir I'analyse des spectres en CID seul.

x10 M3- x10
a) ESI ., [shA]3~ * |
30ms
a;-B
M-B*> |, 2 W, 2 w2
Wy . 8 - Wio 6
/dz_ W62' W72 ,_T /d82' a10-B2 /d102_ ae‘B' /
il ' — \ . ‘,‘_ \‘l [ PR YV PR | R | D S . . miz
800 1000 1200 1400 16b0 1800 2000
. - M-CO%
260 nm Wit M-G®
e L )\
Qo .2_
b [sbA] # A—» [sbA] 3 AR dyg 02 o2 124
) 2s 30ms A% . %% 2 Wi
| W82- dg2- /d102'
a702- P /dsz_ W92' a11.2-
\ 7 ‘ 21102-
\ Y
Wy, N * | Tl ’/ d, 1 | ~ .
/d, ay- Ve \} JJ ‘z 4‘“ I [ | [ ) ‘J‘ a*
. 4“ N o M M J,,I\L'l“f,' o m‘.‘,‘,\,".“x,,“\:\;',:\i, I \): ‘ l!JL ‘,\‘;ﬂ,..,rum',g. I }l‘«l\.u,,gt‘ml‘ 4 .W{L’L‘ff/. MJL.'L(MI L }.‘4 J‘. il Mty ) miz
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Figure 4.14 -Spectre de CID du simple brin A. a) CID sur le [kbAroduit par une source
electrospray ayant un nombre pair d’électrons. BPGur le [sbAf” produit par EPD a partir du

[sbA]*, la CID est réalisée sur € étage de MS. L'énergie de CID est la méme dardeles cas.

A BRaAABAEE: Mo
o Gﬁfﬁﬂrﬁ .
a-_ions o e e e B B B )

dions - 1 M2 22 2 20 223

Figure 4.15 -Bilan des fragment obtenus par CID sur le radichAP " (cf. figure 4.14 b)).
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Doubles brins.Pour étudier la fragmentation par CID de bringlenble hélice d’ADN
radicalaires photoinduits, nous utilisons les bensdoubles hélices que peuvent former les
séquences B et C. Sur la figure 4.16, les speckee€ID des especes radicalaires et non
radicalaires sont comparés pour les brins B et €c diétat de charge 4-. Seule la zone
restreinte des spectres ou I'on observe des fragnes présentée. Dans le cas des especes
non radicalaires, pour les doubles brins B et Cpbserve uniquement des pertes de base.
Pour le brin B il y a perte de guanine et d’adéreh@our le brin C on a aussi une perte de
guanine et une perte de cytosine. Cette variattbrdee a la différence de séquence. Dans le
brin C, il 'y a pas de base A. La CID des radicuxnit, en plus des pertes de base (G/A
pour B et G/C pour C), des fragments correspondatis pertes dg’'zet @” ainsi que des
pertes de neutre, de CO et dgoHDe pluslorsque I'on compare la diminution du pic parent

dans les deux casn constate que le radical fragmente plus efficed.

En comparant ces résultats a ceux observés posingdes brins (cf. figure 4.14), on
observe un trés forte diminution du nombre de fragimon passe de quelques fragments pour
le double brin a un séquencage complet pour lelsitmin. En adition le double brin perd des
fragments de simple brins (perte deet a’). Ces observations suggerent que dans le double
brin, des fragmentations se produisent mais quédgsents restent attachés par des liaisons
hydrogénes.
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Figure 4.16 -Spectre CID de doubles brins d’ADN. a) CID sur @ible brin [dbB]* produit par
electrospray, b) CID sur le double brin [dbB]radicalaire produit par EPD & 260 nm. c) CID s |
double brin [dbC]* produit par electrospray, d) CID sur le double bfidbC]™ radicalaire produit

par EPD a 260 nm. Seule la partie représentativéadeagmentation est montrée. *, pic parent.

4.3.2 ADN et ligands non covalents

Les ligands présentés dans notre cas, sont descuteséqui se fixent de diverses
manieres sur ’ADN par des liaisons non covalenBstaines de ces molécules sont utilisées
en médecine comme traitement chimiothérapeutiquesee fixant a I'’ADN ou bien en

biochimie comme marqueur de séquence spécifiquéesubrins d’ADN

Il existe divers types de ligands qui se fixent BADN. Les ligands du sillon qui
viennent se fixer entre deux brins d’'une doubldcké(cf. figure 4.17 a)), et les ligands
intercalants qui se glissent entre deux couchesade d’'une hélice (cf. figure 4.17 b)). Les
systemes ADN-ligand se forment naturellement entgwol et par ionisation electrospray, ces

complexes sont conservés en phase gaz&lise.
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N — h) 2=

P =
= &
- —

Ligand du sillon intercalent

Figure 4.17 -Deux types de ligands avec un positionnement ggéeifi chacun. a) ligand du sillon,

b) intercalent.

Les ligands que nous avons utilisés, présentent spestres d’absorption et de
fluorescence dans le visible ou le proche UV (cfurfe 4.19). Ces ligands sont présentés sur
la figure 4.18, avec les spécifications de leurgppétés optiques sur la table 4.19. Les
longueurs d’onde d’absorption des ligands sont lpeadu visible, elles sont supérieures a
300 nm. Les brins d’ADN ont une absorption nullenglde domaine d’absorption de ces
ligands. Il est a noter que les ligands du sillontschargés positivement et que les liaisons
entre le brin d’ADN et les ligands sont de typesrattion ionique ou liaison hydrogene. Ces
complexes formeés d’un double brin avec un ou plusidgands vont présenter des propriétés
optiques autour de 260 nm (absorption de 'ADNYans la bande d’absorption du ligand
(proche visible et visible, 350-550 nm).
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Figure 4.18 -Schéma de molécule. Les différents ligands utjlis®glents et non covalents, ligands

du sillon et intercalants.
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Chromophore | mode de liaison| Absorption Amax (M) Propriétés de Fluorescence
Ligand Ligand + | Ligand seul Ligand + ADN
seul ADN
Hoechst Non-covalent, | 337 nm| 349 nn¥" 508 nm,® = .015| 458 nm,® = .42
(pH - [41] [41]
33258 ligand du sillion | 7)*-42 | 360 nn{*
- 475 nm,® = .02| 485 nm,P = .3
355 nn EH = 7: Aoc = | (hoe = 340 nm)
340 nm}* (42)
DAPI Non-covalent, | 341 nn¥* | 356 nnif" 496 nm® = .019 | 455 nm,® = .34
[41] [41]
ligand du sillon
Netropsin Non-covalent, | 296 nm| 320 nm [26] non fluorescent
[25]
ligand du sillon
Berenil Non-covalent, | 370 nn* non fluorescent
ligand du sillon
Ethidium Non-covalent, [47]9 nm| 520 nm™** % | 632 nm.® = .039%Y 608 nm,®
41 _ [41]
=.35
Intercalant
Doxorubicin Noncovalent, |473 et 555 nmd=.05 ¢!
494 nm
Intercalant [46]
m-Amsacrine Noncovalent, | 434 nm in not fluorescent
MeOH
Intercalation
DABCYL Liaison 453  nm| 475 nm*® not fluorescent
covalente (3] MeOH™"
terminal)
FAM Liaison 490 nn¥! | 494 nmf*®! 517 nnf?, (® = .9)
covalente 5
terminal)
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Figure 4.19 -Les ligands. Mode liaison et propriétés optiques.
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La figure 4.20 montre le photodétachement poulgbte brin B seul et avec différents
ligands pour des états de charge 5-. Les longuamsle qui ont été utilisées, sont choisies
en fonction de la longueur d’'onde au maximum d’apison des ligands utilisés (cf. figure
4.19). Les spectres a) et c) présentent le dbBlggrsd aux longueurs d’onde 310 et 355 nm.
On remarque qu'il n'y a presque pas de photodétaehe comme attendu puisque les bases
n'absorbent pas a ces longueurs d'ondes. On peuttanant classer les propriétés de

photodétachement des complexes en deux familles sgle le ligand soit fluorescent ou non.

Fluorescent. Sur les spectres d), e) et h) on observe le pktaodement pour les
systemes formés du dbB avec respectivement lesdiggaloechst 33258 a 355 nm, le DAPI a
355 nm, et le bromure déthidium a 550 nm, ces strdigands fluorescents. Le
photodétachement est efficace dans les trois cas ebmparant avec le spectre a 355 nm du
double brin dbB seul, on montre que le photodétaem est induit par le ligand
chromophore. Lorsque I'on attache deux ligandslsunéme brin, comme le montrent les
spectres f) pour [dbB+2*DAP1] et i) pour [dbB+2*Ethidiumy, on constate que I'efficacité
de photodétachement augmente par rapport a utiganud (cf. spectres e), h), figure 4.17).

Non fluorescent.Les spectres b) et g) montrant le double brinéBalix ligands berenil
a 310 nm et netropsin 355 nm qui sont non fluomgscéOn n'observe ni photodétachement,
ni fragmentation dans les deux cas. Pourtant legueurs d’onde utilisées correspondent au

maximum d’absorption.

En résumé, lorsqu’un brin d’ADN en double hélicmehé a un ligand fluorescent est
excité a la longueur d’'onde du ligand, il y a phlidtachement. Lorsque le ligand n’est pas
fluorescent il n'y a pas de photodétachement. Out mlonc penser que l'efficacité de

photodétachement est reliée a la durée de vieldasexcité du ligand.

Compte tenu de la faible énergie des photons an85%3.49 eV) et 550 nm (2.25 eV)
impliqués dans ces processus, comparativement @eegsus a 260 nm (4.77 eV), il est
important de savoir si le processus est mono ouimpbbtonique. Sur la figure 4.21, est
reportée l'efficacité de photodétachement en fomctide la puissance laser, a différents
nombres de pulses laser, pour le systétme [dbB+Eth]d (cf. figure 4.20 h)). Dans ce cas,
le photodétachement est réalisé a 500 nm car unpbeu efficace. On observe une

dépendance non linéaire notamment, un seuil deoghtiichement autour de 10 mJ. On peut
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alors conclure que le processus de photodétachenmaptique plusieurs photons
contrairement au processus a 260 nm observé pracéeiat.

a) ss@310nm b) ss@310nm C) 1s@355nm
[dbB] 5 [dbB + netropsin] 5 [dbB]
4o 4o
L A . LI S S B B B B LI —
1400 1600 1800  miz 1400 1600 1800  miz 1400 1600 1800  miz
d) 1s @ 355 nm e) 1s @ 355 nm f) 1s @ 355 nm
[dbB + H258] 5- [dbB + DAPI] & [dbB + 2*DAPI] &
/—\ -e 4=
2 i P s T 1
T 1 | T 1T L LI I | T ‘v T ™7 | LIS B N S
1400 1600 1800 m/z "1400 1600 1800  miz 1400 1600 1800  miz
g) 3s @355 nm h) 2s@5500m i) 2s @ 550 nm
[dbB + Berenil] * [dbB + Ethidium] 5- [dbB + 2*Ethidium] 5
-e 4-
/—\ 4- — ™
1400 1600 1800  miz 1400 1600 1800  miz 1400 1600 1800  miz

Figure 4.20 -Spectres de doubles brins d’ADN avec un ligand.
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Figure 4.21 -Taux de photodétachement du [dbB+Ethiditind] 500 nm en fonction de I'énergie

laser totale.
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On propose des mécanismes sur la figure 4.22 premanompte deux photons. Suite
au premier photon, le ligand absorbe et passe diaritat excité. Dans le cas de I'éthidium
qui est fluorescent, la durée de vie de I'état x¢noté F*) est suffisamment longue
(plusieurs nanosecondes) pour absorber un deuxpromn. Ce deuxiéme photon permet
d’atteindre un état qui couple un état électroniquéo ionisant de I'’ADN et conduit au
photodétachement. Ce mécanisme est représenté figute 4.22. Pour le cas d'un ligand
non fluorescent comme la netropsine, la durée de de I'état (noté NF*) n’est pas
suffisamment longue, il y a inhibition d’'une secerabsorption via une conversion interne et

d’'IVR (cf. figure 4.22 b). Dans ce cas, le parertianule I'énergie vibrationnelle.

a) _Etats excité b) | Etats excité
| de 'ADN \ de '’ADN
— D I <‘; _____ 3>
: RCB
_|long T R?B — NE* '_A___\f_,hort T A}
* $ .
P T [ADN+F] 4+ T [ADN+NF] 4
BE +e BE e
i e i | S——
[ADN+F]5 > [ADN+NF] >

Figure 4.22 -Mécanisme de photodétachement a deux photons eswomplexes ADN-ligand. a)
cas du ligand fluorescent, F* correspond a I'étatiéé du ligand. b) cas du ligand non fluorescent,

NF* correspondant a I'état excité du ligand.

4.3.3 ADN et ligands covalents

Dans cette derniére partie sur 'ADN, il va étreesion de ligand covalent qui se fixe

sur I'extrémité du brin d’ADN.

Les propriétés de fluorescence de certains chrooreptsont utilisées en phase liquide
pour la déterminer le positionnement de brins d’ABRNtre eux, c’est le FRETF{ster
Resonance Energy TransferCette technique est de plus en plus utiliséplease gazeuse
(voir Park etall)). Le principe est de disposer un chromophore éscent au bout d’un brin.
Du méme coté de la double hélice, sur I'autre ldmdispose un chromophore qui absorbe a

la longueur d’'onde du chromophore fluorescent maise fluoresce pas (quencher). Lorsque
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le chromophore quencher est proche du chromopHamgekcent, on n'observe aucune
fluorescence. Un transfert d’énergie de la molédierescente vers le quencher bloque la
fluorescence. Lorsque qu'ils sont suffisammentgélés on observe de la fluorescence. On

peut ainsi observer le détachement partiel des Hanx (cf. figure 4.23).

fluorescence

hy* hv* /
/ Transfe!'t
\hv. hy _— d’énergie
\ —

Figure 4.23 -Schéma du mécanisme du FRET sur un brin d’ADN.

Dans notre cas, nous avons réalisé une expérignu&ige mais avec une autre
observable, car nous n’avons pas acces a la ficenee. Sur la figure 4.24, on observe deux
séries d’expériences similaires. On prend un sirbple qui se replie ehair pin. Spectre a),
le brin replié ne photodétache pas a 490 nm, ppectee b), on fixe un chromophore
fluorescent FAM qui se fixe au bout du brin et absoa 490 nm. On observe alors un tres
faible photodétachement. Spectre c), on fixe siorile le ligand intercalant m-amsacrine qui
n'a aucun effet sur le photodétachement a 490 nonsque lI'on attache le ligand et le
chromophore fluorescent en méme temps il n'y a auwsftet, un léger photodétachement,

spectre d).

Sur les spectres e), f) g) h), on refait la mémesehavec le méme brimair pin, le
méme ligand et un autre chromophore non fluoresgenest efficace a 450 nm. Lorsque le
ligand et le chromophore sont sur le double brmpbserve un peu de photodétachement et

surtout la perte du ligand.
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Figure 4.24 -Spectres de photodétachement pour le brin E avedruadiation de 4 s. le brin E se
replie en «hair pin». Les spectres de a) a d) sont irradié a 490 anfrin hair pinseul, b)hair pin
avec le chromophore FAM, bpir pinavec l'intecalent m-amsacrine et d) hair pin ave&MFet m-
amsacrine. Les spectres de a) a d) sont irradié@ d@m. a) brinhair pin seul, b)hair pin avec le

chromophore DABCYL, tjair pinavec m-amsacrine et tHair pinavec DABCYL et m-amsacrine.

L’interprétation est la suivante : dans le cas risoent (FAM, spectre d)), I'énergie
reste localisée sur le chromophore et est réénrigeteément, on observe ni photodétachement
ni fragmentation. Dans le cas non fluorescent (DAXRBY, I'énergie est convertie sous forme
vibrationnelle et peut se coupler au brin d’ADNympettant le détachement du ligand. Ce
modéle trés simplifié ne prend pas en compte unentéelle hybridation des états

électroniques des bases avec I'éthidium.

L’étape suivante est de lier 2 chromophores a 'AD&lun coté, un donneur ; de
'autre, un accepteur. Le budst de réaliser des expériences de FRET en obselan
détachement d’'un messager comme I'amsacrine. Ge digxpérience a déja été réalisé en

infrarouge!>® 5%
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4.4 EPD sur les peptides

Le positionnement et les transferts des charges dies peptides jouent un réle
fondamental dans les processus biologiques. L'étizas les anions des transferts de charge
et de leurs fragmentations peut aussi permettreétude structurelle de ces molécufés?
Dans cette partie, nous allons aborder le photodétaent de dianions induis par laser

appliqué a des peptides.

Jusqu’a maintenant, nous nous sommes focalisdsespeptides chargés positivement,
car la protonation par electrospray est particatisgnt adaptée au caractére basique de
nombreux peptides et la fragmentation de cations @& et ECD est trés efficace.
Cependant, la présence de sites acides sur legdggptomme par exemple le COOH
terminal ou encore les acides aminés possédantraupg fonctionnel acide carboxylique
permettent de créer des anions par electrosprafragenentation par CID des anions est peu
efficace et génere de nombreuses pertes de ndlifiedes a interpréter, mais de nouvelles
techniques, comme ED1 *® ou ETD®” | ont permis de simplifier la fragmentation des

anions.

4.4.1 Spectre de photodétachement

Les solutions utilisées sont réalisées de la méraaigre que précédemment. Les
peptides sous forme de poudre provenant de Siguh@cAlsont dissoutes a une concentration
d’environ 100 uM dans un mélange eau/méthanol a06@/v. Par contre, nous n’avons pas
ajouté d’acide car pour le fonctionnement en moéigatif, la solution doit étre neutre voire
basique pour favoriser la déprotonation. Les siwsléprotonation privilégiés sur un peptide
sont la fonction carboxylique terminal (COOH du eZatinal), ou bien, les acides aminés,
comme l'acide aspartique (D, Asp) et I'acide gluigue (E, Glu) qui possedent une fonction

COOH sur leur chaine latérale.

Spectre de photodétachement.a figure 4.25 montre le spectre de photodissirica
260 nm pendant 2s d'irradiation de I'angiotensirdelséquence (DRVYIHPFHL) en mode
négatif. L’espéce parent est I'angiotensine | ddois déprotonées [M-2H] Tous les
fragments observés sont mono chargeés, le fragragaius intense est la perte de C@@4),
le moins intense est le fragment [M-2Hkorrespondant au photodétachement avec
production d’un anion radicalaire. On observe aussi série de fragments dg ¥, et &~ qui
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correspondent a la rupture de la chaine principaldus particulierement, a la rupture de la
liaison G-C.

1.0 -44
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0.8- H]-
N0
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_ )|/9 [M-2H]-
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Figure 4.25 -Spectre de photodissociation de I'angiotensineRYIYIHPFHL) dans I'état de charge
2- [M-2H]?* & 260 nm pendant 2 s.

Pour déterminer si le processus de fragmentationdeuphotodétachement est
multiphotonique ou non, on mesure le taux de fragat®n et le taux de photodétachement a
différentes puissances laser comme nous I'avors rédgjlisé pour les simples brins d’ADN.
On peut trouver ces résultats sur la figure 4.2 €nclut que le processus de
photodétachement est mono photonique (dépendaraieelidu photodétachement en fonction
de la puissance) alors que la fragmentation desoha G-C et la perte de COO semble multi

photonique. On interprete ce résultat par le sch&umant :

[M-2H]> —— [M-2H]"+ e —— Fragmentation
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Figure 4.26 -Taux de détachement d’électron et taux des fragsnead) et ¥, en fonction de la

puissance laser, pour I'angiotensine a 260 nm panh@a d’irradiation. Courbe d’ajustement linéaire

et quadratique.
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Figure 4.27 -Spectre optique de photodétachement pour I'angsitenl chargé 2-. En encare

spectre en solution de la solution utilisée daekeltrospray.

Le spectre de photodétachement en fonction denlguleur d’'onde est présenté sur la
figure 4.27. On peut noter une forte corrélatiotreefiabsorption en solution et I'efficacité de
détachement. En particulier aucun photodétachemest observé adessus de 300 nm. La
bande d’absorption en solution du peptide (cf. grdmafigure 4.27) correspond a la transition

nn* des cycles aromatiques des acides aminés.
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Ces résultats nous suggéerent que le photodétachersienn processus a deux étapes
similaire a celui proposé pour I’ADN. (i) Excitaticélectronique des cycles aromatiques. (ii)

croisement d’'un état auto ionisant qui conduit pdete de I'électron.

L’absorption du photon est assurée par les cyctesnatiques des acides aminés
tryptophane, tyrosine et phénylalanine par absompt’un photon de 4.77 eV (a 260 nm)
conduisant a une transitiom*. Dans notre cas, seule la tyrosine est impliqué®,calculs
effectués sur ce modele ont été réalisés pour ibéengsine Il. Les résultats expérimentaux
pour I'angiotensine Il sont similaires a ceux obierpour I'angiotensine |. Les charges
négatives sont portées par les carboxylates, dénergie de photodétachement pour le
groupe carboxylates est d’environ 3.47 eV en s’gpptisur les observations de Wang en
PES!® Dans le cas d’un dianion, on peut utiliser |a folen(1.2) BEepiseBEcoo-€7/R ol R
est la distance entre les deux charges. On ohfiembarriére de potentiel coulombie/iR
d’environ 0.95 eV, on estime alors que I'énergieddeachement pour le peptide considéré est
de l'ordre de 2.52 eV. Ces résultats sont repatiéda figure 4.28. Le mécanisme proposé est
le suivant : I'excitation photonique permet d’atidie un état excité supérieur a la barriére de
potentiel coulombien. Il y a ensuite croisementcave état auto ionisant sur la coordonnée
réactionnelle du carboxylate en passant au dessudadbarriere coulombienne. Le
détachement d’électron dans le cas d’'un peptide gleis direct (pas de passage a travers la
RCB) que dans le cas de I'ADN.

+ \ Etat auto
jonisant ;
COO- Autodétachement
EC au-dessus de RCB
(7 *) —
------- &4 - - - ST EETEeE—— -

hv il RCB (0.95 eVv)

4.77 eV X4 [M-2H]" +e”
BE. -
3.47 6V BE (252ev)

X e N A ____

[M - 2H]?

Figure 4.28- Mécanisme de photodétachement dans le cas d’uidpegifinion. X représente I'état
fondamental pour [M-2H] et [M-2H]". FC correspond a l'état électronique atteint pan u

recouvrement de type Franck Codon, cette transiitria transitionzz*.
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Notons que ces mécanismes sont ici plus simplesteapréter que dans le cas de
I’ADN. On connait la nature exacte de I'état élentque atteint par le photon, les excitations
électroniques restent localisés sur le chromophairen sait d’ou part I'électron. De plus

détachement ne nécessite pas le passage a traedoamiere.

Fragmentation du radical. La figure 4.29 présente la fragmentation par ClDratlical
anion obtenu par photodétachement d’'un électromeet’anion non radicalaire obtenu
directement en sortie de source electrospray.&spéctre a) de CID du radical, les pertes de
neutre -18 et -44 sont dominantes. On observe dessombreuses ruptures de la liaisgn C
C dans la chaine principale,,'a x,. Plusieurs de ces fragments sont observés en
photodissociation directe (cf. figure 4.25). Leagiments observés pour le radical (rupture de
la chaine principale, et &) sont similaires a ceux que I'on retrouve lordaléagmentation
en EDD ou en ETIP®*® Comme nous I'avons déja constaté dans I'ADN, &satiation de

radicaux est similaire quelque soit la méthoderdelgction utilisée pour leur création.
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Figure 4.29 -Spectre de CID de I'angiotensine I. a) CID sur [MjZ, radical anion de charge (1-)
produit par EPD. b) CID sur [M-H], anion produit tBctement & partir de I'electrospray.

Des résultats similaires obtenus sur peptide plardph(peptide similaire a celui
présenté dans le chapitre 1) montre que l'utiimatdu radical permet d’augmenter la
fragmentation par CID, et stabilise le phospt&teDe plus la multiplicité des fragments
obtenus est en faveur de I'hypothése apportée @D Bui suppose que le radical est

mobile!>® &%
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Des expériences en E¥D et EDD® ont montré des schémas de fragmentation trés
similaires a ceux observés dans nos cas, directespeds irradiation laser, ou aprés CID sur
le radical. En EDD, le radical est produit par ais¢eau d’électron a des énergies > 10 ev. En
ETD, le radical est créé par réaction entre 'ardoétudier et un cation XeDans les deux
cas, les auteurs observent la formation d’'un ragliaadétachement d’électron, des pertes de
neutre dominées par la perte 44 a partir du raeicdes ruptures de la chaine principal sur les
liaisons G-C. Les deux auteurs s’accordent sur un mécanismise présenté sur la figure
4.30. Selon Hunét al, le radical serait porté par le COQe mécanisme implique I'attaque
du radical sur un N de la chaine principal. Ensipta transfert de charge, la rupture de la
liaison G,-C se produit (cf. figure 4.30). De plus, la pasitidu radical sur le COQrermet
d’expliquer la perte de COO (cf. figure 4.30). @bservations nous suggerent fortement que

le radical soit porté par le COt que le détachement d’électron s’effectue s @DO.

o

!:l—NH—CH—C/
N

© hv

4

a) C——NH—CH—C
N\
Co
C—NH—CHLC te 0 0
I \o I o,

.= C——NH—CHTC— N—/CH—..
A\ ]

R R,
o
1

...—c—NH—cI:H' o——c=N—<I:H—
R R,
a* X

O=—=C=——=O0 Perte de 44

Figure 4.30 -Schéma du mécanisme de formation du radical patoglédachement. a) perte

de COO. b) rupture de la chaine principale suritadon G-C.

De récents résultats obtenus dans notre groupleapae Joly (dans le cadre d’un travalil
de thése) montre que le spectre optique de phaicitéinent est ungouvelle sonde optique
pour les peptides et les protéines. Des résultamgtteurs présente le spectre optigue comme

une éventuelle signature de la localisation déntage’®"
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Conclusion

CONCLUSION

Le travail de cette these a eu pour but dans umipretemps de mettre au point un
nouveau montage expérimental couplant un spectrendet masse et un laser accordable en
longueur d’onde. Dans un second temps nous avalfisgd@es expériences de spectroscopie
UV de photodissociation. L'enjeu étant d’obtenirsdaformations sur la structure et la
conformation de molécules d'intérét biologique avérs I'excitation électronique d'un
chromophore. Les systemes étudiés sont des peptdescomplexes tryptophane agrégat
d’argent et des brins d’ADN.

De maniere général cette thése a montré I'effiéatit la plateforme expérimentale pour
réaliser des expériences de photodissociationraéfdét que peuvent présenter les résultats
obtenus autant sur le plan fondamental que anabtiCes expériences ouvrent de larges
perspectives dans I'étude des biomolécules en ersise.

L’absorption d’'un photon UV par le chromophore ddubiomolécule peut étre suivie
par une redistribution vibrationnelle de I'énerdi¢R), par une émission de lumiere ou par
une dissociation directe dans I'état électronigxeté. Une photodissociation spécifique peut
alors apparaitre, en particulier, nous avons olskrformation d’espéces radicalaires suite a
la perte de H ou a la perte d’'un chromophore. CQedigmentation peut étre contrélée par la
longueur d’'onde de l'excitation. L'absorption, & fragmentation qui fait intervenir des
mécanismes de transfert de charge, sont sensibdlesvaconnement du chromophore. L'un
des enjeux de cette expérience pour les annéesrsagena d'utiliser cette sensibilité pour
caractériser la structure et la dynamique de pretéen phase gazeuse. Une autre perspective
importante de ces résultats est l'utilisation dedicaux pour améliorer I'identification et le
séquencage de protéines.

Lors de I'étude de systemes complexes métal acideéa nous avons mis en évidence

de forts couplages électroniques entre la parti¢aliigie et la biomolécules expliquant
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Conclusion

I'exaltation de I'absorption d’'une biomolécule apisinage d’un film ou d’'une nanoparticule
d’argent. L'excitation laser d’'un complexe est $ig’'un transfert de charge amenant a une
fragmentation dépendant de I'état €lectroniquetéxet de la structure du complexe. Une
étude approfondie apporte des informations sur ttactsire. L’évolution de ce type
d’expérience vers des systéemes protéines métalgbeand’utiliser I'agrégat d’argent comme
chromophore pour exciter efficacement ce systemegmde taille. La distance entre
'agrégat et les acides aminés aromatique et datsdrption et les transferts de charges
pourront étre contrélées par la conformation dertdéine.

La réponse a l'excitation optique de brins d’ADN Ithahargé négativement conduit
principalement a un détachement d’électron. Cessitiyations ont, en autre, révélé la place
particuliere que joue la guanine dans ce mécangeneétachement. Le role exact de la
barriere de répulsion coulombienne reste a étudogs de I'excitation d’'un ligand fixé sur un
brin on observe également un détachement d’élegiromenant a priori du brin d’ADN.
Malgré la mauvaise compréhension de ce mécanisatiisation de ligands comme sonde
optique est prometteuse en particulier pour réatlss expériences similaires au FRET.

Dans lI'ensemble, cette expérience a apporté deeflesvméthodes d’analyse pour
I'étude de systeme biologique. Pour devenir plunmet, le montage devra aller vers une
détection de la fluorescence qui est une voie dexadtation possible et pourrait se révéler
tres informative comme elle peut I'étre en soluti@et apport permettra une meilleure
compréhension des mécanismes de désexcitationogliegies des biomolécules. D’autre part
les nombreuses et diverses collaborations et mtldits réalisées au cours de cette thése
témoignent de la polyvalence et du réel potentetette expérience.

Un article en cours de publication, ajouté en fie chanuscrit concernant une
collaboration avec I'équipe PUBLI du LASIM présentee expérience de pompe sonde avec
un laser femto sur une biomolécule. Peut étreenait-on un jour a contréler la conformation

d’une protéine par du contrble cohérent?
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ANNEXE |

1.1 Electrospray

7kV
200 -
1004
66 V
1 25V
0
] 4.1V 7.5V
-100 1 71V

-200 - capillaire 1 capillaire 2 :::se Octapole 1 lentille Octapole 2

Figure 1.1- Diagramme des tensions appliquées sur la lignemspray optique ionique. Solution de

tryptophane argent eau/méthanol 50/50 avec 3% d&eicétique.

50/50 ACN/HZO 0.1% NH4O
50/50 MeOH/H20 0.1% NH4OQ
50/50 ACN/H20 0.02% TF
50/50 ACN/H20C 0.05% TF
50/50 ACN/H20 0.1% TFA
50/50 MeOH/H20 0.02% TF
50/50 MeOH/H20 0.05% TF

L 50/50 MeCH/H20 0.1% TF
50/50 MeOH/H20 10mM NH40ORAc
50/50 MeOH/H20 SmM NH4OAc|
50/50 ACN/H20 0.1% Formic]
50/50 ACN/H20 1% Acetic|
50/50 MeOH/H20 0.1% Formic
50/50 MeOH/H20 1% Acetic]

I I |
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
Leucine Enképhaline

50/50 ACN/H20
50/50 MeOH/H2

0 100000 200000 300000 400000 5000

Nombre d’'ions compté
Figure 1.2- Tableau de donnée sur l'influence des solvantsriibpar thermo finnigan.
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2.1

ANNEXE I

Les Acides Aminés (AAs)

AAs aliphatiques hydrophobes

AAs soufré

Glycine (Gly, G)
2.4/9.8*

H—CH—COOH

HTH

Alanine (Ala, A)

H & —CH—COOH

2.419.9* AN

1
Valine (Val, V) H3C -HE — CH—COCH
2.3/9.7* [

CH; MH,

Leucine (Leu, L)
2.3/9.7*

H,CHC -H;,C—ClH —COOH
|

Méthionine (Met, M)
2.2 /19.3*

HL-S-HC —H;C—CIH —CODH
HH;

Cystéine (Cys, C)
1.9/10.3*

H3 —HQC—C[H—CDOH

HHa

AAs amidés

Asparginine (Asn, N)
2/8.8*

H— —H-_.C—ClH—COOH

s, NH,

Glutamine (GIn, Q)

Hyl—C —CH;—CH;—C|H— COOH
|

2.2/9.1* NH;
AAs basique
Lysine (Lys, K) H N £H,CY-CH—COCH
2.2/9.2/10.5* 4|

HH,

Hy HH,
Isoleucine (lle, 1) | y,cH,c-He—CH—COOH
2.3/9.7* Sy NH,
Proline O\
2/10.6* - COOH

H

AAs alcool
Sérine (Ser, S) HOH4~ — CH—CODH
2.2/8.8* HH,
Thréonine (Thr,T) [H:C-HC—CH—COOH
2.6/10.4* OH N,

Histidine (His, H)
1.8/9.0/12.5%

HoH _ﬁ —HN -{ HyC3CH—COOH
3

HMHa

Arginine (Arg, R)
1.8/9.2/6.0*

NH
NN
L Hzc—cla—coaﬁ
K
H MH

2
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AAs aromatiques

Phenylalanine (Phe, F)
2.6/9.2% O H;C—CIH—CDOH
HH,
Tyrosine (Tyr, Y)
299 1% HO O ch—c|H—cocuH
HH,
Tryptophane (Trp, W) =
2.419.4* | N H,C— CH—COOH
— M |
H NH,
AAs acide
Acide Glutamique (Glu, E) |HOOC -H,C -H,C—~CH—COOH
|
2.2/9.7/14.3* M,
Acide Aspartique (Asn, D) HOOC ~H,C—CH—COO0H
2.2/9.8/3.9 r!,H2

*Les valeurs données sont :
Pka du COOH / Pka du NH2
/ Pka de la fonction lorsqu'’il
existe

Figure 2.1 -Les 20 acides aminés. Sigle a trois lettre et alattee et valeurs de pKa des différents

site acido-basique.
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Figure 2.2- Les trois types de rupture de la chaine princip#ilen peptide avec les fragments
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Figure 2.3 -Fragments issue d’'une double rupture de la chaapidique.
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ANNEXE IV

4.1 Photodétachement d’ADN et de peptide

] Guanine
4,51
4,0-
W 35
oY ]
O
— 3,01
2,54
2,0+
1,5 I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I '
180 200 220 240 260 280 300 320
A [nm]
Figure 4.1 - Spectre dabsorption en solution, eau a pH

NIST[refttp://webbook.nist.gov/chemistry/).

7.

Seurc
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E (L moltcm™)
@ 260 nm

dT 49200

dCs* 43400

dA 75400

dGT % 52400

dG,T,* 54400

dG,T> 56400

dG,A> 69400

dGg* 62400

Figure 4.2 - Extinction molaire a 260 nm pour différents simfplen d’ADN. Hand Book de

biochimié"

[1] G. D. Fasman, H. A. SoberHandbook of biochemistry data, miscellaneous, CRC press,
Cleveland, 1976.
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Abstract: Femtosecond pump-probe experiments are performed on flavin biomolecules
isolated in an ion trap. Mass spectra of the photoinduced fragments show that the
fragmentation pathways can be modified using 2-color 2-photon excitation. In particular,
when an infrared probe pulse (810 nm) is added subsequent to the first excitation step
(excitation of the S; state of flavin mononucleotide, FMN, at 405 nm), branching ratios
between lumichrome (LC) and lumiflavin (LF) production are inverted relative to the single
excitation case.
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biomolecules isolated in an ion trap. Mass spectra of the photoinduced fragments show that
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Flavins are redox-active chromophores which are found in enzymes and photoreceptors.
Flavoenzymes are known to play a crucial role in light-mediated signal transduction. For
example, in the blue-light photoreceptor phototropin, the photoexcitation of flavin is the
initial step in the subsequent long reaction cascade." ? Among flavins, flavin mononucleotide
(FMN) is a coenzyme of many electron transferring enzymes.> Because of the biological
relevance of flavins, their photophysics has been studied extensively,® especially in aqueous
solution,™ ® with particular reference to the photodegradation of riboflavin (RF) into
lumichrome (LC) and lumiflavin (LF), two of the main photofragments. Furthermore, the
photodissociation of LC and LF has been shown to depend strongly on the pH of the solution,
LC being the major fragment in acidic solutions.” The relevance of the photo-chemical
properties of these molecules with the fact that experiments on flavins in the gas phase are
relatively easy to perform, together, indicates that flavins are ideal systems for gas-phase
dynamics studies. A recent experiment reports studying the photodegradation of flavins
trough mass spectrometry of photofragments produced, using flash photolysis of flavins in
aqueous solution.” The present paper presents femtosecond pump-probe experiments on
trapped FMN ions. The viability of partially controlling dissociation pathways using a pump-
probe excitation scheme is shown. In particular, we demonstrate that adding the probe pulse
increases the LC production to the detriment of LF. This behaviour might be linked to
previous results in liquids where the amount of LC is enhanced by low pH environments.’

Experimental Setup

Femtosecond pump-probe experiments were performed using a modified commercial ion-trap
mass spectrometer (LCQ DUO with the MSn option; Thermo Electron, San Jose, CA, USA)
equipped with an off-axis electrospray ionisation (ESI) source. The ring electrode of the
quadrupole ion trap (QIT) was pierced to allow the introduction of laser beams (see Talbot et
al.® for details). For photodissociation experiments, precursor ions are first isolated in the trap.
After isolation, they are irradiated for 50 ms (i.e. one laser shot), but results do not change
significantly by increasing the interaction time up to 500 ms. The ions are finally ejected from
the trap and the resulting mass spectrum is recorded, with an average subsequently taken over
about 200 spectra. For all experiments, a constant number of FMN ions was maintained inside
the trap (~ 600).

The excitation laser is a chirped pulse amplified Ti:Sa laser (typically 150 fs around 810 nm)
operated at a repetition rate of 22.5 Hz. The laser is frequency doubled through a 1 mm thick
BBO crystal. The 810 nm (probe) and 405 nm (pump) beams are split by a dichroic mirror in
a pump-probe delay line. Both pump and probe beams are spatially recombined with an
adjustable delay before entering the trap. The precise temporal overlap of the pump and the
probe pulses (zero delay) is calibrated by observing sum frequency mixing (SFM) in a thin
BBO crystal. Both laser beams pass a mechanical shutter that is electronically synchronized
with the mass spectrometer. A lens (f = 500 mm) located around 600 mm from the centre of
the trap is used to focus the laser beams on the ion packet. MS* and MS’-CID (Collision
Induced Dissociation) experiments were performed for comparison using the same
experimental set-up.

Results

FMN (Sigma-Aldrich, scheme 1) is dissolved, with 1% acetic acid in H,O/CH30H 1:1 (v/v),
to a concentration of 200 uM. Electrospraying the FMN solution reveals protonated and
sodiated FMN in the mass spectrum. Protonated FMN (m/z 457) is then isolated and collision
induced dissociation (CID) or ultraviolet photodissociation (UVPD) MS? spectra are recorded.



The pump pulse wavelength (405 nm) for UVPD is chosen to occur in one of the main
absorption bands of FMN as shown in figure 1. CID and UVPD (typical pump intensity =
5x10'"” W/cm®) spectra are compared in figure 2. CID mainly causes the loss of a water
molecule (m/z 439) with a small amount of m/z 359 also produced. The latter fragment
corresponds to the loss of the phosphate group H3;PO,, in other words, to riboflavin minus
H,O (RF®). Photon-induced dissociation yields very different effects (figure 2b), the most
striking feature in UVPD spectra being the major increase in the m/z 359 peak and the
appearance of lumichrome (LC, m/z 243), lumiflavin (LF, m/z 257) and formyllumiflavin plus
hydrogen(s) (FLF", m/z 286 and 287). In contrast, the channel corresponding to the loss of
H,0O (m/z 439) is almost suppressed.

The increase in m/z 359 (loss of the phosphate group) observed in figure 2b may result from a
photo-induced proton transfer from the isoalloxazine to the phosphate group in the excited
state following the excitation. This is similar to what was observed by Sobolewski et al. on
smaller molecules,” and by Tabarin et al. for peptides.'® This hypothesis is strengthened by
mass spectra obtained for deprotonated molecules, for which this photo-induced proton
transfer is not possible (figure 3). The figure reveals no significant difference between the
CID and UVPD mass spectra; in particular, phosphate loss is observed in both excitation
modes. This implies that the protonation state of the molecule plays a role in the loss of
phosphate following a UV excitation.

When a probe pulse, at 810 nm, with a typical intensity of 2.8x10"" W/cm?, and superimposed
spatially with the pump beam, follows the pump, branching ratios (Ifagment/Zlfragments)
corresponding to the different fragmentation pathways are changed, as plotted in figure 4. The
addition of the IR pulse decreases the production of LF and RE® to the benefit, in particular,
of LC. Furthermore, the radical form of FLF" (m/z 286) increases, whereas the other form
(m/z 287) surprisingly decreases. Note that in the pump-probe delay range from 0 to 100 ps,
no specific changes in the dynamics have so far been observed. In particular, no short time
scale dynamics, such as vibronic wave-packet motions, are observed at the time resolution
provided by the experiment (150 fs). As a control, it is observed that the probe pulse alone
induces negligible dissociation.

In a second set of experiments, we recorded, the dependence of LC, LF and RF® branching
ratios as a function of the probe pulse intensity, with a fixed delay At=0. Figure 5 compares
the behaviour of these fragments with increasing probe pulse intensity (Iyone). While the
amount of LC rises with I,obe, the percentage of LF decreases from 48% to 36%, which
corroborates the previous observations (figure 4). At low Iygbe, the increase in LC
(respectively, decrease in LF) appears linear. The decrease in the phosphate-loss fragment as
the probe laser intensity increases may reflect a diminution of the proton transfer rate.

Discussion and Conclusion

The main result arising from these experiments is that it is possible to change the branching
ratios in the photodissociation of FMN using a pump-probe excitation scheme. As shown in
the absorption spectrum (figure 1), the pump pulse energy (405 nm, i.e. 24700 cm™) lies in
the first absorption band of FMN, corresponding to the transition Sy-S; (m-n*). The probe
pulse at 810 nm promotes the excited molecules to a higher excited state S, in the second
absorption band (around 270 nm). New dissociation pathways are thus available resulting
particularly in an increase in the amount of LC, and corresponding decrease in LF. It is
important to note that neither the collision-induced nor the photo-induced dissociation of LF
(MS? spectra not shown) shows formation of LC. Moreover, the photofragments arising from



the photodissociation of LC and LF differ. Both observations are against a two-step
photodissociation from FMN to LF and then from LF to LC.

In the following, we will mainly focus on the photo-degradation of FMN into LC and LF
because they are the main products studied in liquids, and into FLF" because of its striking
behaviour (see figure 4). The photodissociation mechanism is rather complex but an attempt
can be made to explain the observed behaviour. It is interesting to compare this laser-induced
preferential dissociation to the photodegradation of flavins in liquids studied in several
previous works. In liquids, if the pH of the solution is acidic or neutral, FMN and RF tend to
photodissociate into LC rather than into LF, whereas if the pH rises above 8, LF is also
produced.” In our experiment, the decrease in LF (and in the phosphate-loss fragment) in
favour of LC might be connected to a change in the proton transfer rate which would reflect
different dynamics in the S; and S, excited states. Here, proton transfer leads to a
deprotonation of the isoalloxazine group. In the first excited state (corresponding to the
absorption band around 400 nm), the proton transfer may be faster than in higher excited
states; this would be in favour of LF production as observed in basic solutions, for which the
isoalloxazine moiety is not protonated. Thus, in the higher excited states, proton transfer may
be slower, which would lead to an increase in the LC channel, as observed in acidic solutions
for which the isoalloxazine moiety is protonated.

Another possibility would imply different relaxation pathways between singlet and triplet
states, as described in the liquid phase by Heelis.'' In our experiment, changing in the
branching ratio of LC and LF might reflect different coupling mechanisms between singlet
and triplet states after the absorption of one or two laser pulses (figure 6). Besides, in the
liquid phase, FLE" is known to be formed via combined photoreduction and dealkylation,'" '
which involve distinct states (singlet/triplet). This could explain, in our case, the opposite
behaviour of the two forms of the ions when adding the second pulse.

In conclusion, CID and UVPD lead to different fragmentation pathways of protonated FMN.
Moreover, it is possible to use a pump-probe excitation scheme to modify branching ratios in
the photodissociation of gas-phase protonated FMN. A tentative explanation relating these
results to solution pH was proposed; proton transfer is thought to be reduced by adding the
probe pulse, leading to an increase in the LC photofragment, which is the main product in
acidic solutions. This experiment is a preliminary step towards the control of reactivity in gas-
phase biological compounds and opens interesting perspectives for optimal control
experiments.
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Scheme 1: The protonated FMN molecule showing branching points for major
photofragments and their m/z value.
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Fig. 1 Absorption spectrum of FMN in water.
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Fig. 2 Mass spectra of trapped protonated FMN (m/z 457). (a) Collision-induced dissociation
(CID). (b) Ultraviolet photodissociation (UVPD) for a pump at A=405 nm.
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Fig. 3 Mass spectra of trapped deprotonated FMN (m/z 455). (a) Collision-induced
dissociation (CID). (b) Ultraviolet photodissociation (UVPD) for a pump at A=405 nm.
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Fig. 5 Power dependence on the probe pulse intensity of the fragments LF, LC and phosphate
loss.
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Fig. 6 Simplified Jablonski diagram of FMN. Quantum yields are for neutral aqueous
riboflavin and are taken from Islam et al."> The pump pulse (around 405 nm) will promote
FMN from S, to its first excited state S; whereas the probe pulse (around 8§10 nm) will
address the higher excited state (in the 270 nm band).
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