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Introduction

Dans un article de la revue The journal of the Aozer Society for Mass Spectrometry parue en
1991, Alfred Nier rappelait le contexte lié a I'appion de la spectrométrie de masse en écrivant :
“Before 1940 mass spectroscopy was employed prynfani the determination of the masses and
relative abundances of isotopBgvelopments had proceeded in two general dirextidhe first of
these dealt mainly with the measurement of atomass®es.” Dans cet article, il ne précisait pas
guelle était la deuxieme direction générale priae |p spectrométrie de masse au cours de son
développement. Mais, on peut se permettre de coenpiétte affirmation, en proposant qu'un des
challenges les mieux définis, fut aussi de proposeacces le plus rapide possible a la structure
moléculaire d’entités de taille croissante. La réq@ apportée concerna le développement de
méthodes physiques en relation avec Il'analyse chienistructurale pour mesurer le plus
précisément possible les rapports masse sur cliawgedes ions générés en phase gazeuse, mais
aussi pour comprendre et anticiper leur réactiloté des étapes de fragmentation. En clair, il
s’agissait d’obtenir les formules brutes des corépoanalysés et de révéler leur structure
moléculaire. Cependant, au préalable, il était semiee de proposer des méthodes de transfert en
phase gazeuse des molécules a détecter, que cavsoit ou aprés I'étape d’ionisation. Les
meéthodes dites d’ionisation ont été développeemsigux axes principaux.

Le premier de ces axes a consisté a proposer desidees capables d’ioniser I'analyte neutre
introduit en continu dans la source. On vit algepaaaitre successivement : la source d’ionisation
par impact d’électron (El) en 1940la source d'ionisation chimique (Cl) en 1966 source
d’ionisation chimique & pression atmosphérique (AR 1975 et la source d'ionisation par
électronébullisation ou electrospray (ESI) en 19&h El et CI, la molécule est introduite et
ionisée en phase gazeuse. En APCI, elle est infaséeghase liquide avant d'étre vaporisée et
ionisée en phase gazeuse. En ESI, lionisationaleitest réalisée en phase liquide avant la
dispersion de I'échantillon dans le brouillard deutjelettes chargées. Il apparait ainsi que le
développement de ce type de sources d'ionisatiété &n relation avec I'analyse de composés de
tailles et de susceptibilités thermiques croissaridans la méme période, le champ d’investigation
de la spectrométrie de masse qui était avant &sliteint a la caractérisation structurale de etite
molécules organiques, s’est élargi a l'analyse de-pblyméres et méme de complexes
supramoléculaires. Les applications de la spectiienéle masse intéressérent aussi I'analyse
guantitative et I'analyse de mélanges complexesepgue ce type de sources est adapté a un
couplage avec les méthodes chromatographitjues.

Parallelement au développement de ces sources, autre méthodologie d’'ionisation en
spectrométrie de masse émerge. Le principe edreliff dans la mesure ou I'échantillon doit ici

étre déposé sur une surface avant introduction dassurce d’ionisation. En 1973, la désorption
2
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par effet de champ (FD) fut ainsi introduitSuivie par l'apparition de méthodes d'ionisation
impliqguant un bombardement de particules sur I'étHhan déposé. Parmi ces dernieres, on peut
citer la technique PDMS (Plasma Desorption Massit®pmetry) qui produit des ions gazeux suite
a un bombardement de la cible par des particulsgess de la fission de Iisotope 32 du
californium, ® et les sources de désorption ionisation laser YLD si l'irradiation laser est
considérée comme un bombardement de photons. ltayame ces méthodes,on admet que les
ions ne se fragmentent pas, est qu’il devient ptessil’analyser un mélange de composés
directement déposé sur la surface, sans passér parcessus de séparation chromatographique. Il
subsiste cependant un inconvénient majeur, lié & difficultés dans l'analyse de composés
thermolabiles et non volatiles. En effet, il estnglace cas nécessaire que le processus de
vaporisation/désorption/ionisation soit plus rapgle la décomposition thermique du composé a
I'état condensé et que I'énergie interne accumpégdes ions gazeux ne soit pas trop élevée afin de
ne pas observer des décompositions métastablesiodesémis’ ° Pour circonvenir & cet
inconvénient, l'idée d'introduire un composé intédiaire entre la source d’énergie et la
production d’ions gazeux a été mise a contributibes techniques d’ionisation assistées par
matrice comme les méthodes FAB (Fast Atom Bombant)ite'? et MALDI (Matrix Assisted
Laser Desorption lonizatioh) 1 ont été alors développées. En FAB, I'échantillsh rmélangé a
une matrice visqueuse et I'ensemble subit un bodemaent d’atomes rapides d’argon ou de xénon
qui permet d’expulser en phase gazeuse I'analyéetinCelui-ci s'ionise alors que les molécules de
matrices ont participé au transfert d’énergie aitggée I'échantillon. En MALDI, I'échantillon
déposé est co-cristallisé avec des molécules decenan large exces qui absorbent a la longueur
d’'onde du laser utilisé. Ce sont ces moléculesimjtient le processus de désorption ionisation
laser, protégent I'échantillon vis-a-vis de lirfation et permettent d’analyser des composés
thermolabiles par spectrométrie de masse dans aditions douces. L’ionisation MALDI est
particulierement bien adaptée a l'analyse de bigmeres de hauts poids moléculaires et de
mélanges complexes sans étapes préalables de te@patas constituants. Il est cependant
rapidement apparu gu’elle ne permettait pas d'aealges petites molécules a cause de la présence
des ions de matrices dans les gammes de faiblpertam/z.

De nombreuses méthodes de désorption ionisatioer ldges sans matrice sont apparues
postérieurement au MALDF: *° Elles utilisent des surfaces modifiées par difiésetypes de
matériaux afin de constituer des milieux de confieat et de protection de I'’échantillon vis a vis
du rayonnement laser. Le but est alors de promesemeéthodes LDI alternatives au MALDI pour
I'analyse haut débit de composés thermolabile® éaithles poids moléculaires.

C'est dans cette optique, qu'une nouvelle méthodenidation appelée DIAMS (pour

Desorption/lonization on self Assembled Monolayeanf&ce) a été développée a I'Université
3
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d’Angers au sein du groupe Physico-Chimie et Digfqsour I'Analyse de 'TUMR 6200 CIMA
(Chimie et Ingénierie Moléculaire d’Angers) et pébl en 2008’ L'intérét d'utiliser des
monocouches auto-assemblées en spectrométrie dee masr la désorption/ionisation laser a
depuis été confirmé au travers du dépét d'un brpaetThe Korea Research Institut of Standards
and Science avec une date de priorité au 25/04/08.

Il était donc intéressant de réaliser une étuds phmpléte dédiée spécifiquement a la méthode
DIAMS. Dans un premier temps, les caractéristiquemcipales de la technique ont été
systématisées et sa faisabilité a été évaluéepp@gsément au travers d’analyses qualitatives et
guantitatives de différentes molécules cibles. Gesqui est présenté au sein de ce mémoire, dans
le chapitre "Principes, élaboration et faisabitiggéla méthode DIAMS". Dans un deuxiéme temps,
la compréhension des phénomeénes impliqués danteittidn d’'ions gazeux a fait I'objet d’études
meécanistiques grace a des évaluations comparatevdsstributions d’énergie interne et de vitesses
initiales des ions produits. Ces études sont rg@es respectivement dans les chapitres
"Evaluations comparatives des distributions d’éieeirgterne d’ions gazeux produits par la méthode
DIAMS" et "Evaluations comparatives des vitesséales d’'ions gazeux produits par la méthode
DIAMS". Cependant, afin de mieux situer la meth@AMS parmi les autres méthodes liées a
I'utilisation d’'une source laser et de mieux amtesi les différents phénomeénes impliqués dans les
processus LDI/MS, un premier chapitre consacré rayohinement laser et son implication en
Spectrométrie de Masse" est d’abord proposé.
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Chapitre | : Le rayonnement Laser et son implicaga spectrométrie de masse.

Les lasers sont définis comme des sources lumisepseivant produire un rayonnement
électromagnétique cohérent de forte intensité.doegces laser tiennent une place de plus en plus
importante en ce qui concerne les problemes d’apalg la matiere, celles-ci permettant de sonder
le milieu a distance, de facon ultrarapide et avee grande résolution spatiale. En spectrométrie de
masse, les lasers sont utilisés pour transféréémiergie a la matiere afin de la faire passertease
gazeuse, de lioniser ou de la fragmenter. Dansasegun faisceau laser, focalisé sur une surface,
permet de désorber des particules sous forme neutienisée. La désorption laser couplée a un
analyseur en masse permet d’avoir acces a la éasation d’'une large gamme de composes, que
ce soient des minéraux ou des molécules organiquebiologiques. Le caractere pulsé de la
production des ions gazeux inhérent au phénomeéser, la conduit au couplage de ce type de
sources avec des analyseurs a temps de vol (TQFpua of Flight).

Malgré la démocratisation de I'utilisation des lasdeur réle fondamental dans les sources de type
désorption/ionisation laser implique une descripsoaccincte de son fonctionnement. Celle qui est
donnée ici s'articule selon deux grands axes. keenjar est lié aux caractéristiques propres du
rayonnement laser alors que le deuxieme s’attacécére l'interaction du rayonnement avec
différents types de surfaces et les grandes applsa analytigues de la spectrométrie par

désorption ionisation.

1 Lerayonnement laser

La particularité, qui fait du rayonnement laser snarce lumineuse si difféerente, réside dans te fai
gu'il est émis par émission stimulée. Les dispms#titres spéciales du systeme émissif permettent
d'utiliser ce phénomeéne d’absorption et d’émissierphotons et de fournir une lumiére tres intense
et d'une tres grande pureté spectrale. Le preaser k été mis au point vers 1960 et le terme laser
provient de l'acronymélight amplification by stimulated emission of ratdon" (en francais :
"amplification de la lumiére par émission stimulée radiation"): ? Il peut donc étre utile de
rappeler les caractéristiques d’un faisceau laars la mesure ou son principe de fonctionnement a

fait 'objet d’une description préalable.

1.1 Absorption et émission de photons

Sous irradiation lumineuse, les molécules ou atod@s matériau peuvent absorber de I'énergie
photonique, ce qui conduit au peuplement d’un opldsieurs de ses niveaux excités. Les especes
excitées peuvent retourner a leur état fondamentéibérant de I'énergie sous forme de chaleur, de
lumiere ou de quantité de mouvement. Le principd'@mission laser est alors d'utiliser cette
interaction rayonnement matiére pour créer et drmaplde la lumiére, en mettant notamment a

profit les phénomeénes d'absorption, d'émissiontsipée et d'émission stimulée.
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» L’absorption d'une énergie extériel, appelée énergie de pompatpns le cas des lasers,
permet d'exciteles atomes 'un état fondamentdt; versun état excit¢E,. Dans le cas des
lasers, les atomanolécule utilisés absorbentdans un domainedu rayonnement
électromagnétique de la lumie c'est-a-dire a une valeur iengueurd’onde correspondant

a une transition possibleers un état exci (Figure 1.1).

A E2

hv,,

~
@, E,

Figure 1.1 :Schéma illustrant Ipeuplement d’un état excit@ & partir d’'un état fondamentie;

lors de I'absorptior d’'un photon de longueur d’onde;hv

La dynamique du phénoméne d’absorption dépd’une part, du rapport entre les
populationsde I'état excitéN, et de I'état fondamental ;N et d’autre part, de I'éca
d’énergie entre les niveaux considéet donc de I'intensitde I'excitatiol.

* L’émission spontanéeestun phénomeéne naturel de retour aétiat de plus basse éner
Les électrons d'un atongxcité ou d'une molécule excitée tend@metourner verseur état
fondamental. Cettgansition élecronique entre I'état excité et @tat de plus basse éner
est spontanée et accompagnée de I'émi«d’un photon d'énergidv,; = E, —E; (Figure

1.2).
O E,
hv,,
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Figure 1.2 : Schéma illustranine émission spontar d’un photon dont la longueur d’ondez;

correspond a I'écdrentre les niveaux d’énergde I'état excité ket del’état fondamentak;

Cette émission spontanée est incohérerpuisque chaque aton/molécule émet
indépendamment des au. Ainsi, il n'y a pas de relation de phase, de direction

polarisation entre ledifférente: émissions, de rayonnement est omnidirectioni
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L’émission stimulée proposée p. Einstein en 1917¢orrespond, comme pol‘émission
spontanée, a la libération d'un photon par relaratiun atom excité ou d'une molécule
excitéevers un niveau d'énergie inférie> La désexcitatiomst provoquée par |'avée d'un

photon d'énergiby et accompagnée de I'émissioun deuxiéne photo. (Figure 1.3).

O E,
hv
hv,, 21
AN V>
ANN >
A 2 E]_

Figure 1.3 :Schéma illustranune émission stimulée induite gabsorption d’'un photon d

longueur d’onde hy

L'émission stimulée posse des propriétés remarquahleBn effet, les rayonnements
inducteurs et induitprésenter:

= la méme phas

* |a méme directiol

*= |a méme polarisatio
Il n'y a donc physiquaen aucun moyen possible de séparer les photons indsobt les
photons induits. @ dit que 'émission est cohérente et qu’il y artiplification de lumiér
par énission stimulée de rayonneme
Dans le cas de I'émission stimuléa vitesse de désexcitation est proportionnelle

population du niveau supéri¢ et a la quantité de photons inducteurs.

1.2 Principe de fonctionnement d'un lase

Comme dit précédemment, peincipe d'ui laser esd'utiliser le phénomeéne d'émission stimt

pour produire et amplifier un flux de phot. Le dispositif utilisé est un oscillateur laserpérmet

de mettre en ceuvre tge de relaxation et d'obtenir un rayonnemenbodie inensité.
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Pompage

Figure 14 : Principe de fonctionnement du laser

1- milieu actif 2faisceau laser - miroir 4- miroir semiréfléchissar

Classiquement,ruoscillateur laser € constituéde trois éléments fondamente(Figure 1.4) :

* un milieu actif,
* un systeme de pompage,

* une cavité résonantmiroirs 3 et 4.

Dans le cas d'un laser, wes miroirs est semi-réfléchissamtfin de permettre utilisation du

rayonnement.

1.2.1 Le milieu actif

Le milieu actif est en quelque sorte I'élément adledispositif. C'est d'ailleurs lui qui définit
caractéristique principale d'un laser, a savoitptgyueur d'onde a laquelle il émet. De ce fag,
différents lasers sont généralement désignése milieu actif qu'ils utilisen(Tableau 1.1). Cet
eélément, aussiappelé milieu amplificateur, est choisi pour sadmgosition a fournir ul
rayonnement laser. Pour cela il doit présenterivean excité qui se peuple facilement, qui ait
assez longue durée de eiequi permette une désexcitation radia

La matiére qui compose le milieu acpeut étre sous formiquide, solide ou gazse (Tableau
1.1). Les molécules catomes qui le constituent sont excités en contarugsysteme de pompa
puis relaxés par émission stime. La longueur d'onde a laquelle émet le laser estenen
déterminée par I'énergie libérée lors de cettexwitagion radiative, c'est a dire par la différel

entre les deux niveaux d'énergie mis en

10
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Type de laser Milieu actif Longueur d'onde
Rubis : Alumine (AJOs) dopé Ct* 694 nm
Saphir : Alumine (AIOs) dopé T1" 800 nm
Laser a solide Verre dopé au Nd 1053 nm
Nd-YAG : Grenat d'Yttrium et d'Aluminium
1064 nm
dopé Nd*
Mélange d'argon et de fluor (ArF) 193 nm
Mélange de krypton et de fluor (KrF) 249 nm
. Mélange de xénon et de chlore (XeCl) 307 nm
Laser a gaz
Azote (N) 337,1 nm
Mélange d'hélium et de néon (HeNe) 632 nm
Dioxyde de carbone (G 10,6 pm
Laser a
) AsGa 904 nm
semi-conducteur
Laser a colorant Rhodamine 400 a 800 nm

Tableau 1.1 : Classification des différents lasemsonction de leur milieu actif et de leur longueu

d’onde d’émission

1.2.2 Le processus d’inversion de population

Le rayonnement laser émis est initié par une désexn d'une espece excitée du milieu actif sous
forme d'émission spontanée. Ensuite, par une ttterade proche en proche, le photon émis peut
soit étre absorbé soit provoquer une émission #&ienen fonction de la répartition de population de
I'espéce rencontrée. Dans un systeme a l'équidibéetempérature ambiante, les niveaux les plus
peuplés sont les niveaux de plus basse énergies Datel cas, la réponse globale du systéme sera
une absorption du photon et il n'y a pas formatlarfaisceau laser. Pour obtenir un rayonnement
laser, la population du milieu actif est inversée fdgon a peupler majoritairement les niveaux
énergétiques supérieurs. Ainsi un photon émis pess@e plus grande probabilité de rencontrer
une espece excitée qu'une espece au repos etrienpéige d'émission stimulée prend le pas sur
l'absorption. La création de nouveaux photons grdrane réaction en cascade qui contribue a la
formation du faisceau laser et a son amplificatidmversion de population est réalisée par une
excitation extérieure, appelée "pompage”, qui pemeepromouvoir les atomes ou molécules du
milieu actif vers leurs niveaux énergétiques suuis et de disposer d’'une réserve permanente

d’especes excitées susceptibles d’émettre.

11
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L'obtention d'une inversion de population en wiisdes systemes de pompage a deux niv
d'énergie s'avere trés difficile, aines systemes classiques uéhs$ trois ou quatre niveat

d'énergie (Figure 1.5).

a) b) E,
A\
< E, —E;
! —— E, Transition

- Pompage AVAVAS
Pompage Transition Radiative

V> "
Radiative 7—— E,
Y K, K,

Figure 1.5 :Description schématique dystemes de pompage a 3 nivea) et a 4 niveaux b)

Dans un systéme a trois nivegikgure 1.5 a)), le niveal, est peuplé lors du pompage. Ce niv
doit avoir une courte durée de vie afin de peugpidement n niveauk; d'énergie infériele par
le biais d'un transfert non radiatif. A l'inverde, niveauE; doit étre métastablpour servir de
réservoiret rendre l'inversion de population poss' L'avantagede cette configuration éte que le
niveauE, est toujours trépeu peupl, ce qui aidda transition de pompage enigg et E,, et le
niveauk; est toujours trés peuj, ce qui facilite la désexcitation radiatigai a lieu entree; etE,.
Le pompage a quatre niveauxigure 15 b)) fonctionne de faconimsilaire. Lors du pompage,
niveauEs est peuplé, s'en suit une désexcitation non radiasipide vers un niveau meétastak..
La différence avec le systéeme a trois niveaux eetlg transition radtive se produit vers un aut
niveau intermédiaire instabEe; qui se vide en permanence par désexcitation noatinaa vers
I'état fondamentalDans cette configuration, le niveE; est trés peu peuplé, ce qui encourac
désexcitation radiative enti, et E;, et le niveaug, est plus peuplé que dale pompage a 3
niveaux ce qui favorisk transition de pompac

Différents types de pompage se distingu

 Le pompage optique :le milieu actif est excité par une lampedécharge, a chaque
pulsation lumineuse, les niveaux énergeétiqueupérieurs sontabondamment peupl
Ce mode de pompage est utilisé dans les laserkd&,stont le milieu actif est un crist
dopé dont les impuretés permettent d'atteindreted configuration de niveaux d'éner

* Le pompage électronique ce type de pompage estrggralement utilisé dans les lase

gaz.Les électrons d'une décharge électrique sont aésést interagisseravec le milieu

12
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actif gazeux. lls cédent une partie de leur énecgiétigue aux atomes ou molécules qui
vont étre excités ou ionises et provoquent I'inkersle population.

* Le pompage chimique :certaines réactions chimiques produisent direaténnee inversion
de population, comme dans le laser a fluorure ddgg&he. Mais ce sont généralement des
réactions exothermiques qui sont utilisées pouitexd'autres molécules et engendrer

l'inversion de population.

1.2.3 La cavité laser

L'inversion de population seule n’est pas suffisgdur obtenir I'effet laser, elle ne permet qu'une
amplification limitée. Il faut concentrer les photodans une direction et multiplier le coefficient
d'amplification du milieu actif, c’est le réle de& tavité optique. Elle est formée par les deux ingiro
paralleles, représentés par les éléments 3 et tadtigure 1.4, qui encadrent le milieu actif. Un
premier miroir totalement réfléchissant et un secaemi-réfléchissant qui laisse sortir le
rayonnement laser.

Apres l'opération de pompage sur les atomes diemdictif qui réalise I'inversion de population,
les premiers photons sont générés par émissiortaspEn sans direction privilégiée. Ces photons
interagissent avec les atomes excités voisins etmaéiplient par émission stimulée. La
configuration des miroirs est prévue pour que ssoisnt conservés les photons qui évoluent dans
I'axe normal aux miroirs, ceux qui se propageramgms une autre direction sont rapidement
perdus. Quelques allés-retours dans la cavitéssuifipour obtenir un gain important et un faisceau

suffisamment intense pour traverser le miroir segfiechissant.

1.3 Caractéristiques principales d'un faisceau laser

Le rayonnement laser se distingue par ces quadtreipailes propriétés :

» Directivité et faible divergence :Une propriété fondamentale du rayonnement lagesaes
directivité. Laquelle est principalement due awngipe de fonctionnement de la cavité, qui
concentre les photons le long de I'axe normal augirs, et a I'amplification par émission
stimulée, pour laquelle les nouveaux photons émisaoméme direction que les photons
inducteurs.

Cette directivité est seulement limitée par lesnoinéenes de diffraction dans le milieu de
propagation qui peuvent induire une faible divergedu faisceau.

* Monochromaticité : La lumiére produite par un laser est monochromatid.-es lasers
existants proposent une large gamme de longueamdedallant du domaine de l'infrarouge
a celui des rayons X, celles-ci sont déterminéesap@ansition radiative exploitée et par les

dimensions de la cavité optique.
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» Irradiance : Liée a la quantité d'énergie (ou densité de phatéhivrée par le laser, elle est
exprimée en W.cifi et représente la puissance transmise par unigiidace, c'est-a-dire
une guantité d’énergie par unité de temps et dasirLes faisceaux laser peuvent atteindre
de tres fortes intensités ou irradiances gracangplification du rayonnement dans la cavité
et par concentration du faisceau en utilisant ystegoe adaptée. Il faut remarquer que le
terme de fluence peut étre également utilisé paraatériser I'énergie d’un faisceau laser. |l
s'agit alors d’une quantité d'énergie transmiseupété de surface, exprimée en JTm

» Cohérence :Lorsqu'un photon est émis, son rayonnement élpetynetique est défini
comme un train d'onde. Dans le cas du rayonnenaset,|les trains d'onde de tous les
photons émis sont en phase aussi bien spatialequentemporellement, c'est pourquoi le

rayonnement laser est dit cohérent.

2 L’interaction du rayonnement Laser avec une surfaceet son application en

spectrométrie de masse par désorption ionisation $ar
Comme pour n'importe qu'elle onde électromagnétilpusque le faisceau laser atteint une surface,
il 'y a compétition entre les phénoménes d'absarptie réflexion et de transmission. En
spectrométrie de masse, l'interaction laser/matstenotamment utilisée en désorption ionisation
laser, désignée par I'acronyme anglophone LDI (juaser Desorption lonization).
En général, lirradiation d'une surface par unrlgssut engendrer des phénoménes allant d'un
simple échauffement local a la vaporisation, laodétson ou I'ablation des constituants de celle-ci.
La vaporisation étant le passage d'un état condetiséat gazeux, elle sous-entend la fusion de la
matiere et donc que sa vitesse de vaporisatiortregitsupérieure a sa cinétique de décomposition
thermiquein situ, sans quoi I'évaporation laisse place a la pyeoliia désorption est un processus
physique différent puisqu’elle met en jeu des reggude liaisons formées entre des molécules ou
des ions et une surface adsorbante. C’est un pl&r@m®endothermique qui est favorisé par une
faible pression, une température élevée ou la peésel’un champ électrique intense. Enfin,
'ablation est plutdt a définir comme un phénoménacroscopique de retrait d’'une certaine
guantité de matiére a partir d’'une substance dépaséurface.
Les mécanismes qui, suite a une interaction lasgiene, génerent des ions sont difficiles a
modéliser. Le phénomene peut étre succinctemenit décla facon suivante : sous l'effet de I'onde
électromagnétique, la matiere irradiée passe danétat excité et la redistribution de I'énergie
stockée conduit a différents processus de désarpitou d'ionisation. Différents mécanismes
expliquant le passage des molécules de la phasie sola phase gaz sous l'effet d'une irradiation

laser ont été proposés’ lls ont notamment montré qu'il fallait prendre empte la nature de la
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surface irradiée et la valeur de lirradiance disciau laser, ce qu'il faudra nécessairement
considérer lors d'une description plus préciseng&sanismes LDI.

Dans ce contexte, on propose de considérer tpéestgénériques de surfaces, la surface métallique
ou composée d'oxyde de meétaux ou de film polymeigla surface recouverte de films
moléculaires ou de molécules adsorbées et la surémouverte de molécules cristallisées absorbant
a la longueur donde du laser. Chacun pouvant é&ssocié a des techniques de
désorption/ionisation laser, ainsi le deuxiemepmg par exemple correspondre a un dép6t LDI et
le dernier, a la méthode MALDI (Matrix Assisted Ba®esorption/lonization).

Cependant, pour décrire I'ensemble des étapesvémant de lirradiation de la surface a
I'observation des ions sur les spectres de malsest aussi nécessaire de s'attacher aux processus
d’ionisation en phase gaz. A ce sujet, le compagtendu nuage gazeux émis est particulierement a
considérer, que ce soit en mode MALDI ou dans aelgun peut maintenant référencer comme le

mode LDI sans matrice.

2.1 La désorption ionisation laser a partir d’'une surface métallique ou d’un matériau
Le processus LDI impliqguant I'irradiation laser dai surface constituée de métaux, d’oxydes
métalliques ou d’'un matériau quelconque, peutusiter de facon générale selon une suite

d’évenements illustrés dans la Figure 1.6.
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t<0,01ns £0,1n t<1lns t=2ns 5 ns<t< 100
uS
Emission de Apparition de lonisation Formation Expansion du
photoélectrons charges e de surface d'un nuage
suite a surfaces suit conduisant plasma pa constituant la
I'absorption a la formatior a émission plume du laser
non linéaire d’excitons et ¢ I’émission d’ions, de dont la densité
de photons I'émission d’ions radicaux élevée conduit
thermoioniqu secondaires d’atomes e a des réactions
de ion/molécule
molécules et & I'émission
neutres d’agrégats
ionisés

Figure 1.6 Schéma illustrant Igsincipalesétapes conduisant a la formation d’'ions gazeux i

d’une interaction laser/surface

Ces événements sotgpendanliés aux différents régimes d'irradiance ldger. En effet, suival
les domaines d’énergie du rayonnement, la desgniptiécanistique doit englober un ensembl
phénomenes allant de la simple volatilisatic l'ignition du plasma formé tel gu’illust dans la

Figure 1.7.

Irradiance
Faible Moyenne Forte
Seuil Seuil
de de création
volatilisation du plasma

Figure 1.7 : Représdation schématique des trois zones d'irradiancéo@ction des seuils ¢

volatilisation et de création d'un plasma de la éwile irradiée
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2.1.1 Faible irradiance Iy < 16 W.cm':

En dessous du seuil de volatilisation des moléduiagiées, c’est principalement un phénomene de
désorption par échauffement de la surface qui sop@éme si les transferts de matiére a travers
I'interface solide/vide sont négligeables, cet affleanent conduit au détachement de quelques
molécules et d'ions adsorbés. On peut alors erefispge les spectres de masse obtenus dans des
conditions similaires contiendraient une grande onit# d'ions moléculaires, certainement

préformés en phase solide.

2.1.2 Irradiance moyenne (Intensitél, < 1 & 10 W.cm?)

Pour une irradiance moyenne, trois phases diffésedibivent étre prises en compte. Dans la phase
dite de préablationdl), l'intensité effectivement recue par la surfag® va non seulement
dépendre du profil de l'intensité de I'impulsiorséaily, mais aussi du coefficient d’absorption

linéaire o du matériau et de la profondeur de pénétratidn rayonnement dans la matiére, tel que :
| (t)=1,(t) @) ° Plus le matériau a un coefficient élevé, plus lintensité seuil d'ablation

lsevit de surface sera faible. Quand le seuil de vdatibn est dépassé, c’est a dire durant la phase
d’ablation proprement dite®(l), I'évaporation ou I'éjection des molécules dsiaface de la cible
devient non négligeable. Ce qui entraine la foramatd'un nuage de molécules gazeuses en
expansion, appelé la plume. Ce nuage a un coeffidiabsorptions qui va induire un effet d’écran
sur la surface en cours d’irradiation. A causealplime, l'intensité laser qui atteint réellement |

surface est maintenant liée aux propriétés dalisorpdu nuage gazeux telle que:
1(t)=1,(t)@"". La vitesse de formation du nuage ou vitesse afail devient :
Vo iaiion = k[ I, (t) &7 - Iseu“} . En résumé, lintensité réellement regue par téase au cours de

lirradiation est liee a l'intensité du faisceaisés, a la vitesse d’éjection de la matiere, adeff
d’écran du nuage formé et a la durée de I'impul$azer. Une des conséquences de l'influence de

ces parameétres qui interagissent, est illustrée @aRigure 1.8.
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THE THREE EXCITATION PHASES
$I preabiction

-
<

| dI ablatien
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LASER INTENSITY ( MW/cm?2 )
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TIME {ns )

Figure 1.8 : Comparaison des profils de l'intendiigadiance) d’'une impulsion délivrée lors d'un
pulse de laser excimére (193 nm, 200 m¥)ofwourbe 1) et de I'intensité (irradiance)
effectivement regcue par la surface aprés absorgiamnle nuage gazeux créé (courbe 2) au cours

des phases de désorption ionisation laser & irradé&amoyenn@.

A travers cet exemple, il apparait que I'effet décinduit une décroissance de l'intensité réelle
recue par la surface plus rapide que celle dudais@mis. Alors que la phase d’ablatianl)
semble avoir commencé avec une intensité seuillatiah Ise i correspondant a celle du laser
(valeur delp au tempg; sur Figure 1.8), la phase de postablati®iil] va se mettre en place avant
'abaissement d& a une valeur ddse; effectivement recue par la surface. Pour une pliomeée
avec un coefficient d’absorptiof relativement faible, le nuage formé restera optngent
transparent. Il ne sera chauffé que par un trandiematiere thermiquement excitée a travers la
surface puis refroidie par le phénomene d'expansiermodele dit de la plume froide est cohérent
avec des températures mesurées dans le nuage galativement basses et dans lequel l'ionisation
thermique n'est donc pas un processus significa@ii parle alors d'une énergie thermique
transférée par conduction thermique de la cible. d®atre, il faut bien garder a I'esprit qu’au
moment ou la plume se forme, elle présente uneitdeths matiére élevée qui rend possibles des
réactions d’ionisation en phase gaz. Ces derneoeyptent parmi les voies les plus probables de
production des ions qui contribueront aux grandgsek du spectre de madskes réactions de

protonation et de cationisation étant souvent lacede la majorité des ions du nudge.

2.1.3 Forte irradiance 1o > 16 W.cm™:
Au terme de conductivité thermiqée(W.m*.K™) définit pour un matériau ou un alliage comme sa

capacité a transférer 1'énergie du rayonnement@atuction, on substitue le terme de diffusivité
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. _ K 2 -1 N . _3 s -
thermlque(——p@ (m".s”) ou p est la masse volumique en g’ rat C la capacité calorifique en

J.gt.K 119 La diffusivité thermique est donc le rapport eféreonductivité thermique et la capacité
thermique du matériau considéré. Une diffusivigérttique importanteK( grand et le produip.C
petit) comme dans le cas de métaux tels que leeoir I'or, signifie que le milieu est plus apte a
transférer la chaleur qu'a la stocker. La profondiEsupénétration du rayonnement las@st alors

calculée a partir de la diffusivité thermiqueet de la durée de limpulsior telle que :

x:0,969(/(r)y2. Cette pénétration thermique, liée au rayonnens¢ndu matériau, conduit a

'expulsion de matiére ionisée et neutre créantplasma a la surface de la cible irradiée. Plus
l'impulsion est courte, plus lintensité du laseécessaire & l'ignition du plasma sera élévée.
L’expansion du plasma généré a haute irradiance taxide peut étre décrite selon quatre zones

distinctes.

* Premiere zone: c’est la zone la plus proche deutface. La densité est maximum et la
température qui y regne résulte d’'un transfert d’@nergie thermique de l'ordre de 0,1 a
0,2 eV par conduction depuis la cible. On notera cpite valeur d’énergie exprimée en eV
dans le cas des plasmas, peut étre comparée @mpérature thermodynamique comprise
entre 1000 et 5000 K, permettant d’envisager lmégion thermique d’ions et de radicaix.

» Deuxieme zone : C'est la zone d’expansion adiabatigitiale du plasma créé. Avec une
pression moyenne, le taux de collision reste éétVaé température y est de I'ordre de 3 eV.

» Troisieme zone : Elle est surtout caractéristiqeel'dtilisation de lasers a impulsions
courtes (de l'ordre de la nanoseconde), concestrésle petites surfaces. Aprés induction
d’'une ionisation des atomes et création d'un plastea lasers conduisent également a
'absorption des photons par des électrons libféss électrons convertissent I'exces
d’énergie photonique absorbée en énergie cinétigfuentrent en collision avec des
particules de la phase gaz (atomes, molécules,.ipgli passent a dans un état excité. Si
I'énergie de ces électrons est suffisante, lescples peuvent passer d'un état excité a un
état ionisé en créant d’autres électrons libres 'gthauds” engendrant ainsi un phénomene
d’avalanches. Ce processus d'absorption est coons l& nom d'effet "bremsstrahlung
inverse". Cette troisieme zone, ou le plasma aleséebrayonnement incident et peut
atteindre une énergie thermique de plusieurs dgadieV, constitue I'événement le plus
chaud du processus LDI a haute irradiance.

* Quatrieme zone : Elle est délimitée par I'accraisset de I'expansion du plasma dans le

vide. A l'intérieur de cette zone, les phénoménesallisions se raréfient conduisant a une
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perte des électrons chauds qui n’interagissent plex les neutres. Les ions positifs
divergent certes classiqguement du fait de I'exmamsinais il faut aussi ajouter que la perte
des charges négatives conduit a I'apparition d'otemtiel positif provoquant un retour des

cations vers les régions de plus hautes densitBgratrgies plus élevées.

Enfin, il a été démontré que des pulses de fardelimnce générent des ondes de choc dans la plume
et des ondes de compression dans le stliddLa détente rapide du nuage gazeux, des hautes
pressions vers le vide, donne naissance a une dmdboc dans les zones a basse pression. A la
frontiére entre milieu ionisé et milieu externetteende de choc se convertit en une surface ou la
température et la pression croient localement.i€gud de matiere dit de Mach se propage a vitesse
subsonique alors que 'onde de choc évolue a éssat supersonique. Les valeurs des températures
et des pressions dépendent notamment du rapppredsion de part et d'autre du disque de Mach
au moment du choc. L'élévation de température gireission se fait en des temps treés courts, tres
inférieurs a la microseconde, et généralement ¢lenfadiabatique. Les niveaux de température et
de pression élevés se maintiennent pendant plssteataines de microsecondes.

L'absorption du rayonnement par la cible et la @ummsi que la propagation de I'onde de choc
dans le nuage gazeux rendent compte des effetsictestrs de la désorption ionisation laser a

haute irradiance qui conduiraient principalemegéaérer des ions fragments ou élémentaires.

2.2 Ladésorption ionisation laser a partir d'une surface moléculaire

Un grand nombre de molécules différentes peut é&ractérisé par LDI-MS. Cependant, pour
décrire les phénomenes qui interviennent lors didéserption laser d’'une surface recouverte d’'une
couche de molécules, il faudrait tenir compte deprpétés de chaque entité présente au niveau de
la surface telles que : leurs coefficients d'absompa, leurs températures de fusidps et de
sublimationTg,, Le but serait de pouvoir situer les irradiancesils qui séparent les différents
régimes.

Le mécanisme le plus communément admis considezelaga de I'interaction du faisceau laser
avec la cible, la partie située au centre de l'icb@dteint instantanément une température élevée a
une vitesse de ~ibK.s*.** Ce qui induit la formation d'un plasma contenaas é&lectrons, des
cations (H, Na', K*...) et des anions (QCI,...). Au niveau du pourtour de I'impact, les molésul
adsorbées sont vaporisées a cause de la diffusitamahaleur dont la vitesse dépend du coefficient
d’absorption et de la conduction thermique de ldase ainsi que du flux de chaleur et de
lirradiance du faisceau lasttPour observer des ions sur un spectre de massedabs de telles
conditions, il est nécessaire que la compétition giétablie entre le phénoméne de
désorption/vaporisation et la réaction chimiquesarface (comme la pyrolyse par exemple) soit

favorable & la production d’espéces gazeuses @stddDes vitesses de chauffage de I'ordre d& 10
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K.s* semblent favorables & la mise en place d’'un psusede désorption & la place d’'un événement
réactionnel de surfacé.*’

Dans le but de présenter les différents processudédorption/ionisation qui peuvent intervenir a
différentes irradiances dans le cas d’une molédéfmsée sur une surface, une modélisation a été
proposée® Ce modéle figure un cas général ou les différeggimes sont séparés en fonction des
facteurs les plus déterminants : l'irradiance ldgeat le coefficient d'absorption optique du solide,
a. La Figure 1.9 représente les zones d'existereebatue régime et utilise trois seuils différents

« le seuil de volatilisation1°®, qui correspond au seuil d'évaporation de la meat@nisée.

« le seuil de création du plasmg”¥™ & partir duquel le gaz de la plume se transfoeme
plasma.

« le seuil d'opacité optique,"® qui est atteint lorsque la plume est si densenisée qu'elle

absorbe l'intégralité du rayonnement laser.

lls sont figurés par des lignes pointillées vetésa Dans le cas de la Figure 1.9, les seuils

mentionnés sont choisis comme fixes. Mais, ils patnaussi varier et dépendre alors d'autres

propriétés de la molécule irradiée comme de sepémtures de fusion et de sublimation ou de sa

conduction thermique.

Ainsi, pour une irradiance croissante, sont sudceesgnt attendus d’apres les étapes décrites dans

la Figure 1.9:

* Un échauffement de la surface et une désorptiomigae jusqu'au seuil de volatilisation.

e Une fusion et une évaporation de la surface dudsgtiour une irradiance Iégérement
supérieure au seuil de volatilisation.

* Une évaporation plus en profondeur du solide igadi

» La formation d'une plume optiquement transpareotgglie I'évaporation de la matiere est
plus importante.

» L'absorption d'une partie du rayonnement par lanplet la création d'un plasma au dessus
du seuil de création de celui-ci.

* Une opacification complete de la plume a hauteliarzce.

e On notera que les étapes d) et e) sont possibles ges gammes de coefficients

d’absorption de la molécule déposée plus largepquel’étape de volatilisation.
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Figure 1.9 : Schéma représentant la répartition dé&rents régimes de l'interaction laser/solide

en fonction de lirradiance et du coefficient d'atystion de la molécule solide déposée.

Les possibilités offertes par la désorption ionisataser de molécules organiques déposées sur une
surface ont été testées a partir de différentsstyge composés. Des oligosaccharide&’ des
peptides:? des protéinés et des polyméres de synthése ont ainsi pu éteetééta I'état d’adduits

de cations alcalinoterreux [M+Nagt [M+K]*.?? On notera que dans tous les cas, c’est un laser &
CO, qui a été utilisé et que les supports irradiéweeuétre de I'acier inoxydable ou de vespel’

Une étude impliqguant des analyses LDI comparatigeeta Gramicidine S, dont les résultats sont
reportés dans la Figure 1.10 et la Figure 1.1lpradait a proposer les meilleures conditions
d’obtention d’un spectre de LBt.Le choix de I'or comme surface & irradier, semisteékorer la
gualité de la détection (voir Figure 1.10). Unadiiance suffisante doit étre atteinte afin d’imite
processus de désorption/ionisation &90cm?). Dans le cas de I'utilisation d’un film fin d’'ofla
présence de cations ajoutés sous forme de sel,passécessaire a I'obtention du spectre de masse
LDI sur or. Enfin, mentionnons que l'utilisationuttie molécule telle que la Rhodamine S, connue
pour sa photostabilité et sa forte absorption ariBQne permet pas d’améliorer la détection de la
Gramicidine S. Ainsi, [l'utilisation de cette moléeu comme intermédiaire dans la
désorption/ionisation laser de la protéine analys@st-a-dire comme matrice, n’apparait pas utile
dans la méthode de LDI sur or; notamment parcst cia modéle thermique qui caractérise le
processus de désorption ionisation laser a pamtiredsurface moléculairé.*® %
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A} Gramicidin S + A (MeK)*
Matrlx 19" Rhodamine 6G/KBr ) ":‘ " ::? iy
{Stainless Steel) ~ & c
e o 250 500 Tﬁﬂm1ﬁ 1250 1500
B) Gramicidin S + KBr
(Glass) B) 1064 nm (M+K)*
~ 2.1 x 108 wien?
C) Gramicidin S |(M+Ng)* “ _
(Thin ol Flm on Glase) kﬁlhl(}* 250 500 750 1000 1250 1500
' I e Do ) C) 532 nm
7
D) Gramicidin S + KBr (M+K)* - 1.0 x 107 Wicm?
(Thin Gold Film on Glass) | ll
J 250 500 750 1000 1250 1500

250 500 750 1000 1250 1500
Figure 1.10 : Spectres de masse par Figure 1.11 : Spectres de masse par
désorption/ionisation laser de différentes solusion désorption/ionisation laser du dép6t sur or d’'une
méthanoliques de Gramicidine S déposées sur une solution de Gramicidine S et de KBr dans le

surface A) d’acier inoxydable, B) de verre, C) ¢t D méthanol a différentes irradiances et longueurs

recouverte d'un film d’or de 10 nm d’épaisseur. d'onde du laser.

Enfin, mentionnons qu’a cété de ce mécanisme tlieriil ne faut pas perdre de vue que dans le
cas de la présence d'une molécule absorbant adménr d’onde du laser, le cas de l'intervention
d’'un processus proprement dit de désorption, mpasta exclure. L'absorption de photons UV par

des molécules adsorbées conduit au peuplement tad’'é@kectroniques excités de l'entité

métal/adsorbat {M/A) O M- (M/A ¥ . Ces états peuvent étre liants (M/A)*, antiliaisrA)* ou

ionisés M+ A"
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Figure 1.12 : Diagramme d’évolution d’énergie pdietie en fonction de la distance interatomique
d’'un simple oscillateur considéré comme représéndatphénoméne de désorption d’'un

adsorbat A a partir d’'une surface métallique M lagormation de différents états excités.

A partir des courbes d’énergie potentielle de lguFeé 1.12, il apparait que si I'état antiliant
(M+A)* est atteint lors de I'absorption d’'une énierdey, il doit y avoir apparition d'un champ de
répulsion monotone qui conduit 'adsorbat a quittesurfacevia le chemin (1) avec une énergie
cinétigue ki = Exx — E.. Par contre, si au travers d’'un croisement insésye, I'état antiliant
(M+A)* peut se convertir en état électronique eidiant (M/A)*, la désorption de la molécule A
de la surface sera retardée. Elle nécessiteraaoegsus multiphotonique d’énergie supérieurgca E
pour atteindre I'énergie de dissociation de lasbai métal-adsorbat liée a I'état excité
correspondant. Ce mécanisme non-thermique estexth&vec la détermination de distributions de
vitesses fortement orientées perpendiculairemédatsarrface irradié&® C'est peut étre la prise en
compte de ce mécanisme qui permet d’interprétefaikeque lors de lirradiation de surfaces
recouvertes par des monocouches auto assembléabatisa la longueur d’onde du laser, aucun
ion provenant de I'espéce moléculaire chimi ou phgsbée n’est observé sur le spectre de masse.
Ce comportement attribuable a des surfaces moléesilaet non plus métalliques, a permis de
développer de nouvelles méthodes de désorptiosation laser de composés déposeés directement
sur ces SAMs (pour Self Assembled Monolayers). @nsas, en fonction de la nature chimique et
de l'organisation de la monocouche, elle devaaipriori constituer un milieu d’absorption du

rayonnement laser, de conversion de I'énergie pligie en énergie de vaporisation/désorption et
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de diffusion de I'énergie thermique accumulée pasurface. Ces processus seraient compétitifs
vis-a-vis d'un mécanisme de rupture de la liaiso\uSdu précurseur moléculaire de la
monocouche. Les premiers résultats obtenus a piartianalyse LDI sur SAMs de différents types
de composés, ont été proposés dans la littérature’agit de la méthode DIAMS (pour
Desorption/lonization on self-Assembled Monolayerf8cesY> Ces travaux confirment qu’aucun
ion caractéristique de la désorption de la mondreutest visible sur les spectres de masse. La
Figure 1.13 A montre que le spectre de masse ere moahs positifs, est libre de signal entre la
zone des pics des ions Né@n/z 23) et K (m/z39) et la zone des adduits cationiques [M-+Ng]
[M+K] " du PEG. Dans le cas de la Figure 1.13 B, le sp&tAMS en mode négatif, ne conduit ni

a l'observation d'ions caractéristiqgues du précursmléculaire désorbé de la SAM/f415) ni a
celle de I'anion Auifi/z197). On notera que d’autres travaux concernatlti$ation en UV/LDI de
monocouches constituées de molécules de matricelpalétection de peptides, de protéines et
d’oligonucléotides, n’ont pas permis d’obtenir depectres de masse libres dions de la

monocouché® 2’
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Figure 1.13 : A) Spectre DIAMS en mode positif dhélange de polyéthyleneglycol (PEG) ayant

des masses nominales centrées autour de 400 ef.B@0". B) Spectre DIAMS en mode négatif

wal

d’'un mélange d’acides gras composé d’acide tétradéique (m/z 227), d’acide héxadécanoique
(m/z 255), d’acide octadécanoique (m/z 283), daeidosanoique (m/z 311), d’acide

docosanoique (m/z 339) et d’acide tétracosanoique 867).

2.3 La désorption ionisation laser a partir d’'une interface molécule cristallisée/vide
L’irradiation d’une surface recouverte de moléculastallisées absorbant a la longueur d’onde du

laser est la situation typique de la méthode MALQpour Matrix Assisted Laser
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Desorption/lonization). C’est en déposant sur uidedrradiée un meélange d’analytes de f
poids moléculairegt de petites molécules organiques aromatiquegtadosoa la longueur d’onc
du laser utilisé que Karas et Hilletmp d’un c6té et Tanaka de l'autre, ont développe méthode
capable de désorber et de ioniser dans des caomlifioucesdes composés thermolabiless que
des protéine® * La méthodeMALDI est maintenant trés largement utilisée enlygsechimique
ou biologique. Son principe de fonctionnement p&toe résumé selon lillustration de Figure
1.14. Lasubstance a étudier est dépopar évaporation d'une gouttde solution contenant
I'échantillon sur une surface métalli, appelée la cible. Cettebte est prévue pour étre utilis
dans le bloc source de l'appareil. Elle est intitedpar un sas qui permet de faire la transitiomee
la pression atmosphérique extére et le vide secondaire de I'appar8ibus I'effet dd'irradiation,
les substaces situées sur la surface stransférées en phase gazeuse ablesformés sont ensui
séparés en fonction de leur rappm/z par un analyseur. Historiquemenie type de source est
couplé a un analyseur a temps de qui est parfaitement adaptélaanature pulsée de ce ty

d'ionisation.

2

A
Iy
Y

Interactions matrice/analyte

an sein de la plume

Cible |

Molécule : {3} de mairice
{8 de matrice excitéefionisée
O danalyte
® danalyte excitée/ionisée

Figure 1.14: Les différentes étapes de la désorption/ionisaléser assistée par matris

L'utilisation trés répandue de la spectrométrientesse par désorption/ionisation laser assisté
matrice conduitd’abord a présenter les caractéristiques les ptusnunément adoptées pc
I'obtention d’'un spectre de masse MALDI. Ensuitour décrireplus précisémerl’ensemble des
processus conduisaatla formation d’ions gazeux, a partir du dépobstatlisé et rradié, il faut
considérer d’'un coétéune phénoménologie qualifiée "d'ablation/désorp! et de l'autre des
tentatives de description de I'évolution de la neatexpulsée sous forme de clusters ou de n
moléculaire au sein de la plume en expansiors le vide. Dans le premier cas on pourra ins

sur I'expulsion d’ions préformés en phase soliddagts le deuxieme cas, il sera plus judicieu:
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prendre en compte I'occurrence de phénomeénes dation en phase gazeuse. Mais, il faut garder a
I'esprit que cette description mécanistique de &éhmde MALDI ne peut étre réalisée sans prendre
en compte I'état de la surface. Il est donc ingaes de mentionner également le lien qui peut
exister entre l'allure des spectres de masse obtenles conditions de préparation de I'ensemble

matrice/échantillon déposé et cristallisé sur ldeci

2.3.1 Caractéristiques générales d’une méthode MALDI

La mise en ceuvre d’'une analyse MALDI/MS est liédalmn générale, a des caractéristiques du
rayonnement laser telles que celles regroupéesldahableau 1.2. L'utilisation de molécules de

faibles poids moléculaires devant absorber a lgdear du laser et contribuer a la formation d’ions
gazeux étant inhérente a la technique MALDI, une@l regroupant les principales matrices

utilisables en MALDI est présenté (voir Tableau)1.3

Paramétres Valeurs typiques*
Longueur d’onde du lasex, 266 nm, 337 nm, 355 nm
Profondeur de pénétration dans I'échantillén, 50 — 200 nm

4,71 eV (266 nm) ; 3,72 eV (337

Energie des photonE,
nm) ; 3,53 eV (355 nm)

Durée du pulse laser, 0,5a10ns
Diamétre du spot laser sur la surface de I'écHantid 50 — 200 pm
Energie par pulse lasdg, 1310
Puissance d’un tir laser moyennée sur toute |laeddmepulseP,q 10°a45.160 W
Fluence du laser (énergie par pulse laser et datée), H 30 4 600 J.iM
Irradiance du laser (fluence sur la durée du pulse) 1¢° 4 5.10 W.cm?

Tableau 1.2 : Principaux parametres, gammes didtion et valeurs les plus représentatives du
rayonnement laser utilisé en analyse UV-MALDI plesrmatrices les plus communes et un
diametre du spot laser de 100 pm.
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Matrices Application Structure Mw (u)
HCCA .~ COOH
Acide a-cyano-4-hydroxy Peptides/Protéines m 189.04
cinnamique

H,CO . _-COOH
SA Peptides/Protéines 224.07
Acide sinapinique

OCHj,
Peptides/Protéines Polyméres: COOH

DHB £t i 154.03
Acide 2,5-dihydroxy benzoiqu asynthethues polaires \©[

Hydrates de carbone

THAP : . Q /< 168.04
2,4,6-trihydroxy acétophénone Oligonucléotides

HABA , ” . N=N
Acide 2-(a-hydroxy Pept@e_s/Proteme_s Polymeres 242.07
. N synthétiques polaires ou non.
phénylazo)benzoique OH
OH O OH
DTH Polymeres synthétiques non 226.06
Dithranol polaires et lipides ©‘©
Glycérol Peptides/Protéines  (matrice OH 92.05
1,2,3-Propanetriol liquide) HO\)\/OH
COOH
3-HPA i 4o O N 139.11
Acide 3-hydroxypicolinique Oligonucleotides \ "
s
COOH
IAA Polymeéres synthétiques no@f 187.06
Acide trans-3-indoleacrylique | polaires N
H
Salicylamid (2 4
alicylamide 1A At 137.05
Hydroxybenzamide) Oligonucleotides <C:>?_<NH2

Tableau 1.3 : Liste des matrices les plus utiliggas la technique MALDI et leurs domaines

d'application

2.3.2 La préparation de la cible en MALDI

Lors de la préparation de la surface destinéecéirgadiée, I'analyte doit étre incorporé a I'ingdr

des cristaux de matrices. Il est soit a I'état rewbit a I'état chargé sous forme de molécule
protonée ou cationisée, pour ce qui concerne leenwnbns positifs. Notons que celui-ci est
presque exclusivement pris en exemple dans le xientie la présente description. Celle-ci va
d’abord considérer I'analyse de composés présedmsites protonables, comme les peptides ou
les protéines. Durant I'étape de recristallisatienla matrice, le composé se réparti entre la phase
constituée du cristal en court de croissance etdar de la solution. La tendance de ce composé a

se repartir entre le cristal et la solution sedarapprocher de ses capacités de répartitions kentre
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phase stationnaire et la phase mobile que I'onrpduévoquer dans le cas de chromatographies
liquides en phase inverd®C’est cette analogie qui a permis d’interprétierfliience des conditions

de préparation de la cible MALDI sur les discrimioas d’'ions lors de I'analyse de mélanges de
peptides et de protéinds.Si, pour des mélanges de peptides, on choisit aeslitions
d’évaporation de la solution extrémement lentea @ heures), I'absence d’ions de faible masse
sur les spectres de masse MALDI peut s’interpr@aerme la résultante d’une interaction plus forte
des peptides de haute masse et généralement ptlrephpbes, avec la phase cristalline
stationnaire. Inversement, dans le cas d’'une éa#iparsous vide, c'est-a-dire tres rapide (12 s),
I'équilibre de répartition entre phase stationnairghase mobile ne peut étre atteint au coura de |
cristallisation, ainsi, aussi bien les peptideddsse masse que ceux de haute masse se retrouvent
pieégés dans la matrice cristallisée. Les specteemasse obtenus dans ces conditions ont plutét
tendance a favoriser les peptides de basse masspji @st certainement di a une plus grande
sensibilité du maldi pour les especes de basse emak&mnalogie entre séparation
chromatographique et effet de discrimination en NDAlest confirmée puisque ce dernier est
augmenté lorsque I'on substitue I'acide formique lf@ide trifluoroacétique (TFA) lors de I'étape
de préparation de I'échantillon. Le TFA est conoumconduire a de meilleurs profils de séparation
de mélanges de peptides en chromatographie ligpatee qu’il conduit a la formation de paires
d’ions plus stables. Dans les conditions de préjperae cible généralement adoptées, comme dans
le cas de la goutte séchée, par exemple, il fauttey a cet équilibre entre phase stationnaire et
phase mobile, un effet de solubilisation des peptiet protéines qui diminue avec I'évaporation du
solvant organique ajouté (acétonitrile, métharsdpropanol). Les gros polypeptides sont supposeés
étre moins solubles dans I'eau pure que les petits apparait nécessaire de maintenir un pH
relativement acide pour éviter 'apparition de phéénes de précipitation avant la cocristallisation.
On note également que plus le pH de la solutiorfaéiste, plus la réponse des peptides de haut
poids moléculaires est favorisée.

De fagon analogue, l'influence des méthodes degpadipn de la cible sur I'intensité des adduits de
cations alcalino-terreux (NaK™...) observés en MALDI a aussi été étudiée. Dans ax i
apparait que pour certaines des matrices les pilistes, le choix de la méthode de la goutte
séchée, tend a favoriser les processus d’échangeotims et de cations avec la solution durant la
phase d’évaporation/cristallisation. La formatiansgls entre les molécules de matrice déprotonées
en solution et des cations, limite considérablenfeetisponibilité de ces cations lors du processus

d’attachement cationique en phase gazeuse quodeipensuite dans la plume du la¥er.
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2.3.3 Le processus d’ablation/ionisation laser en MALDI

En MALDI, le rayonnement interagit avec des molésulle matrice cristallisées dont les spectres
d’absorption en phase solide ont un profil moirsohé qu’en solutiori® Ce qui permet d’envisager
une absorption maximum du support dans une largengade longueurs d’onde. Lors de I'impact
du laser, la diversité et la complexité des phémmwequi interviennent dans le processus
d’ablation/désorption a différentes échelles depeet de distance depuis I'impact, rendent dificil
une description détaillée de cette étape. La lise évenements impliqués peut étre en effet

résumée en mentionnant :

* Des excitations élémentaires primaires des étdigugment actifs du réseau cristallin,

* Une thermalisation de I'énergie laser déposée,

* Le développement de zones a hautes températui@sest pressions avec le développement
d’états de haute énergie,

» L’apparition d’évenements de désintégrations expdss conduisant a des €jections

extemporanées de gros volumes de matiére a I'alealat surface.

Une approche globale du processus peut étre emabby si on fait référence aux études
expérimentales et aux résultats des calculs théesigeportés dans la littératute > Dans tous les
cas, c’est l'influence des parametres du laseregtitestée, que ce soit sur I'intensité des ions
observés sur les spectres de masse MALDI ou suréidtats des simulations par dynamiques
moléculaires et analyses numériques de modelesatins.

D’un point de vue expérimental, les auteurs dedesticonsidérent généralement que les seuils de
fluence qui permettent d’observer les ions sursfgsctres de masses sont sensiblement les mémes
pour la matrice et I'analyte (~ 50 J%n ce dernier ne devant pas étre en trop forte exuration
dans le dépét cocristalli$e. ** Dans la gamme de fluence n’excédant pas I'utibisat
conventionnelle du MALDI, c’est & dire de 50 & guels centaines de J'intensité des ions sur

le spectre de masse, augmente avec I'énergie. Rdddragmentation des ions émis conduit a une
saturation de 'augmentation du signal en fonctienla fluenceH.*® Dans des conditions usuelles
I'énergie déposée aux alentours de la surfaceresitestimée & une centaine de kJ.ln@e qui est
compatible avec I'apparition de phénoménes combie$usion et de vaporisation du matériau
impliqué. Le groupe de Vertes s'est ainsi beauatiazhé a décrire le processus de désorption avec
une composante thermique prédominante. Cette gésaria été accompagnée d'une modélisation
hydrodynamiqué® ** C’est un modéle qui prend en compte un grand nerder paramétres de
l'interaction rayonnement matiere (longueur d'oddelaser, irradiance, coefficients d'absorption,
seuils de volatilisation...) et permet d'estimerféetiu tir laser sur la surface. Il présente I'aeage

de pouvoir appréhender divers profils tels quedlétion pour différents délais apres le pulse,ae |
30



Chapitre | : Le rayonnement Laser et son implicaga spectrométrie de masse.

densité de matiere et de la température a partia derface (Figure 1.15 : a et b). Il donne aussi
acces a des grandeurs mesurables, telles que fangeor du cratere formé et la distance
d’expansion du nuage en fonction du type de lasee &intensité utilisée (Figure 1.15 : ¢, ®*
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Figure 1.15 : Diagrammes représentant les effais ¢it de laser Nd:YAG (Y0N/cnf) de 10 ns
sur une interface acide nicotinique cristallisédf/en termes de distributions spatiales de la
température a) et de la densité d'ions b) sur idiame en fonction de différents délais apres

I'irradiation (10 ns, 50 ns et 100 ns). La positida la surface est représentée par la ligne poédil
verticale®® Courbes représentant I'évolution de la profonddurcratére aprés le tir laser c) et de

I'expansion de la plume d) en fonction de l'irrattia laser pour un ion m/z 24 et pour différents

types de lasers : rubis, A : Nd:YAG, O : CO,) et différents échantillons (... transparent, _
opaque)*?

Si on se référe a un laser de type Nd:Yag quiaesblrce de rayonnement commune au sein de la
Figure 1.15, il apparait que la quantité de matératée et la distance d’expansion du nuage créé
va dépendre de la valeur de l'irradiance et deafzacité d’absorption du dépét cristallin. Dans ce
dernier cas, on retrouve le comportement mis edeéide dans le cas de l'irradiation des surfaces
métalliques ou moléculaires décrits précédemmenecAce modéle, la température de la phase
solide semble atteindre tres rapidement ~400 Kph&nomeéne de refroidissement (température <
180 K) se produit tres tot, des le début de I'espam de la plume (10 ns) et dans un nuage
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suffisamment dense pour conduire a des refroidisa&par collisions avant 100 ns. C’est la durée
a partir de laquelle la température n’évolue pludait de la raréfaction de matiere. On se retrouve
confronté ainsi & deux phénoménes, I'un, lié a’deldtion thermiquement induite et l'autre, se
rapprochant de I'expulsion de matiére par un régimeonfinement de stre¥s*° Cependant, une
des conclusions majeures de cette étude est quentigeratures calculées grace a la modélisation
hydrodynamique ne sont pas suffisantes pour qugdation thermique soit considérée comme un
mécanisme de production adéquat des ions gazeuMAdrDI.%® Ceci a été corrélé par des
expériences de post ionisation qui montrerent qgrand nombre de neutres est expulsé lors du
processus d’ablation/désorptitinLe processus de désorption laser peut étre atongris comme
une superposition de deux phénomeénes. Le prentiait s@e transition de phase conduisant a une
sublimation de molécules neutres, phénomene qait ggeféré a une succession d’'étapes de fusion
et de vaporisation de la matrice cristallisée. lendeme impliquerait davantage une étape
d’ablation de gros volume de matiére en profondiue a une phase d’explosion qui engendrerait
I'expulsion de clusters et méme littéralement deaa@aux de matiere dans le nuage en expansion.
Le r6le des réactions chimiques et des processysaquies se produisant dans cette plume est donc
primordial pour appréhender les mécanismes de twwmales ions observés sur les spectres de
masse MALDI.

De leurs cotés, les résultats des simulations oist en évidence que pour des conditions
caractéristiques du MALDI, il est possible de cdaser des processus de désorption et d’ionisation
purement thermiques. Les effets mécaniques contuiskejection de matériel sont davantage liés
a des trés courtes durées d'impulsion laser (~1@ps: des irradiances élevées (3*M.cm?).*

La désorption thermique qui peut intervenir dans degimes de faible fluence est une source
d'éjection de molécules ou d'ions & I'état moléaeld® La conversion de I'énergie laser absorbée
peut ainsi conduire a une augmentation de la testyrér de la surface pouvant atteindre 500 a 750
K & une fluence comprise entre 5 et 152°Mm*3 |l s’agit ici de températures caractéristiquesnd’u
mécanisme de sublimation depuis I'état solide.d®atre, quand les fluences laser augmentent, des
phénomeénes de fusion et d’évaporation se substitders a la sublimation. A partir de valeurs de
fluence supérieures & 30 Fc’est alors un ensemble de phénomeénes allantéfietion de
molécules a I'ablation de volumes significatifs sl@face, qui prennent place. La profondeur de
I'ablation dépend ainsi de I'énergie laser dépoSe&,

In fine, I'émission qui résulte de cette étape d’ablatiésbrption est suivie immédiatement de

processus intenses dans la plume formée. Parmiceitons :

* La recondensation ou la redéposition des particéjlestées que I'on peut comparer a des

phénomeénes observés lors de dépositions laseksestfis
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» La propagation d’une onde de pression prenantarassau cceur du volume de matiere de

la cible et s'éloignant de la région d’ablation pespagation & travers la plurffe?’

2.3.4 Role des processus de plume en MALDI

Dans la hiérarchie des phénomeénes mis en ceuvre’aemsation MALDI, les processus gazeux
liés a la plume créée, constituent la derniereedtmmduisant a la formation des ions observés sur
les spectres de mas¥eCette étape doit étre appréhendée non seulemérsnvaus des phénomeénes
chimiques liés aux mécanismes de production des ébrde leur réactivité, mais aussi selon les
processus physiques d’ablation/désorption et diesipa d’'un jet de gaz dans le vide. Apres
lirradiation de la surface cristalline, on peualord considérer une voie d’ionisation primairdale
matrice, puis des réactions ions molécules daphitae, conduisant aux ions de I'analyte observés
sur le spectre de masse. Cette deuxieme voie esiommsation secondaire mettant en jeu des
clusters comportant des entités neutres (moléatlaadicaux) et ioniques (radicaux cations et
cations) provenant de la matrice avec des inclgsibanalytes moléculaires et/ou ioniques. En fait,
ces deux voies sont souvent liées, car pour urepater d'une durée typique de 3 a 5 ns, capable
de libérer des ions préformés ou de générer des pbotochimiquement induits a partir d’états
excités, I'expansion de la plume jusqu’a une déngire de collision, peut durer jusqu’a plusieurs
nanosecondes. Dans ces conditions, les différamasgations ont montré que la densité reste de
I'ordre d’au moins 10 % de celle de la phase sdlidaliée avec un taux important de neutres par

rapport aux ion&’ c'est & dire de Toa 10 pour 1°% >

Il est donc possible d’envisager un
mécanisme de formation des ions d’intéréts noneseemt a partir de la réactivité des clusters
matrice/analyte formés, mais aussi selon l'intetieende réactions ion-molécule en phase gazeuse.
De plus, si on prend en compte une températuraudgende 500 K et un faible parcourt moyen des
molécules et des ions, alors, on peut envisagegrarae vitesse de collision puisque la vitesse de
la plume a été calculée comme étant de I'ordreGfed61000 m:& L'effet d’entrainement par jet
moléculaire et 'influence de la vitesse initialesdons en fonction de la matrice peut étre aussi u

parameétre a prendre en compte.

2.3.4.1 L’ionisation primaire
D’aprés les valeurs typiques des parametres lagéis®és en MALDI (voir Tableau 1.2) et les
caractéristiques physico-chimiques d’'une des neries plus étudiées, la DHB (voir Tableau 1.4),
l'ionisation primaire doit étre appréhendée selonpuocessus impliquant plusieurs molécules de
matrice au sein de la plume en expansion. Lesactiens peuvent étre intermoléculaires si on
considére des collisions d’espéces excitées au deinnuage gazeux dense. Elles sont
intramoléculaires, si on prend en compte la réaéttyun agrégat de matrices éjecté en phase gaz.
En fait, pour un processus d’absorption a deux @istplus probable que lintervention d’un
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mécanisme & trois photorfs)'énergie des photons ne permet pas une ionisatimecte d’une
molécule de matrice libre. Il est préférable d'eager un processus de mise en commun d’énergie,
appelé "energy pooling", grace a l'interaction erdeux états excités Sonduisant au peuplement
d’'un état excité supérieurn,Jouis a la formation d’'un état ionisé par intengension de cet état,S
avec une autre molécule dans un premier état eScitt’ensemble des parameétres énergétiques
reportés dans le Tableau 1.4, confirme I'adéquatitne les valeurs énergétiques obtenues a partir
des données de la littérature et les processusag@s. On notera également que dans le cas de
lionisation d’'une entité a l'intérieur d’'un agrég#iénergie nécessaire a la production du radical
cation au sein du cluster semble diminuer fortenaggt la taille de celui-ci. Que ce soit au sein du
cluster ou dans le contexte de collisions dansplm@e dense, il est alors tout a fait envisageable
de concevoir la formation d'une molécule d'acides-@ihydroxybenzoique protonée par
lintermédiaire d’'une réaction ion/molécule enteerhdical cation et une molécule tel que décrit

dans le Schéma 1.1.

DHB™ - [DHB-H] + H*  A/G(1) = + 8,90 eV
DHB + H" - [DHB+H]" AG(2)=-8,53 eV
DHB" + DHB - [DHB-H] + [DHB+H]" A/G(3) =+ 0,37 eV

Schéma 1.1 : Schéma réactionnel et valeurs therimaghes associées dans le cas de la formation

d’'une molécule protonée de DHB & partir du radication
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Paramétres Processus Valeurs Référence
Potentiel d’ionisation d'une molécule . 53
) DHB — DHB™ + € 8,05 eV
libre (1P,)
Potentiel d’ionisation des clusters {IP | (DHB), — (DHB)," + € (n = 10) 782eVv |
Différence d’énergie entre le premier état 53
L , S— S 3,466 eV
excité S et I'état fondamental S
Constante de vitesse de mise en commun
d’énergie entre deux premiers éta® +S — S+ S 710st | *®°
excités $
Constante de vitesse de mise en commun
d’énergie entre un premier état excitet$ S, + S, — lons, S 1.10%st | *°
un état excité supérieup.S
Température de sublimation d'une

P DHBsolidze — DHBga, 450 K
molécule
Température de fusion d’'une molécule %1

HBsoiide = DHBiiguide 478 K

1 atm)
Energie de réaction de dismutation 2DHB[DHB-H] +[DHB+H]" 5,24 eV
Basicité en phase gazeuse de I'anion DHBDHB-H] + H' 13,8 eV
Basicité en phase gazeuse de la molécule  [DHB+H]DHB + H' 8,54eV |**
Basicité en phase gazeuse du radical DHB DHB + H' 8,90ev |**
Energie de dissociation d'un sel de . . 57

_ [(DHB-H)'Na'] — [DHB-H] + Na | 6,2 eV
sodium
Affinité cationique de la molécule [DHB+Na}> DHB + Na 1.58 eV

Tableau 1.4 : Principales caractéristiques physattmiques de 'acide 2,5-dihydroxybenzoique

utilisé comme matrice en MALDI sous le nom de Z#8Bu DHB

Au regard des valeurs reportées dans le Tableaul agparait que la faible endothermicité de cette

réaction d’échange de proton entre une moléculérenaai le radical cationA(G(3)), peut étre

comblée d'un c6té, par les énergies de collisiomssdaux vitesses initiales de matrice dans la

plume en expansion et d'un autre coté, grace &iige interne de la matrice accumulée lors de la

désorption. Celle-ci serait due a la différencerecte température de la plume de ~550 K et la

température de sublimation de la matrice. Le gairstdbilisation de I'espéce protonée formée au

sein du cluster de molécules de matrice seraieégait un facteur favorable.
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Enfin, mentionnons qu’un processus de cationisapoimaire de la matrice est également
envisageable, mais celui-ci se produirait par uanpimene analogue a un attachement de cation en
phase gazeuse lié a un processus thermique teléquig dans l'introduction du paragraphe 2.2 et
dans le sous-paragraphe 2.3.2. Cependant, la isatiimm primaire de la matrice est un processus a
considérer attentivement, car il peut étre assimibé modes de production des adduits cationiques
d’analytes visibles sur les spectres MALDI/MS. ldisation primaire peut donc étre utile a la
production d’'ions a partir de I'échantillon lorsgigs ions [M+Na] ou [M+K]", par exemple, sont
recherchés. Si on prend le cas de la DHB, I'énetgielissociation de I'espéce [(DHB-NJ'] est

de 6,2 eV alors que I'affinité cationique de nombrgeptides est de I'ordre de 2 & 3¥\Wn tel
transfert ion/molécule en phase gaz n'est pas ageable. Pas plus d'ailleurs que I'implication
d’un processus photochimique activant le trangfertation a partir de la DHB au travers d’'un état
excité. En effet, lors de I'analyse MALDI d’'un ménmehantillon de gramicidine S avec la DHB
comme matrice, la formation de molécules gazeuatenisées est favorisée par une irradiation
laser de 'arriére de la cible (analogue a un @sas thermique) alors que c’est lirradiation dieec
de la surface cristalline qui conduit & la formatjosrédominante de molécules proton&e€’est
donc un processus purement thermique d’émissiozaten alcalin qui se produit. Il est suivi par
leur capture en phase gaz par des composés vapaysépossedent une affinité cationique
suffisante pour conserver I'adduit [M+Naju [M+K]" intact. Les affinités cationiques des matrices
sont faibles, c'est-a-dire de l'ordre de 150 a XK0mol*>® Ainsi, méme dans le cas de
I'établissement d’'un équilibre entre les difféerenfermes ionisées de la matrice et de I'analyte, il
est hautement probable de favoriser la formati@adiiits cationiques a partir d’analytes d’affinité
cationique plus élevée comme dans le cas des basksques ou des polyméres non protonaifles.
Ce mode de formation d’ions de l'analyte peut détre assimilable a une capture directe des
cations en phase gazeuse, il ne nécessite pagrfamtion de la matrice ionisée comme
intermédiaire. Ce dernier cas est typique d’'un mdienisation dit secondaire qui est un des

processus majeurs considérés en MALDI.

2.3.4.2 L’ionisation secondaire

En se focalisant toujours sur le mode positif, tadpction des ions de l'analyte par réactions
ion/molécule en phase gazeuse peut étre appréhesdéavers de deux types d’especes
caractéristiques produites. Il s’agit des ions aime impair d’électrons, comme les radicaux
cations, et les ions & nombre paire d’électrons,g@e des ions quasi-moléculaires [M+ldl des
molécules multiplement protonées.

La formation de radicaux cations est envisageabtergaction de transfert d’électron de I'analyte

neutre A vers la matrice ionisée"Melle que: M+ A — M + A™. Ceci peut se réaliser si le
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potentiel d’ionisation de la matrice y pour lonization Potentiplest supérieur aelui de

lanalyte (IR > IPa) tel gu'illustré dans liFigure 1.16.
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Figure 1.16: Spectres de Masse MAL-TOF a) detriphénylphosphine (m/z 2 ; IP = 7,8 eV)
obtenu en présence de Hiphény-1,3-butadiene (m/z 262 ; IP = 8,5 esmme matrice b) de
triphénylphosphine obtenu en présence de pérylare25s: ; IP = 6,96 eV)comme matrice) de

terthiophéne (m/z 248) seuld) de 1,2-diferrocényléthane obtean présence de terthiophé

utilisé comme matrice dans un rapport matrice/anaty€®00/1*® **

En mode positif, la réactiote transfert d’électron a partir de la matriceéggtlement possible lo
la présence d’adduits de cations multichargés. r'Spend le cas des ions cuivris, c’est la
réaction d’échange de charge avec la matrice [ est observée, telle qu€tv** + M — Cu" + M*,
Le deuxiéme potentiel d’ionisation du cuivre IP?*) de 20,29 eV esfans tous les cas supériet
celui de la matrice utiliséd?ar exemple la valeur de I'lPde la DHB, quiest caractéristique des
matrices aromatiques utilisées en MALIL(voir Tableau 1.4)conduit a mettre en évidence |
réaction d’échange de charfges exothermiqt entre la matrice et les ions cuivriqiavec4G =
IP(M) — IP(Cd") = -12,24 eV. En revanchrétat de charge +1 d’un catianonovalent sera stah
en MALDI. En effet, si on se référe toujours au dascuivre, a valeur du potentiel de premiére
ionisation de I'ion cuivreuXP(CL") = 7,73 eV,peut ne pas étre suffisante pour conduire

37



Chapitre | : Le rayonnement Laser et son implicaga spectrométrie de masse.

neutralisation lors de la collision avec une moléale matrice puisqud,G(Cu" + DHB — Cu +
DHB™) = 0.32 eV. Une telle réaction impliquant I'ion Tseul est quand méme faiblement
endothermique. Différentes situations permettentcal@mpenser cette faible exothermicité. D’un
c6té il faut citer I'occurrence des processus ddisamn dans la plume, et d'un autre cété, la
présence de ligands, qui contribuent a abaissemlieur de chaque IP par leur effet donneur
d’électron. Ce qui permet d’anticiper une stabititerue de I'ion Cuen MALDI. Cette tendance
est d’ailleurs confirmée dans le cas de l'analyseldlits avec des cations de I'élément chrome.
L'observation d’espéces organométalliques de typé &t CF* n'est pas seulement favorisée par la
valeur des trois I®* mais elle est surtout liée a la présence de ligantimineux dans la sphére de
coordination du métal, ceux-ci limitant méme laeste de transfert des électrons qui devraient
former les cations monovalents corresponddht®emarquons qu'un phénoméne de capture
d’électrons libres qui seraient présents dans lenel MALDI a aussi été évoqué pour rendre
compte de la tendance & la neutralisation des &ddationique&? Ce processus direct peut étre
envisageable, mais il faut bien préciser qu'en MALE3 électrons ne peuvent jouer un role vis-a-
vis de lI'analyte que pour une épaisseur de dépbédeantillon organique sur la surface métallique
inférieure & 1 mn° Il s'agit en fait davantage d'une émission diredtepartir d’'une plaque
meétallique polluée par un contaminant organique.fibedép6t de contaminant changerait la
structure électronique de l'interface et diminuedai travail d’extraction des électrons qui ne
peuvent étre émis directement par le métal aveetie des photons laséfs®

Pour rendre compte de la formation des ions quastenlaires et des molécules multiplement
protonées, plusieurs voies mécanistiqgues ont égopeées. Le modele de Russehl, basé sur la
déconvolution des profils des signaux des adduitsques de linsuline bovine observés en
MALDI, prend en compte deux sources de productiamd.’’ La premiére implique une formation
dite "prompte". Elle serait issue de la libératiextemporanée d’espéeces pré-ionisées en phase
condensée, lors de I'étape d’ablation/désorptioandDle cas de la formation des molécules
simplement ou multiplement protonées a partir datiges et de protéines, cette approche apparait
étre cohérente avec une description thermodynanidgue processus a I'équilibre au sein de la
plume ide supra. En effet, les valeurs d’affinité protonique deatrices les plus souvent utilisées
sont comprises entre 850 et 900 kJ:mdel que résumé dans le Tableau 1.5. Or, lesi@fin
protoniques des biomolécules de nature protéiquie éeurs ions quasi-moléculaires [M+Hjont
systématiqguement plus élevées. Les affinités prgt@s des peptides et des protéines ont toujours
été évaluées avec des valeurs supérieures a 90mIkI®® Les espéces protonées de la
Gramicidine S et de la substance P ont conduitsandesures de PA, respectivement de 917,6
kJ.mol* et 947,5 kJ.médl."™ " L'autre source est dite "retardée" et serait Béeles réactions

ion/molécule en phase gazeuse impliquant la magtiée matériau en mouvement dans la plume en
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expansion. Cette étape qui se réalise apres uaircatélai peut suggérer I'existence d’'agrégats
ionisés de matrice et d’analyte pour rendre cordptia formation des ions observeés sur les spectres
de masse MALDI. Cependant, il faut noter que damsas, I'affinité protonique des structures

multimériques est sensée étre augmentée par ragpaononomere de matrice, étant donné |'effet

de délocalisation au sein du cluster de la chamgnaée par le proton.

) Affinité protonique Affinité protonique L _
Composé L L Affinité protonique (eV)
(kcal.mal") (kJ.mol")

HCCA 202,5 847 8,78
DHB 204 854 8,85
DTH 209 874 9,06
SA 210 879 9,11
3-HPA 214 895 9,28

Tableau 1.5 : Affinités protoniques de matriceiaéies en MALDI, d’aprés Zenobi et al (les

structures et noms systématiques des matricesapnttées dans le Tableau 133

La formation de tels clusters est aussi a la basaldux autres modéles proposés par les équipes de
Karas et de Tabet. Ces deux approches ont en cordiatre basées sur une émission d’especes
ioniques solvatées en phase gazeuse. Ce qui smaitrtemiére approximation, assimilable a un
processus proposé en electrospray (ESI). Elles aunsidérer dans la mesure ou méme si le
rapport entre les clusters et les molécules liteess la plume MALDI est faible (de I'ordre de™.0
a 10%*, celui-ci reste comparable au rapport entre les it les neutres formés en MALDI (de
I'ordre de 10)."* ™
Le modele des "lucky survivors" considere que Beamce de biopolymeres a I'état multiplement
protoné est favorisée par I'environnement acidelaighase solide du dépot MALD. Ces
précurseurs multichargés sont ensuite libérés levealume de matrice ablatée lors de lirradiation.
Puis, I'émission d’électrons par photoionisatiompaxtir de I'agrégat réduit I'état de charge des
clusters par capture d’électrons. Cette neutradisatst plus efficace pour les clusters a hautdeat
charges, réduisant ainsi la proportion d’ions rohlirgés observés sur les spectres MALDI par
rapport aux spectres ESI. La capture d’électromeriserait d’'un c6té, les dissociations promptes
des clusters conduisant a I'observation des iors®ldétés. D'un autre c6té, les fragmentations
métastables, moins rapides, participeraient aut loleiifond des spectres de masse MALDI. A
'image de ce qui a été décrit plus haut concerteantécanisme des réactions de neutralisation de
cations meétalliques en MALDI, I'émission d’électeone proviendrait pas de la surface irradiée.
Elle serait plutdt & mettre en relation avec I'abaiment du potentiel d’ionisation d’un multimere de
matrice par rapport a celui d'une molécule seulelease gaz (voir le cas de la DHB dans le
Tableau 1.4). Il faut d’ailleurs noter que lintroetion d’une espéce riche en électrons (comme une
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base) au sein de I'édifice non-covalent, contrilbwasi a diminuer le potentiel d’ionisation du
cluster matrice/analyte. Il a été par exemple néoqtrun complexe de DHB avec quatre molécules
avait un potentiel d’ionisation de I'ordre de 7 &é, qui est encore trés inférieur a celui de la DHB
seule, reporté dans le Tableau 1.4, ou & ceuxtdesrgultimériques’

Dans le modele proposé par I'équipe de Tabet,ille &t la réactivité des agrégats émis dans la
plume dépendent de la nature de la maffic€ Ce modéle a pour but de rendre compte de la
différence observée entre des spectres de masse gi@me protéine obtenus avec des matrices de
basicités difféerentes. D’apres les spectres de endglALDI-TOF obtenus a partir de
'apomyoglobine et reportés dans la Figure 1.13 nhatrices les plus basiques conduisent a obtenir
une meilleure résolution des spectres de masseoti&ines et a observer moins d’états de charge
qgue dans le cas de l'utilisation d'une matriceailelé affinité protonique.
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Figure 1.17 : Spectres de masse MALDI de I'aponofuge (MW = 16952 u) obtenus pour une
méme irradiance laser avec A) 'THCCA et B) la SAaee matrice.

Les matrices de plus forte PA comme la SA formetaikes agrégats plus petits et moins stables
gue dans le cas de l'utilisation de 'HCCA (Tablelag). Les clusters SA/protéines subiraient des
dissociations "promptes” dans la source et conduita la libération rapide des ions désolvatés
avant la fin du délai d’extraction. Ce qui permettd’obtenir des spectres mieux résolus que dans
le cas de l'utilisation de 'HCCA (voir Figure 1.177Pour cette matrice, les clusters qui sont plus
gros et plus stables, induiraient des fragmentatio@tastables affectant la résolution des pics
observés sur les spectres. L'observation d’iondiainalrgés plus abondants dans le cas de 'THCCA
serait a interpréter au travers du modeéle d’éngrgientielle & double puits proposé par Brauetan

al pour décrire les aspects thermocinétiques d’uneticdebimoléculaire en phase gazetfs€ette
approche applicable aux réactions de protonatiospestrométrie de masSepeut étre appliquée
au modele d’un hétérodimere protoné matrice/andbjtgque décrit dans Schéma 1.2. Elle permet
d’apporter une interprétation concernant I'obseéorapréférentielle d’espéces multichargées,AH
lors de l'utilisation de conditions de désolvatatendothermique douces (faible fluence).
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AH™+mH" [ (AH*,mH") B (AHZ", m) O . AHZ'+m

Schéma 1.2 : Description d’'une réaction bimoléa@al’échange de proton entre deux états
initiaux (AH",mH") et (AH2",m) ou A est 'analyte et m la matrice, conduisatd formation

d’espéces simplement chargées' Atd doublement chargées AH

Si la séparation des charges produisant les iomoanargés AHet mH™ est une voie réactionnelle
dont I'énergie d’activation est supérieure a cqlié permet d’obtenir 'espece dichargée, une faible
énergie interne de l'agrégat protoné matrice/arafgivorisera la voie d’obtention de produits
AH,?" et m. Par contre, dans des conditions dites "Hu@s peut considérer un processus &
I'équilibre seulement au travers de la réactioa &é transfert d’'un proton dans I'hétérodimer. Dans
ce cas, plus la basicité de la matrice (m) seraitapte plus la formation des especes simplement
chargées sera énergétiquement favorisée. Enlftattibien prendre en compte que le phénomene
déterminant dans le modele de Brauman est le pasdagla barriere centrale. Celui-ci est
cinétiquement défavorable dans un sens comme duasitte par rapport aux voies de sorties. Si
I'état (AH",mH") est plus stable que I'état (AH,m), I'équilibre sera déplacé vers la formation des
deux entités monochargées. Ceci se produira d'améux que la matrice sera basique et que
I'énergie d’activation nécessaire pour passer laida centrale dans les ions multichargés sera

élevée.

2.4 Les méthodes de désorption ionisation laser sans triae post-MALDI
A cause des interférences spectrales dues a lengetsles ions de matrice dans les faibles gammes
de rapportsn/z il est apparu que la méthode MALDI n’était pas@ée a I'analyse de composés
de faibles poids moléculaires, typiquement infégea 700 u. Dans ce contexte, des méthodes
d’ionisations laser dites libres de matrices orit ééveloppées aprés I'avenement des sources
MALDI. 8 D'une maniére générale, ces méthodes utilisefiéreifts matériaux ou différentes
modifications de la surface de défot® Le but est de reproduire les avantages apportés pa
l'utilisation de la matrice en MALDI tout en minigant la présence de bruit de fond dans les bas
rapportsm/z et en évitant une étape de préparation d’'un mélanatrice/analyte avant le dépot.
Dans cette optique, la méthode de désorption/ibarsalaser sans matrice doit permettre
d'augmenter le rendement du processus de désdmtigation tout en limitant la décomposition
des analytes et I'apparition d'ions parasites. €ut plors considérer que les mécanismes impliqués
dans ces nouvelles méthodes sans matrice "post-MTAkDnt comparables a ceux évoqués
précédemment concernant l'irradiation laser deased recouvertes de molécules organiques. La
différence ici, est que le support doit étre unieuilpossédant des propriétés d’incorporation
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d’analytes et d’absorption du rayonnement lasémadgje des cristaux de matrice. Dans ce but, les
méthodes de LDI strictement sans matrice, c'esteashns apports de molécules ayant un réle
d’intermédiaire entre le rayonnement et le procegbionisation/désorption d’'un analyte, ont été

développées au travers de l'utilisation de surfatesosensibles incluant des nanostructures telles

que des nanopores, des nanotubes, des nanofissmadoparticul €.

2.4.1 Désorption/ionisation sur silicium poreux (DIOS)

La technique DIOS a vu le jour en 199%lle utilise des surfaces de dépét en siliciumreprret
permet de s'affranchir de toute utilisation de roolé de matrice. Cette nouvelle approche n'est pas
seulement séduisante parce qu'elle ne produit 'pasrtérences dans la région des basses masses,
mais aussi parce qu'elle peut étre adaptée suparienquel appareil de type MALDI. Elle permet
I'étude d'une large gamme de composés, entre aelie de peptides et de petites molécules

organiqgues comme le montre la Figure 1.18.
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Figure 1.18 : Exemples de spectres de masse ob&nD$OS: a, Spectre de masse DIOS d'un
mélange de cinqg peptides; b, Spectre de masse Dl@3Inélange de trois petites molécules : la
caféine (m/z 196), un antiviral (m/z 357) et laaig@ne (m/z 609); c, Spectre de masse DIOS de N-

octyl b-D-glucopyrand®

La structure nano-poreuse de la surface de siliqleigure 1.18) est obtenue par un procédé de
gravure photo-électrochimique de silicium cristalllypiquement, les pores d'une surface DIOS
possédent un diametre pouvant aller de quelguesnmatres a quelques dizaines de nanometres et
peuvent étre longs de plusieurs micrometres. g, sn majorité, perpendiculaires a la surface et
non interconnectés. Les propriétés physiques de setface de silicium poreux sont déterminantes
pour l'utilisation en spectrométrie de masse : deanire spécifique, absorption optique élevée,

inertie chimique...
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SOOrm

Figure 1.19 : Image MEB d'une surface de siliciuongux®®

Dans un premier temps, la porosité de la surfae&0da 40%° et son aire spécifique importante,
de plusieurs centaines d&.om®, permettent I'adsorption et le stockage d'unedgajuantité de
molécules d'analytes et de solvant.

Ensuite, le coefficient d'absorption optique élgusqu'a 10 cmi*®’ du silicium poreux pour la
longueur d'onde du laser a azote (337nm), perneahsorption trés efficace de I'énergie laser.

Le réle de la matrice est donc directement joudgaurface de dépbt en silicium poreux qui piege
la molécule d'analyte et absorbe l'irradiation laka formation des ions en DIOS est supposée se
faire en deux étapes: la désorption et l'ionisatfte base, le substrat de silicium poreux absorbe
I'énergie laser et sa température augmente. Cepiendadissipation de la chaleur est limitée
puisque cantonnée a un transport quasi-unidimensialans les parois des pores et la température
de la surface de silicium poreux augmente plusdeapent et a de plus hautes températures que
l'aurait fait une surface de silicium classique.

La Figure 1.20 dépeint deux scénarios possibldermetion de la présence ou non de solvant dans
les pore$® Le pore de gauche montre un environnement "ses',nholécules de solvant et
d'adsorbat se répartissent sur les sites d'adgorpte pore de droite est dit "humide" a causeade |
présence de solvant liquide (aire grise) due saih @hénomene de condensation capillaire, soit a

un pompage moins efficace a travers le nano-pore.
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Figure 1.20 : Adsorption d'ion "thermometres” (Tkt CI) et de molécules de solvant (S) dans la
surface de silicium nano-poreux. Les parois degpaont suffisamment fines pour induire un
confinement thermique et monter ainsi rapidemertestpérature lors de l'irradiation. Le pore de
gauche ne contient que divers adsorbats (désorliten'seche"), alors que le pore de droite
présente du solvant piégé (aire grise) formé pardemsation capillaire ou retenu a cause d'un

pompage insuffisant & travers du nano-pore (désmmpdite "humide"§®

» Le dépbt d'énergie par le pulse laser dans lesm®wes provoque un échauffement rapide
des parois, ce qui entraine la désorption des hdoet donne naissance a une plume de
faible densité a travers I'ouverture du pore, &spion restant relativement élevée a cause du
confinement.

* Dans les pores humides, la présence de solvaétah liquide combinée a I'échauffement
rapide des parois entraine une surchauffe du legeidune explosion de phase. Une plume
dense de solvant se développe entrainant aveleglieolécules d'adsorbat désorbées.

Dans les deux cas, a cause de la silhouette akbodge pores (~1um de longueur pour 10 nm de
diameétre), I'expansion de la plume est quasi urédsionnelle contrairement au MALDI ou elle est
tridimensionnelle. De plus le confinement imposeglpastructure poreuse conserve la densité de la
plume plus longtemps que si I'expansion avaitibté.|

Le mécanisme d'ionisation DIOS est relativement.fldarmi les voies qui ménent a l'ionisation, on
relévera la possibilité de réactions ion-moléculesain de la plume, surtout dans les cas de
désorption humide ou le solvant peut fournir deg@rs, ou de réactions chimiques entre le substrat

de silicium et I'analyte.
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2.4.2 Désorption/ionisationassistée par urface de carbone (GPLDI)
Cette méthode a été mise au point par le grouggudaer en 200(Dans un premier temj celui-ci

1,89 en partie inspiré de la méthode de "Soft Laser Desorpti

créé une méthode appel8ALD
proposée par Koichi TanaRaCette derniér utilise une suspensiate particules de Cobalt dans
glycérol pour aider a la désorption/ionisation @mdlyte,alors quedans le cas du SALDI,
poudre de cobalt est replacée par de la poudre atbo@ne graphite. L'inconvénient de c
méthode restka contamination du bloc source par les particdee€arbonn

C'est pour remédiex cet inconvnient que Sunner propose cette antéthode® La GPLDI, pour
désorption/ionisation sur plaque de graphite, 3¢ une surface recouverte d'urfine couche de

Carbonne graphitsur laquelle la solution d'analyte est directentgmtosé, séchée et analys.

2.4.3 "Surface Enhanced Neat Desorption” (SEND

La technique SENDntroduite par Hutchens et cc® utilise un polymére dont les motifs
répétiton adoptent une structure semblable a celles ddécaoies de matrice employées
MALDI, comme illustré dans liFigure 1.18dans le cas d'un motif similair¢ I'acide a-cyano-4-
hydroxycinnamiqugHCCA). Ce polymere, immobilisé sur la cible, etitisé ccmme surface de

dépbt et joue le rble de matrice.

COOH
Z “CN
COOH
Z “CN
o_ _0O
OH
HCCA Polymere SEND

Figure 1.21: Structure de la matrice HCCA et d'un polymerest@END utilisé en SEN

Dans cette méthodeutilisation d'un polymeére apporte une certaineifidité et permet une
optimisation de la surfacen vue¢ dutilisations spécifiqgues. Par exem en jouant avec des
fonctions de reconnaissance spécifique ou sur tdoomation du polymére, il est possible

retenir sélectivement certains composés et desegalies purificatior directement suia surface>
94
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Méme si certaines méthodes se détachent, ellegntedimitées et restent e€loignées des
performances obtenues en MALDI en termes de di¢edas familles de composés analysables et
de sensibilité. Or de nombreux champs, comme lzerebe pharmaceutique, la métabolomique, les
contrbles anti-dopage, ... sont limités dans ledisation de la technigue MALDI a cause du faible
poids moléculaires des molécules étudiées. lls dont a la recherche d'une méthode d'analyse
efficace qui permette de travailler dans les fabigpports m/z. Ainsi, d'autres approches ont été
tentées, utilisant par exemple des sol-gels conteties molécules de matritepu divers autres
techniques dérivées du DI&®u de la LDI sur of” ®La technique DIAMS s'inscrit dans la méme
lignée que ces travaux et utilise une surface nemdel d'une monocouche auto-organisée pensée
pour satisfaire aux exigences de la désorptiorsaiitn laser.

Chaque méthode de désorption/ionisation laser saasice se veut utiliser une technique
d'ionisation différente, mais que ce soit une iaadn directe de I'échantillon étudié ou en passan
par une matrice ou une surface modifiée, |'étapbade reste lirradiation laser et son absorption,

bien souvent suivie de I'analyse des ions par alys@ur & temps de vol.

3 L’'analyseur a temps de vol pour la détection d’iongjazeux produits par les

processus LDI
Les sources d'ionisation par désorption/ionisatiaser sont de type pulsé et nécessitent un
analyseur adapté, historiquement et classiquenefles sont couplées a un analyseur a temps de
vol. Le principe est d'accélérer les ions par uangh électrique puis de les laisser évoluer sur une
longue distance dans une zone libre de champ aealets détecter. La vitesse atteinte par les ions
lors de l'accélération dépend de leur masse etutecharge. Les ions vont donc étre spatialement
sépareés pendant leur vol dans la zone libre de pler@tre détectés par paquets d'especes de méme
rapportm/zau niveau du détecteur. Les équations qui geeetéplacement de molécules chargées
dans les champs électriques permettent ensuiteetdeuver les rapports masse sur charge des

paquets d'ions détectés a partir de leurs tempslde
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3.1 Les bases de I'analyseur a temps de

\ / 0V 0V
> | &I

Source Zone libre de champ
(s, E=Vis) (D, E-0)

Figure 1.22 :Représentation schématique d'un analyseur a tempsldinéaire présentant ur

source d'ion a un étage.

Le spectrométre a temps de vol le plus simple sgoserait de
» Une source munie d'un dispositif d'extraction i

La tache prinipale du bloc source est lionisation de I'échbmtil Historiguemen les
spectrometres a temps de woint couplés a une source par désorption/ionisddiser et le blo
source comprend également un dispositif d'extractas ion:

Les ions formésont extraits et accélérés par application d'ufiérdnce de potentiel entre la cil
et une plaque d'extraction. Le champ électriquedggpntraine les ions vers le tube de vol et

confére a tous la méme énergie cinéti
* Un tube de vol.

Le tube @ vol est une zone libre de champ, garantie papliation d'un méme potentiel sur de
plaques, respectivement situées a l'ee (plaque d'extraction des ions de la source) etsaiize du
tube de vol (au niveau du détecteur). Grace artimeindique recue lors de leur extraction,
ions traversent le tube de vol avec une vitessergament proportionnelle a la racine carré de
rapport masse sur charge/g). Ainsi, les ions les plus Iégers ont une plus grande dtesmetten

un temps fus court pour arriver au détecte
* Un détecteur.

Apres cette séparation, les ions arrivent simplerdaerplus Iéger au plus lourd sur le détecteusé:
au bout de tube de vol. Les rappim/zdes ions sont alors retrouvés grace aux équatiersu

mouvement dans l'appareil.
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3.1.1 Equation du temps de vol

Les équations qui gérent le mouvement des ionsldaspectrométre & temps de vol sont simples,
10 glles se basent sur les fondements de la mécadiagsique.

La localisation de l'ionisation varie en fonctioa & technique d'ionisation, elle peut se faire au
centre de la source, comme en impact électronitjea @nisation laser en phase gazeuse, ou plus
localement comme dans le cas d'une source parpdi@sdionisation ou les ions sont formés sur
une surface.

Les ions sont ensuite accélérés a travers la sparcen champ électrige Pendant leur trajet, ils
acquierent tous la méme énergie cinétique et dodieila source avec une vitesse v qui dépend de

leur rapporim/z:

%mv2 ——; my = zeE (1.1)
or v, =0ms"* (1.2)
1
Emv2 = zeE (1.3)
1/2
v= ( ZzeESj (1.4)
m

Avec m:la masse exacte de l'ion
Vo etv: respectivement la vitesse de l'iony @tta la sortie de la source.
z: état de charge de l'ion.
e: la charge élémentaire (116*°C).
E etV : champ électrique et potentiel d'extraction.

s: longueur de la source soit la distance entotblie et la plaque d'extraction.

Le tempsp mis par les ions pour traverser le tube de vdbdgueurD est exprimé par :

m )2
t = D 15
P (ZZeEsj (1:5)

Il est proportionnel a la racine carré de leur capp/z Le tempgs passé dans la source contribue

aussi au temps de vol totg); des ions :

1
B ds_(z zeEjZ
v=—= (1.6)
dt m
; d
ts _ (S m 2 Ads
jo dt—jo(zzeEj = (1.7)
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1 1
oy 1
t. = m_| 2s? = m_1° 2S (1.8)
2zeE 2 zeE
2
Soit t =t +t.= 2s+ D 1.9
ol vol s D (ZZGESJ ( ) ( )

3.1.2 Détermination du rapport masse sur charge et calibation du spectre de masse

Dans un premier temps, le détecteur enregistrepaatie du flux d'ions en fonction de leur temps
de vol. Le logiciel utilise ensuite I'équation @urtps de vol pour transposer les temps enregigtrés e
rapports masse sur charge :

m 2
—= 2eE{lj (1.10)
z 2s+ D

Une calibration linéaire du spectre de masse peeiréalisée en mesurant les temps de vol de deux

masses connues afin d'ajuster la conversion emntiésnt les constanta et b dans I'équation du

type :

m - (tvol B b)2
z a

(1.11)

Le termeb permet de corriger tout décalage en temps, inmhuita durée du tir laser, par la vitesse
de réaction de I'électronique...
Un autre type de calibration plus performant, appmllibration quadratique, se base sur plus de

deux masses connues.

3.1.3 Larésolution en masse :
En spectrométrie de masse, la résolution est ééfimnme étant le rapport de la masse (du rapport

A N . . m/z
m/zpour étre exacte) sur la largeur a ml—hauteurldum .

Théoriguement, dans l'appareil a temps de volples de méme masse ont un unique temps de vol.
En réalité, les ions ne se forment pas tous au n&rdeoit, au méme moment ou avec la méme
énergie cinétique, ils acquierent alors différentiéssses de vol et, a l'arrivée, les temps de vol
apparaissent sous forme d'une distribution.

D'apres I'équation (1.10) :

m_ 2eEs

=— 1.12
z (2s+Dp™ (42

49



Chapitre | : Le rayonnement Laser et son implicaga spectrométrie de masse.

d (mj = 28BS ot (1.13)
z) (2st+ D)

Donc pour un analyseur a temps de vol, la résalgiécrit :

m/iz _ t
A(m/ 2) 2At

(1.14)

At : largeur a mi-hauteur de la distribution de tem@wol de l'ion.
Elle dépend ainsi beaucoup de la largeur de digiob du temps de vol des ions et donc de tous les
parametres qui peuvent influer dessus tels quéisggersions temporelle, spatiale et cinétique du

phénomene d'ionisation.

3.2 Distributions temporelle, spatiale et cinétique.
A l'origine, les spectrométres de masse affichaig mauvaise résolution qui était le reflet des
imprécisions sur le moment et I'endroit de formataes ions, ainsi que sur I'énergie cinétique

initiale qu'ils ont pu acqueérir.

3.2.1 Distribution Temporelle :

L'ionisation est un phénomene continu. C'est-a-glire tous les ions ne sont pas formés au méme
moment et ne vont donc pas arriver en méme tempslddube de vol et sur le détecteur.

La largeur de la distribution de la formation dess dans le tempgit) influence directement la

résolution puisqu% = i, une solution serait d'utiliser un tube de volsplong, ce qui aurait

pour effet d'augmenter le temps de ¥adu d'introduire une extraction retardée. Cellparimet de

laisser le temps aux ions de se former ou méme d@agmenter avant de les extraire.

3.2.2 Distribution spatiale :
Les ions peuvent se former en différents endragtdadsource. Par exemple, dans les sources de
désorption/ionisation, la majorité des ions esin@e directement a proximité de la cible. Une plus
petite quantité est créée a une certaine distaaceelie-ci aprés avoir été désorbée. Ces derniers
ions sont produits pres de la sortie de la sowcsl'ils subissent le champ d'extraction. lls sont
accélérés sur une distance plus courte et acquiareims d'énergie cinétique. Plus les ions se
forment proche de la sortie de source, plus il®m@uun déficit en énergie cinétique et plus ils
arriveront tard au détecteur. Une telle distributspatiale de l'ionisation a donc pour effet digtar
le pic vers les hautes masses. La meilleure solygamur corriger la perte de résolution due a la
distribution spatiale de la formation des ions lkesimodification du systéme d'extraction pour
repousser le plan de focalisation spatial sur teaiéur.

50



Chapitre | : Le rayonnement Laser et son implicaga spectrométrie de masse.

3.2.3 Distribution d'énergie cinétique :
Lors de leur formation, les ions possédent unegémeainétique initiale qui va donc modifier les
termes de I'équation (1.5). Leur temps de vol daasne libre de champs devient alors:

2
_ m
t, = 2(zeEs+ %) D (1.15)

Ainsi les ions avec une vitesse initiale non natevent sur le détecteur avant. Une trainée est
observée vers les bas rappaméz Il est intéressant de noter que deux ions avecvitesses
initiales égales mais avec des directions opposéesetrouvent en sortie de source avec des
énergies cinétiques et donc des vitesses identiduéarrive, I'écart de temps entre les deux ions
correspond uniguement au temps qui a été nécesslairedes ions pour faire demi-tour.

Le moyen le plus simple de limiter I'impacte d'whstribution large d'énergie cinétique initiale est
d'augmenter le potentiel d'extractidrpour que le produit.e.E.qV = E.9 soit prépondérant devant

Eco, le gain en résolution restant dépendant de |senas

3.2.4 Fragmentation
La fragmentation des ions moléculaires peut appatéeriches informations structurelles. Elle

provient d'un exces d'énergie interne emmagasisél'ionisation et dépend :

» de la quantité d'énergie interne
e du nombre de degrés de liberté de la molécule

+ de laforce des liaisons

Les ions produits peuvent se fragmenter a tout mohepuis leur formation dans la source jusqu'a
leur arrivée au détecteur. L'effet sur le spectrendisse dépend alors du moment ou intervient cette

fragmentation. On définit ainsi plusieurs typeg@ssociation, tels que :

» La fragmentation prompte qui intervient en mémep®oue l'ionisation.

» La fragmentation métastable qui se produit pendlantélération de lion. Ce type de
fragmentation dégrade la résolution du spectre aese les ions subissent une accélération
différente avant et aprés la fragmentation et anmivau détecteur entre les ions parents et les
ions fragments prompts.

» La fragmentation "post source" qui est caract@ustid’'une décomposition dans le tube de
vol. dans ce cas, les fragments ont la méme vitggsdeurs précurseurs et donc le méme

temps de vol.
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L'inconvénient reste que les fragmentations mdiéestaet "post source” entrainent une diminu
de la résolution. extraction retardéeermet entre autre de minimiser cet effet en laiskatemps

aux fragmentations de se faire en sol
3.2.5 Améliorations du systeme d'extraction

3.2.5.1 Plan de focalisation spatii

C'est un plan virtuel situé a une distance d deolarce qui correspond a l'enct ou les ions ont
passé autant de temps dans le tube de vol quelalaosirce. Soit, d'apres les équati(1.5) et
(1.8):

1 1

m )2 m )2

25, = D 1.16

(ZZeEsJ % (2 zeEl (1.16)

lorsque : 25,=D (1.17)

A" ov | ov
e ol @
O —Q O
5, E D,E=0

Figure 1.23: Représentation schématique d'un analyseur a tetepsl linéaire présentant ui

source d'ion a un étage et positionnement du péafodalisation des ior

L'avantage de ce plan est que tous les ions foandss endroits différents de la source y
refocalisés. En effet, d'aprés les équations dypsede vol, sid =2.5, les différences de tem
passés dans la source et dans le tube de vol paurions formés s etsy+ 45 se compensent au
niveau du plan focal. C'estelire que les ions forméplus proches de la sortie de source y pas
moins de temps et sortent avec une vitesse infédeuelle sorte que les ions formés plus
mettent plus de temps a quitter la source, maistyaoquis une vitesse supérieure et rejoigner

premiers & niveau du plan foc:

3.2.5.2 Extraction a deux étage

La position du plan focal est indépendante de last. Cependant]a séparation des ions
fonction de leur masse a une distad = 2sest insuffisante pour y placer le détecteur. Latsmh
consiste @éplacer le plan focal plus loin par un systéemetiietion en deux temy
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Ce dispositif consiste a intercaler un plaque célération intermédiaire et crc deux champs
d'accélération distincts, etE;, avecE; >> Ey. Plus le rapporiEi/Eg est élevé, lus le plan focal est
situé loin de la source. Ce dispositif permet noteemt de placer le détecteur du mode linéair

niveau du plan de focalisation des i

3.2.5.3 L'extraction retardée

L'extraction pulsée des ions est un moyen d'obtdas paquets d'io avec une distribution
temporelle initiale moindre. Cette focalisation astéliorée par'ajout d'une extraction retarg;
inspirée de la méthode tme lag focusing"” introduite par Wiley et Mclai en 1955% 102

Elle consiste a laisser évoluer le €me dans une zone libre de champ pendant un tt de

guelques nanosecondes apres l'ionisation et deatraction des ion

h: V v ov ov

T: V GV ov ov

0

O

___@_@_____

<> <—> < >
So Sy Zone libre de champ
Eo=(1-G) V/sy E,=GV/s, (D, E=0)

Figure 1.24: Représentation schématique d'un analyseur a tetepsl linéaire présentant ui

source d'ion a deux étages et extraction retal

En pratique, cela consiste a appliquer un mémenpeltesur la cible et sur la premiere plac
d'extraction pendant urourt lapse de temps, appelé délais d'extractiois,  basculer le potenti
de la premiere plaque a une fraction GV du potedtextraction V de facon a créer le pren
champ d'extraction.

L'extraction retardée apporte deux améliorationguras

* Elle focalise les paquets d'is en réduisant la fenétre temporelle de formationioes pat
le pulse d'ionisation laser suivi dréactions d'ionisation chimiquet en phase gaz a la
largeur d'une simple pulsation de champ d'extras

» Elle permet de laser le temps aux especes désorbées d'interagilalglume et aux ior

métastables de se fragmenter avant l'extra
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Elle diminue aussi l'effet de la dispersion en grecinétiqu pourdes ions formés sur une mé
surface, mais présentant unetiligition d'énergie cinétiqugendant le délai d'extracti. En effet,
ces ions évoluent avec différentes vitesses ingidkns la région libre de champs et stribution
en énergie cinétique se conve en distribution spatiale (méme si @ehe supprite pas la
distribution en énergie cinétigyecette dispersion spatiale est alors corrigédesptan foca Une

source a extraction retardée a deux étages pedonc de compenser l'effet des distributic

temporelles et spatiales sur la résolution ediminuer celui de la dispersion en énergie cinét

3.2.6 Le réflecteur électrostatique
Introduit par Mamyrin dans les années 70, le réfe; ou miroir électrostatiqt*®® est un
dispositif quipermet d'achever Irefocalisation temporelle des ions dogphrpillement serait d

aux dispersions en énergie cinétic

vV GV 0V

So |51

- ;\_

Zone libre de champ
(D, E=0)

Figure 1.25: Représentation schématique d'un analyseur a tetap®l| présentant une sour

d'ion a deux étages et un miroir électrostati

Le réflectron, installé en bout de tube de ‘consiste en un jeu de lentilles qui génere un ct
électrigue opposé au champ d'extraction et qui eeme réfléchir le faisceau d'ions. Ainsi,
dispersion des ions provoquée lors deer et du retour darle tube de vol par les différees de
vitessesest annulée lors du de-retour cins le miroir. Dans le cas d’espéces ionicde méme
masse, mais présentansdatesses différentes, les it d'énergie cinétiquplus élevéevont arriver
en premier au réflectron. Maigs pénétreront plus profondé&mt dans le champ de réflexion.

temps supplémentaire passé dans le réflectron asag@vance prise dans le tube de vol de

sorte que tous les ions arrivent en méme temple siétecteu De plus, ette techniquaméliore le

pouvoir de résolution car elfgermet la défocalisatiores ions issus de décompositions métast.
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3.3 Le Biflex Ill
Le spectrométre de masse qui a principalement t#tééuest un MALD-TOF Biflex Ill de la
société Bruker. Il est équipé des princis améliorations présentées précédemment comi

montre le schéma de fonctionnemeFigure 1.26).

Systéme Laser
LaserUV
337nm
Source
d’ions j B
L (LIS ey
[ _
L (111 _T — |-
‘ il
- N Ac
Lentilles Déflecteur —
d’extraction ' ] !
Acquisition Detecteur Réflectron
des données Réflectron

Figure 1.26: Représentation schématique du spectrométre deadALDFTOF Bruker Biflex Il

3.3.1.1 Le bloc source:

Le laser utilisé est un laser a azote quit dans I'UV a la longueur d'onde de 337nm, il déligdes
pulsations de 3 navec une fréquence de tir ajustable jusqu'a 1( La puissance délivrée ¢
moduke grace a un filtre atténuateur, c'est un disqadugllement teinté qutourne pour ajuster
l'intensité du rayonnement trans, lors de l'enregistrement des spectres de massaulssance
laser sont enregistrées sous forme d'un pourcentagecourbe de calibration, présentée dal

Figure 1.27 a été réalisée pour ramener ces valeurs aradiances.
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Figure 1.27 : Courbe détalonnage de l'irradiancdivt&e par le laser en fonction de la valeur

entrée lors de l'acquisition.

On remarquera que les puissances délivrées reéstgaurs de I'ordre de l'irradiance moyenne telle
gue définie en partie 2.1.2 et que malheureusetegmiurcentage de puissance demandé ne varie
pas linéairement avec l'irradiance délivrée.

Le rayon laser est focalisé par un systeme ddlentt dirigé par réflexions sur un jeu de miroirs
sur la cible, on estime le diamétre de l'impacteda 100 um. Une lame semi-réfléchissante est
intercalée au cours du chemin optique afin de texfiéne fraction du rayon vers une photodiode qui
enregistre le début de la mesure du temps de gabds.

La source par désorption ionisation laser se résaimae plaque, appelée cible, sur laquelle les
échantillons sont déposés puis irradiés par la.lasecible peut étre entrée et sortie de I'apparei
par un systeme de sas et de bras articulé. Danaslgrésent, la plaque de dépot est en acier
inoxydable et permet de déposer jusqu’a 384 édlarsi

Dans l'appareil, la plaque est chargée sur un iwhdixé a une table XY pilotée par I'ordinateur,
ce qui permet a l'utilisateur de choisir la zonéradier, mais permet aussi de faire des séries
d'analyses entierement automatisées (logiciel AetoXe). La visualisation de la zone irradiée
passe par l'utilisation d'une caméra CCD et I'image affichée en temps réel dans le logiciel

d'acquisition.
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3.3.1.2 L'extraction et la déflexion des ions:

L'extraction des ions est pulsée et constituée alex @aones d'accélération. Elle est obtenue par
application de différences de potentiel entre kdegila premiere lentille d'extraction et la sea®nd
lentille qui sont en général et respectivement &\1.9a 17.3 kV et a la masse. Les valeurs du délai
d'extractiont appliqué entre lI'impacte laser et I'applicationclamp d'extraction sont fixées a 200,
400 ou 600 ns.

A la sortie de la source, l'appareil est muni dléflecteur d'ions qui permet de supprimer les ions
de bas rapports)/z Ces ions, souvent non significatifs ou proverdmimatrice, sont parfois trés
abondants et peuvent entrainer une réduction deeraibilité par saturation du détecteur. Il se
présente sous la forme d'une paire de plaguesysiiep de part et d'autre de la trajectoire des ions
Elles génerent un champ électriqgue perpendicubairdaisceau d'ion sur une courte durée apres
I'impulsion laser afin de dévier les premiers idad'axe et qu'ils n'atteignent pas le détecteur.

3.3.1.3 L'analyseur de masse TOF

Le Biflex Il propose les deux modes de vol : liméaet réflectron. Il est possible d'activer ou ten
tension appliquée au miroir électrostatique et ddeadétecter les ions aprées un aller simple ou un
aller-retour.

Il existe cependant une différence entre le migt@ctrostatique présenté précédemment et celui qui
équipe le Biflex. Ce miroir est équipé de 2 étageprésente une premiere zone a fort champ
électrigue dans laquelle les ions sont fortemerglééés a l'aller et fortement accélérés sur le
retour, puis une zone de réflexion ou le champplst faible. Cette technique avec deux étages
permet encore d'améliorer la résolution en appbrae correction au second ordre de I'énergie

cinétique.

3.3.1.4 La detection des ions
Le spectrometre posséde deux détecteurs, un pawde linéaire et un pour le mode réflectron. Ce

sont des détecteurs a galettes de micro-cdffadont le principe est de convertir le nombre

d'impactes d'ion qu'ils recoivent en un couranttélgue.
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Haute Tension

Ions
Incidents

Couche de Electrons Micro-canal Anode
Semi conducteur Secondaires de verre

Figure 1.28 : Schéma d'un micro-canal

Les microeanaux jouent un double rdle puisqu’convertissent le flux d'ions en flt
d'électrons et amplifiedé signal a la méme facon qu'un photomultiplice.

Un micro-canal est utube de verr de quelques dizaines de microme de diameétre dont
la surface intérieure est recouverte d'un matériau -conducteur auquel est appliquée une h
tension de l'ordre du kilovolt.
Lorsqu'une molécule chargée percia paroi intérieure d'un micro-canalle provoque I'émissic
d'électrons secondaires. Célectons sont accéléres, vont a leour frapper la paroi et provoqu
I'émission d'électronsecondaire, ce qui engendre un effet d'avalandbes électrons sont au fin
collectés sur une anode qui produit un coul dont l'intensité est proportionnellt la quantité
d'ions incidents. La tension appliquée sur les o-canaux permet noseulement de -accélérer
les électrons secondaires mais aussi de réapmone en permanence la surface en électror
qui est nécessaire pour la continldu phénorgéne d'amplification par émission second
Le signal électrique est transformé par un corsetir analogigi-numérigue puis envoyé vers

station de travail qui enregistre et affiche lesctpes de mas:
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Chapitre 2 Principe, élaboration et faisabilité de la méthBd&MS

La méthode DIAM$, pour Desorption/lonisation on s-Assembled Monolayer Surface, apparti
a la famille degechniques de désorption/ionisation laser sansiceatjui utilisent des surfac
modifiées. Dans ce cas, la modification de surfesteeffectuée par recouvrement de «~ci par

une monocouche organique aassemblée (SAM).

100

50

Pas
d’1ons de
Matrice

) |

0 —
C 500 1000

Analyseur & Détecteur a
temps de vol microcannaux

Monocouche Laser

Analytes

Figure 2.1: Schéma de fotionnement de la technique spectrométrie de mak&kD

bY

L'idée est de s'affranchir de l'utilisation de necolés de matrice et d'utiliser a la place
monocouche qui absorbe a la longueur d'onde du lasesi, lors de l'irradiation par le laser, c
monocouche doit absorbEénergie photonique et air a la désorption/ionisation de I'échantill

déposé a sa surface.

1 Les monocouches organiques aL-assemblées

1.1 Deéfinition et caractéristiques d’une SANV

Les monocouches aussemblées, (SAMs pour SAssembled Mnolayers en anglais), apport
un moyen efficace, flexible et simple de donner gtepriétés spécifiques a une surface métalli
Ce sont des édifices organiqgdeamnés paadsorption de molécules en solution, ou parfoiplease
gazeuse, suine surface appelée substrees moléculesixées sur le substi, appelées molécules
précurseur ou adsorbatsprganisent spontanément en structures-cristalline: et forment une
monocouche homogéne qui recouvre l'intégralitéadritface meétalligt.

Typiquement, les moléculgwécurseL se composent de trois parties qui ont chacune lena
jouer. (Figure 2.2)
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Fonction

terminale

Espaceur ——gdi

Fonction
d'accroche

Substrat >

Figure 2.2 :Représentation schématique d'une Smonocristallineidéale d'alcanethiols sur un

substrat métallique.

La fonction d'accrochec'estune fonction chimique qui présente tforte affinité pour le substrat,

cette affinité est tellegue la molécul peut parfois déplacer d'autres particules orgasiguisorbé
sur la surfacepour se fixer a la place. Il existe de nombreuxptes fonction d'accroche/surfa
métallique, mais le type de SAM le plus communémailisé seforme paradsorption d'alcane-

134 platine!®

thiols sur une surface d*'’ ou d'autre métal noblargent> ' *cuivre? palladium
et mercurée?).

L'espaceur. c'est la partie de la SAM qui sépare la fonctiteccroche de la fonction terming
dans les cas les plus simples, il se présente Isotme d'une chaine alkyle. Il joue un r
important dans l'organisation et la stabilité d&fM a tavers les interactions qu'il développe a
les espaceurs voisins.

La fonction terminale c'est la deuxieme extrémité de la molécule, cglle se retrouvera a

surface de la SAM, elle détermine en grande pé&tiepropriétés de la surface et peutuer sur
l'organisation et le taux de recouvrement en famctie son encombrement stéric
De part leurs propriétésed SAMssont particulierement adaptées aux expeérie qui requierent

une modification de surface :

* elles se préparent faaiteent par imrersion du substrat dans une solution des molé
destinées a former la monocour

» ces molécules sont tres modulables et peuventaomnées pour satisfaire aux besoin:
I'expérience.

* les propriétésle la surface a I'échelle macroscopique (mouiitébil..), qui dépenderdes
caractéristiquedes moléculedéposées, peuvent alors elles méme étre adaptéasction
des besoins.

Les monocouches autssemblées sont donc de parfaites candidates p modification de

surface destinée a supporter la désorption/iopisddiser sans matric

66



Chapitre 2 : Principe, élaboration et faisabiligsla méthode DIAMS

1.2 Les monocouches auto-assemblées en SpectrométrieMesse

A notre connaissance, en spectrométrie de mass&AMs ont principalement été utilisées dans
deux situations différentes, en désorption/ionisataset’ % et dans des dispositifs de collision sur
surface (SIDY*3* Ce travail développe uniquement I'utilisation ésatption/ionisation laser.

Les travaux qui lient les spectrométries des mpaselésorption/ionisation laser simple (LB1)}®

% ou assistée par matrice (MALD1)?° et les SAMs ont généralement pour but de caraetéles
SAMs, ce qui a permis d'observer les thiols adsgries produits d'éventuelles réactions comme
I'oxydation et d'évaluer la stabilité des monoc@sch

Dans une approche plus originale, le groupe de iRlikgjui a beaucoup exploité la combinaison
SAM/MALDI, a proposé une méthode appelée SAMDI-MNBRI{-Assembled Monolayer for matrix
assisted laser Desorption/lonization Mass SpectigieElle consiste a modifier la surface de
dépbt par une SAM spécifique, qui lui permettealeej un réle actif de purification ou d'extraction
grace a des procédés similaires a ceux utilisésxemaction sur phase solide. Ainsi lors du dép6ét
d'un mélange complexe, la monocouche fixe les mit#écd'intérét par le biais d'interactions
spécifiqgues et le reste de I'échantillon est reps¥ rincage du dépdt. La détection et la
caractérisation par spectrométrie de masse MALDBI camposés retenus impliquent ensuite le
dépot de la matricg;?* *°

Cette méthode est a double usage. En effet, sligatitin classique permet la détection des analytes
liés aux molécules de la monocouche, alors quettlekes plus poussées en font un outil puissant
pour I'étude de phénomenes d'interactions et detioéa chimiques ou biochimiques sur une
surface organique.

Les travaux précédents sont surtout dédiés a kctéaisation des SAMs, mais la flexibilité des
monocouches doit permettre d'en faire des outilg e spectrométrie de masse. La méthode de
DIAMS-MS s'inscrit justement dans ce contexte. Lanotouche a été modifiée et optimisée de
facon a lui donner des caractéristiques qui lagehepte a servir de support pour produire des ions
en phase gazeuse par désorption/ionisation laser.

2 Les précurseurs de matériaux moléculaires pour le rpcessus LDI sans

matrice
Comme dit précédemment, les propriétés des monbesuarganiques auto-assemblées dépendent
des molécules qui les composent. La molécule destnformer la monocouche organique auto-
assemblée utilisée dans la méthode de DIAMS-MSrédpibndre a un cahier des charges précis et
étre synthétisée en conséquent.
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2.1 Propriétés requises
L'objectif premier est que la monocouche résiste aantraintes de la LDI et assiste les

phénomenes de désorption/ionisation. Pour celagdeit :

» absorber le rayonnement laser

» restituer de I'énergie a I'analyte

* ne pas se dégrader sous l'effet de l'irradiation

* ne pas entraver le fonctionnement du spectrometraasse

e étre inerte chimiguement vis-a-vis des moléculasalyte déposées

En plus de ces besoins primaires indispensableboaufonctionnement de la méthode, vient
s'ajouter la nécessité de caractériser la monoeoutles techniques spectroscopiques de
caractérisation des monocouches sont souvent lpuddenettre en ceuvi®.En revanche, les

techniques électrochimiques présentent un moyeplsigt fiable de caractériser une monocouche
électroactive. Ces techniques apportent des infiomsaen termes de stabilité, d'organisation et de
taux de recouvrement. Pour accéder a ce type darepda molécule de la monocouche doit étre

pourvue d’un systeme redox réversible.

2.2 Molécule précurseur utilisée en DAIMS-MS :

Afin de répondre au critére d'absorption optiglaeldorbat utilisé se compose de quatre parties, les
trois parties élémentaires d'une molécule précurdassique (une fonction d'accroche, un espaceur
et une fonction terminale) plus un chromophore {F@g2.3). Ensuite la structure de chacun des

blocs est choisie pour répondre a une utilisattDEAMS-MS.

@ @

«—> <€ > €—> €—>
Groupement
Accroche Espaceur  Chromophore Terminal

Figure 2.3 : Représentation schématique de la nubdécible et de ses 4 briques moléculaires.

Choix de la fonction d'accroche :

Une des contraintes principales est la résistanteradiation pour que la monocouche ne se
décroche pas lorsque la molécule est excitée pasée.
Le choix de la fonction d’accroche est fortemerét & la nature du substrat sur lequel la

monocouche est immobilisée. Dans la littérature slebstrats usuels sont des métaux (ou alliages),
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des oxydes métalliques ou des semi-conductéBsles différentes possibilités sont & considérer,
l'utilisation d'un métal peut se révéler un avamtagar le processus LDI de méme que
I'électrochimie imposent l'application d'un potehsur la plaque, que ce soit la plague de dép6t ou
I'électrode de travail.

La fonction d’accroche doit également répondreaatcs critéres importants comme une facilité de
mise en ceuvre, mais surtout une inertie chimiquehetochimique.

Parmi les nombreux couples “fonction d’accrochefadtiés dans la littératufe®“°le choix s'est
porté sur le couple thiol/or car il reste I'un géss utilisés et des plus faciles a mettre en ceuvre

Choix de l'espaceur :

Pour assurer la stabilité des monocouches (notaméntoxydatiori?), il est nécessaire d’insérer
une chaine espaceur qui forme une couche proeit L'organisation et la flexibilité de la
monocouche dépendront notamment de sa nature f&nmtis les interactions entre les espaceurs
seront fortes et nombreuses, plus la monocouchecsenpacte, organisée et rigidé’

L'espaceur utilisé est une chaine alkyle linéaommortant dix carbones, ce qui correspond aux
longueurs connues pour fournir des monocouchetestabbien organiséés.*®

Choix du chromophore :

Le chromophore est I'élément clé du dispositif :feaction principale est d’absorber I'énergie
lumineuse émise par le laser (au laboratoire, serla azote émettant a 337 nm est utilisé).
L'encombrement stérique du chromophore est le secotere a considérer car il a une influence
importante sur I'organisation globale de la monobeu Pour ces raisons, le chromophore utilisé
sera un systéme planconjugué qui présente généralement une absorgéns la région spectrale
considéree.

Le choix d'un dérivé du bithiophéne comme chromoplaopermis de satisfaire a plusieurs besoins
en méme temps, il absorbe a 337nm, la longueurdd'alu laser et est électroactif. Il permet
d'absorber I'énergie laser et de doter la mono@udchsystéme redox réversible nécessaire a sa
caractérisation.

Choix du groupement terminal :

L’incorporation d'un groupement terminal peut seplusieurs objectifs. Etant donné sa position au
sein de la molécule, le groupement terminal vanitéfies propriétés de surface et régir les
interactions entre I'analyte et la monocouche.

Dans ce travail, afin de se focaliser sur I'étuddaiméthode et des phénomenes mis en jeu, il faut
se placer dans un cas simple, c'est pourquoi lgpgraent terminal utilisé est un méthyle.

En choisissant un groupement terminal spécifigugevient possible de jouer sur les propriétés de

surface dans le but de :
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» Optimiser le caractere hydrophile/hydrophobe ertion des analytes a étudier.

» Favoriser les processus d’ionisation par inserttengroupement donneur ou accepteur de
protons par exemple.

* Permettre une purification grace a des interactipégifiques avec une classe de molécules

présente dans un échantillon complexe déposé ipois. r

La molécule utilisée :

La moléculel créée en tenant compte de tous les choix précédamémoncés est représentée
Figure 2.4, elle permet d'élaborer des monocouduwsstituées de chromophores organiques
bithiophéniques électroactifs reliés par une chdimealkyle" linéaire sur le support d'or.

Espaceur :Chaine alkyle de 10 carbones
» Bonne organisation Fonction
* Bonne stabilitlé terminale

[ \ A
HE N NSNS S S / \ Me

- \ / S

Fonction d’accroche : \ Y .

Thiol Téte Bithiophenique :

e Interactions fortes avec * Absorbe a la Iongueur d'onde
le substrat (or) du laser (337nm)

 Résistante a l'irradiation * Electroactif (caractérisation de

« Inerte chimiquement la. monocouche)

Figure 2.4 : Structure de la molécule précurseutisée.

2.3 Synthése dirigée

La synthése de cette molécule utilise le 2,2’-bphiéne 2 comme précurseur synthétisé
précédemment au laboratoire & partir du 2-bromptiéae®® Lintroduction du groupement
méthyle d’une part, et de la chaine alkyle thiogéétd’autre part, est réalisée au laboratBipar
libération des thiolates en conditions doutes.

2.3.1 Synthése du 5,5’-bis(3-cyanoéthylsulfanyl)-2,2’-tbiiophéne

La synthése du 5,5’-bis(3-cyanoéthylsulfanyl)-Zh&hiophéne3 est réalisée a partir du bithiophéne
2 avec des rendements supérieurs a 80 %. La pregtigpe consiste en un échange hydrogene-
meétal par addition de n-butyllithium a basse terapée. Ensuite, I'ajout de soufre conduit a un
dérivé dithiolate, qui réagit avec du 3-bromoprayjtisle pour former le produit dicyanoéthyge
(Schéma 2.1).
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Ay

_Ss(2¢éq)
EO, Ny, -78°C

U N s gt
‘{S/Q\@/SL

/i \ n-BuLi (2 eq)
\ / EtZO Ny, -78°C, 1h U

Br(CH,),CN (2,2éq.)
Et,0, N,, 0°C-20°C (2h)

CN

OV

Schéma 2.1 : Synthese du 5,5’-bis(3-cyanoéthylsg)f@,2’-bithiophene

2.3.2 Déprotection du groupement cyanoéthyle

L’action d'un seul équivalent d’hydroxyde de sodigor le compos8& permet de libérer un seul
des deux groupes thiolates protégés par le groygmoéthyle. La méthylation du thiolate a I'aide
d'iodométhane conduit majoritairement au produithoraéthylé4, mélangé au produit diméthylé
4’. Ces deux produits, facilement séparables pamuwiagraphie sur gel de silice, sont obtenus
avec des rendements respectifs de 78 % et 11 %1{&ch.2).

CN
MeS I N\__s_d
€
CN 1 1) CsOH.H,0 (1,1 éq.) 57 \_4
/) MeOH, DMF, 20°C, 30min. 78 %
I N__s_{d 4
S
/J S \ /
CN
3
2) Mel (7,6 éq.)
20°C, 15h
> I N\ _s
SMe

MeS S \ /
% 4

Schéma 2.2 : Déprotection du groupement cyanoéthyle

2.3.3 Préparation de la chaine alkyle thioacétylée
Le thioacétate de S-(10-bromodécyl®) est obtenu par substitution du brome par I'anion
thioacétate. La monosubstitution est réalisée dedaons rendements si on utilise un large exces de

dibromoalcane (Schéma 2.3).
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(0]

Br’(/\)Br —> Br’HS
EtOH, reflux, 2h30 5

Schéma 2.3 : Préparation de la chaine alkyle thidglée

2.3.4 Introduction de la chaine alkyle thioacétylée

La fonctionnalisation du compoggest réalisée, via une substitution nucléophilegchupement
thiolate généré a l'issue de la déprotection aveOHL, sur la chaine alkyle thioacétylée. Ainsi, la
déprotection du groupe cyanoéthyle dans le comgaséec I'hydroxyde de césium, suivie d’'une
réaction d’alkylation avec le thioacétate de S4pi@nodécyle)s fournit le thioestel avec un
rendement de 89 %. (Schéma 2.4)

2.3.5 Déprotection du thioester
La transformation de la fonction thioester en thi@ut étre réalisée selon deux méthodes de

déprotection différentes.

» La premiére utilise I'nydroxyde de césium, commegii cas des dérivés du ferrocene mais
le mélange réactionnel, aprés évaporation des r#slvast traité, avant extraction, par une
solution aqueuse d’acide chlorhydrique (1 M). Dae<as, le rendement de la déprotection
est de 51 %.

« L'autre méthode, décrite par Yarfgest une réduction par I'aluminohydrure de lithium.
Cette méthode est avantageuse puisqu’elle permaeté@der tres rapidement au thiok
partir du composé proté@avec un rendement de 70 % et ne nécessite auauifiegtion

apres traitement. (Schéma 2.4).

0o
CN //(
/) 1) CsOH , H,O (1,2éq.) S”

MeOH, DMF, 20°C, 1h30 e
I \__s._{ ¢ . T\ s gﬁo
MeS S4 \ / )(J)\ (2,5éq.) MeS S \ / é
- Br’H‘S 20°C, 4h
= 1§H 1) LIAIH, THF (5éq.)
MeS SG—s 0°C, 1h
s\ J 2)HCI 1M
1 70 %
SH
I s CsOH , H,0 (3 éq.)
Mes™ g7 () EtOH, THF, 20°C, 3h

51 %
Schéma 2.4 : Introduction de la chaine alkyle théiglée et déprotection du thioester
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2.4 Caractérisation des molécules cibles en solution
Les caractéristiques attendues sont confirméeke ggrectre d'absorption UV-visible de la molécule
en solution pour l'absorption a 337 nm et par laadarisation électrochimique par

voltampérométrie cyclique (cf. 3.3.1) pour ses pkips électroactives.

2.4.1 Etude par spectrophotométrie UV-visible

Le but est d'estimer l'aptitude de la molécule stidoat & absorber le rayonnement laser en
déterminant le coefficient d'absorption molaire ai#le-ci a 337 nm, longueur d’onde du laser
utilisé. Le spectre optique est obtenu avec untspgamtometre Perkin-Elmer Lambda 950 et la
solution est préparée dans le dichlorométhane @ameentration de I'ordre de 0.1 mM.

La Figure 2.5 présente la caractéristique optique dérivé bithiophénique. La transition
électronique caractéristique du chromophore bitmémique, observée a 340 nm, est en accord avec

les résultats de la littératute.

25000

20000 A

15000 A

10000 A

€ (I.mol‘1.cm‘1)

5000 A

300 400 500 600

A (nm)

Figure 2.5 : Spectre d’absorption UV-visible dent@lécule précurseur en solution.

Le coefficient d'extinction molairea 337 nm est estimé a 20 000" ™.

2.4.2 Etude par voltampérométrie cyclique

L'étude électrochimique des molécules cibles a eme caractériser la stabilité redox des
transferts électroniques mis en jeu et d'estinm(g) [@otentiel(s) redox afin de comparer les rétilta
obtenus avec ceux de la littérature. Le potentiagiisé est un potentiostat EGG PAR 273A. La
cellule électrochimique comprend trois électrode%®lectrode de travail est une électrode
millimétrique en platine, la contre-électrode, ureh platine et I'électrode de référence, une igquas
référence calibrée en fonction du couple redoxAec

Les mesures ont été effectuées dans le dichloraméthen présence de sel de fond,

'hexafluorophosphate de tétrabutylammonium ABRF, 0.1M). Le voltampérogramme
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caractéristique de la molécule cible est représamtda Figure 2.6. En accord avec la littérafdre,

le premier transfert électronique réversible dsésvers 0,49 V vs FiFc.

03— 01Vs'

00 0.1 02 03 04 05 06 07

E (V vs. F¢'/Fc)

Figure 2.6: Voltampéromeétrie cyclique de la molécpitécurseur en solution.

3 Elaboration et contréle des surfaces modifiées poue DIAMS
Lors de la mise au point de la technique de DIAMS;N& premiére étape a été de définir le cahier
des charges des surfaces utilisées. L'étape quti diectement apres consiste a faire le pointesur

protocole de fabrication et a élaborer les surfaceguestion.

3.1 Différents substrats et méthodes de préparation déSAMs

L'élaboration de monocouches organiques auto-aséemlest connue et maitrisée depuis de
nombreuses années. Les SAMs de composeés orgamésuffiuiols, disulfures, sulfures) se forment
spontanément sur le substrat par adsorption damesphase liquide ou vapeur. Les criteres
importants qui dépendent de l'application pour égula SAM est utilisée restent le type de

support et de la méthode de préparation utilisés.

3.1.1 Substrats

La surface sur laguelle une SAM se forme est appelésubstrat”. Les types de substrat vont des
surfaces planes (lamelles de verre ou de silicerouvertes d'une couche mince de métal, feuilles
métalliques ou monocristaux) aux nanostructureterioent courbées (colloides, nano-cristaux ou
des nano-tiges). Dans le cadre de 'applicatioDI&MS-MS, ce sont les surfaces planes qui nous
intéressent.

Le plus commun des substrats plans pour les SAMkadiethiols sont des films minces de métal

déposés sur des lamelles de silicium, de verrejide, ou de plastique. Ces supports sont faciles a
préparer par les méthodes de dépot physique ere plageur (PVD) par évaporation thermique,
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bombardement d’électrons pulvérisation cathodique ou impact de laser > par

électrodépositior® ou par des méthodede dépdt de métal par voie chimiqtig*
Les surfaces utilisées en DIAN-MS sont des plaques de verres recouvertes d'oPYar par
évaporation thermique.

Dépbt de films minces sur verre ou silicium par P

bY

La méthode de dépbtuttie couche mincpar PVD consiste a chauffer le matériau jusqua
sublimation.Le processus d'évaporation d'un matériau dépengludggeurs facteurs comr la
température, la pression et pression de vape du matériaulLa sublimation est upassage de
I'état solide a I'état gazeux sans passer par laseliquid, elle intervient lorsqu'a la températt
de fusion de la matiére chauffée, qui dépend notammie la pression ambiante, cette pre: est
inférieurea la pression de vapeur du maté. La sublimatiorest atteinte en chauffant sous vids
meétal a déposer, les atomgsi passent en phase gaz¢ atteignent lesubstrat sur lequel ils

condensent.

Cloche a vide
P =107 mbar

Substrat de verre Masque

Vapeur, - -

Creuset . Metal
4 déposer
I(A)

Pompage

Figure 2.7 :Schéma de fonctionnement dthermaévaporateur qui permet de réaliser des ds

physiques en phase vapeur

La Figure 2.7décrit le principe d’'une installation d’évaporatipar sublimation thermique, ¢

thermoévaporation.
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Un vide suffisant dans I'enceinte (fG& 10°Pa) garantit un dépodt de bonne qualité car le libre
parcours moyen des particules est suffisant paurgermettre de se déposer sur le substrat. Les
particules se lient au substrat par affinité chimigprincipalement avec I'oxygéne. Les verres et la
silice ont beaucoup de sites d’accrochage, c'asgpoi ils sont préférentiellement utilisés.

Au niveau de linterface substrat/film mince, lesmieres couches d'atomes forment un matériau
composite : alliage dans le cas du dépét d'un nmeétalun autre métal, ou oxyde dans le cas du
dépdt d’'un métal sur un substrat verre ou céramid@le composite participe grandement a
'adhérence de la couche sur le substrat. Aingipdér un film mince d'un métal qui ne s'oxyde pas
facilement, comme l'or, requiert le dép6t d'unerpeee couche mince d'adhésion en titane, chrome
ou nickel (1-5 nm) puis de la couche principale-200 nm).

Par exemple, un dépbt d'or sera effectué sur y@ard'intermédiaire d’une couche d’accrochage de
chrome. Le chrome adhére au verre par I'interméslide la formation d’'une couche d’oxyde de
chrome, alors que I'or adhere au chrome gracdanaation d’'un alliage chrome-or.

Pourquoi l'or est il le standard?

Principalement pour deux raisons :

¢ [|'or forme de bonnes SAMs

» C'est historiquement le support le plus étudié

En fait, pour de nombreuses applications, I'or moume pas étre le meilleur support, mais il

possede cing caractéristiques qui font que c'ebburchoix de substrat pour I'étude des SAMSs :

» l'or est facile a obtenir, a la fois comme un fitnnce et en tant que colloide. Il est simple
de préparer des films minces d'or par PVD, puleéos cathodique, ou par
électrodéposition.

* il est facile a déposer sous forme d'un motif vopar une combinaison d'outils de
lithographie ou par gravures chimiques.

e C'est un métal inerte: il ne s'oxyde pas a des deatyires au-dessous de son point de fusion,
il ne réagit pas avec l'oxygéne atmosphériquee itéagit pas avec la plupart des produits
chimiques. Ces propriétés permettent de manipales des conditions atmosphériques. L'or
lie les thiols avec une affinité élevéet puisque les thiols ont une forte affinité pborr, ils
peuvent également déplacer facilement des matéadsorbés sur la surface.

* les films minces d'or sont des substrats utilis@s pin certain nombre de spectroscopies et

techniques d'analyse comme la microbalance a latdistquartz (QCM).
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» l'or est compatible avec l'analyse de divers amalyles molécules peuvent y adhérer sans
craindre de toxicité. Les SAMs formées a partirthi@ls sur I'or sont stables pour des

périodes allant de quelques jours a plusieurs sesdvoir section 8.4).

D'autres matériaux offrent des propriétés simifgiraais les propriétés des SAMs formées sur ces
matériaux ont été moins étudiées que sur |'or.substrats de SAMs d'alkanethiols les plus étudiés
apres l'or sont le cuivre et l'argent, mais ilsygient au contact de I'air et I'argent est toxigaar
certaines molécules biologique$? ®*Seul le palladium semble pouvoir étre une altéraai I'or
dans ce domaine, il est biocompatible et s'oxydecittment a température ambiante. C'est une

bonne alternative pour certaines applicationd,etiméme meilleur que I'or pour d'autres.

3.1.2 Méthode d'élaboration de la SAM

Le protocole classique de préparation des SAM$@ut'argent, le palladium, le mercure, ou autre,
consiste a immerger un substrat fraichement prémangettoyé dans une solution de thiols (1-10
mM) a température ambiante. L'immersion peut ddeequelques minutes a quelques heures, un
bon recouvrement par l'adsorbat est obtenu rapideiftiee quelgues millisecondes a quelques
minutes) a partir de solutions millimolaires, midifluence du temps d'immersion reste encore mal
connue. Globalement, cette procédure permet deetlaes interfaces organiques bien organisées
et reproductibles. Néanmoins, des études ont parite permis de I'optimiser afin de minimiser les
défauts dans les SAMs et d'optimiser l'ordre dasssystéme¥. Il existe notamment un certain
nombre de facteurs expérimentaux qui peuvent affdet structure de la SAM et sa vitesse de
formation:

Le solvant L'éthanol est le solvant le plus largement @dilmur la préparation de SAM. Mais le
taux de recouvrement maximum et la mouillabilités d@AMs formées a partir de solutions
d'alkanethiols dans d'autres solvants (tétrahydaofie, le diméthylformamide, I'acétonitrile,
cyclooctane, toluéne, dichlorométhane...) ne varpag sensiblement de ceux qui sont formés a
partir de solutions éthanoliqués.

La température. Les SAMs peuvent parfaitement se former a teniperaambiante, cependant,
utiliser des températures supérieures permet dam@€éla cinétique de formation et de réduire le
nombre de défaufS: ® De plus, des températures élevées peuvent aiderféarmation de la
monocouche, en aidant par exemple la surface datratild désorber les impuretés présentes, ou en
apportant de I'énergie au systeme afin de frarddsrbarrieres d'activation de processus tels que la
réorganisation ou le réarrangement des chainealizgéle I'adsorbat.

La concentration et le temps d'immersion Ces deux paramétres sont inversement proporf&nne
de faibles concentrations de thiols en solutiomaemgent le temps d'immersion nécessHir¥.La

plupart des études suggerent que les propriétéemeyg des SAMs formées a partir de solutions
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d'alkanethiols milli-molaire (mouillabilité, tauxedrecouvrement,...) ne changent pas de facon
significative au dela de 12-18 h d'immersion. Dieslés menées au laboratoire tendraient a montrer
gue plus le temps d'immersion augmente, plus lallptipn de thiols disulfures adsorbés serait
importante vis-a-vis des especes monosulfures.

La teneur en oxygene de la solutianll y a peu de connaissances sur les effets guggene
présent dans la solution peut avoir sur la viteesBrmation et la structure des SAMs. Des données
empiriques indiquent que le dégazage du solvart anegaz inerte avant de préparer la solution de
thiols et le maintien d'une atmosphére inerte swolution dimmersion améliore la reproductibilité
des propriétés de la SAM®® Toutes les monocouches sont réalisées en bouata gfin d'éviter
des interférences possibles avec l'oxygéne ou l'eau

La propreté de substrat Les substrats conservés a laire libre adsordemrses molécules
présentent dans le milieu ambiant. La formation $i&Ms sur de tels substrats est essentiellement
gouvernée par un processus d'échange: les thiplacgéit du substrat les différents matériaux
adsorbés et se fixent a leur place. La fixationttleds demande donc en premier lieu la désorption
des contaminants et des impuretés et leur viteesdédorption affecte alors la cinétique de la
formation de la SAM.

Pour obtenir des SAMs aux propriétés reproductjidsssubstrats doivent avoir été préparés moins
d'une heure avant lI'immersion dans la solutionhil@st ou avoir été nettoyés avec des solutions

fortement oxydantes (mélange$0,:H,0,).

3.2 Modification de surface

En pratique, la surface de départ est une lamelleedre qui va étre successivement recouverte
d'une couche mince d'or puis de la monocouche @garauto-assemblée. En vue de caractériser
les monocouches formées par électrochimie, deusstyge substrats de formes différentes seront
préparés et immergés en parallele dans la soldaé@ithiols. Des lamelles de verres carrés qui
serviront de surfaces de dépot pour la spectroendérimasse et des lamelles de verre rectangulaires

qui serviront d'électrodes de travail lors de leacterisation électrochimique de la monocouche.

3.2.1 Préparation du substrat (Dépot de la couche d’or)

Apres avoir successivement étés rincés a l'edacétdne et a I'éthanol, les substrats sont pkages
un masque qui permet d'obtenir des surfaces d'gédmétrie désirée et adaptée a leur utilisation
(Figure 2.8). Par exemple, les surfaces d'or dessira une utilisation en spectrométrie de masse
sont dessinées de facon a correspondre parfaiteamngrpuits de la plaque MALDI, de méme que
les surfaces utilisées en voltampérométrie cycligoat adaptées a une utilisation en cellule

électrochimique.
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Figure 2.8 : Photo des différentes surfaces d'disées, a gauche, la plaque adaptée a une
utilisation en DIAMS-MS et a droite celle prévuaipta voltampérométrie cyclique.

L'ensemble masque plus plaques de verre est inskatls I'appareil de dépot PVD (Figure 2.7) face
aux deux creusets en tungsténe contenants l'uhrdme et l'autre de l'or. Ensuite, le chrome puis
l'or sont chauffés sous vide et évaporés. La neatédaporée par effet joule est recueilli par
condensation sur les surfaces a recouvrir jusct@na une épaisseur de 5 nm de chrome puis de
50 nm d'or.

Les substrats sont ramenés a I'atmosphere ambiemmé&diatement réintroduits en boite & gants et
manipulés sous atmosphere inerte (ArgosQ K 2 ppm et @< 2 ppm).

3.2.2 Elaboration de la SAM

Les substrats fraichement préparés sont immergédape 48 heures dans une solution de thiols a
déposer dans du dichlorométhane 1 Mm (Figure Z.8ite étape permet la fixation des molécules
d'adsorbat sur la surface et la formation de lagnouache. L'immersion est réalisée en boite a gants
et & température ambiante pour garantir une reptibilité maximale des expériences ultérieures.

Au terme des deux jours d'immersion, les plaquesirdees aux expériences de spectrométrie de
masse, appelées plagues DIAMS et les électrodiss cestinées a I'électrochimie, sont sorties de

la solution, rincées au dichlorométhane puis sardatérisées.
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Boite a gants
H;0 <2 ppmet O, <2 ppm
Or

Immersmn Adsorption Organisation

[ Y L2 [ i
Ltmk»_J (Y i}

Figure 2.9: Schéma de principe repientant I'étape de recouvrement de la surface daorgs

molécules d'adsorbat.

3.2.3 Modification de la cible MALDI pour travailler en D IAMS -MS.

Les plagues DIAMS sont sorties de la boite a gaimsgées avec du dichlorométhane propr
directement collées swne cible MALDI classique, dans notre cas undecBrucker Scout 38«
avec de la colle forte (Figurel®). Le fonctionnement de I'appareil prévoit qu'unthaatentiel soi
appligué sur la cible MALDI, pour que la conductismit assurée entre la ci et I'or de la plaque
DIAMS, une pate conductrice de carbone est dépsgeée bord de la plague DIAMS, a che
entre la cible et la surface d'or.

Figure 2.10 :Photo de la plague DIAMS collée sur la cible MAL

La cible avec les plaques DIAMS cols a sa surface est mise sous viiesi, la colle et la pate
conductrice dégazent une premiere fois, ce quitdra le temps de pompage supplémentaire
apparaitrait lors de la premiere insertion de ldecdans le spectromet

3.3 Contrble de la modification de surface
Pour s'assurer de la qualité des monocouches, slgssystématiquement caractérisees par

électrochimique.
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3.3.1 Mesures par les méthodes électrochimiques

L'électroactivité des monocouches permet une aaation simple du matériau par
voltampérométrie cyclique. Cette technique estdiah tres facile & mettre en ceuvre.

Dans un premier temps, elle permet de s'assureleguaolécules soient bien fixées sur le substrat,
en effet, les comportements électrochimiques d'mmmécule en solution et d'une molécule
immobilisée ou adsorbée sur une électrode sondiffésents. Ensuite elle apporte des informations

en termes d'organisation, de stabilité et d'estimate taux de recouvremeit)(

3.3.1.1 La voltampérométrie cyclique :

La voltampérométrie cyclique est une techniquetéehimique basée sur I'application d'une rampe
de potentiel entre une électrode de travail etéleetrode de référence.

Alors que le potentiel appliqué est balayé avec vitesse constante, en mV,sla réponse en
courant est mesurée entre I'électrode de référename contre-électrode. La courbe intensité-
potentiel en résultant est appelée voltampérogramme

Classiquement, I'enregistrement des voltampérogesmest réalisé sur un ou plusieurs cycles de
potentiel, c'est-a-dire que le potentiel est baldyé@e valeur Y a une valeur ¥ puis dans l'autre
sens pour revenir a un potentiel. \&i au cours de ce cycle, une des espéces eladdlteint son

potentiel d'oxydation ou de réduction alors ellbisune réaction d'oxydoréduction :
Ox+nez Rel (2.1)

De plus si cette réaction est réversible, aloispéee revient a son état initial lors du balayage
retour.

La voltampérométrie cyclique peut aussi bien étilgsée pour I'étude d'espéces en solutions que
d'espéces immobilisées sur surface.

Dans le cas d'une réaction d'oxydoréduction entisolula réaction est accompagnée d'un

déplacement des espéces électroactives qui peuwtéibué a trois phénomeénes différents :

» la migration : déplacement des ions sous I'effetldamp électrique ;

» la diffusion : déplacement de matiere par diffusi@s régions les plus concentrées vers les
régions les moins concentrées. La réaction éldutroque modifie les concentrations en
especes actives au voisinage de I'électrode etdmée de la diffusion;

* la convection : déplacement de matiére principafgnpar agitation mécanique de la

solution.

En réalité, un électrolyte support est ajouté solation et permet d'en augmenter la conductivite,

d'y assurer le transport de charges et de minirtaserigration des espéces électroactives. De plus,
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si la solution n'est pas agitée,danvection est négligeable let transport de matiere des espe
électroactives se fait uniquement diffusion. Dans ce cas, la zomeitour de I'électrode dal
laguelle sesont établis les gradients de concentration flux de diffusion,est appelée couche de
diffusion.

En voltampérométrie cyclique classique, la distaectre I'électrode de travail la paroi de la
cellule est trés supérieudecette couche de diffusion, le régime de diffusehdonc appelé régin
de diffusion seminfini. Le voltampérogramme observé a une alluratdable a celle présentée :
la Figure 2.11A, caractéristique d'le réaction d'oxydoréduction réversible en solutietr

caractériseé par :

e une corrélation linéaire entre les valeurs de ausrde pic d'oxydation et de réductior
v la racine carré de ldtesse d balayage du potentiel;
e un potentiel de pic d'oxydon supérieur au potentiel de pic de réduc

* pour un systeme rapide, I'écart entre ces dewnpeteest : |,,— B = 56,5/n mV a 25°C.

A : en solution B : immobilisé sur une surface

— 100 mV/s — 100 mV/s

02 03 04 05 06 07 038 02 03 04 05 06 07 038
E/V E/V

Figure 2.11 :Allures des voltampérogrammes attenc pour une molécule en solutiA : soit en
conditions de diffusion serifinie et pour un systéme ou les molécules sor adsorbées, soit

sous forme de couche mince B

Le cas de la réaction d'une molécule immobiliséesstface est analogue a une réaction en cc
mince (lorsque la réaction est confinées un petit volume proche diélectrod: de travail). Dans

ces conditions, le voltammogramme typiqguement ab{Figure 2.11B) est caractérisé pe

« Un courant de pic,lde la vague voltampéromeétrigproportionnel da vitesse de balayage
du potentiel;

* Des pis d'oxydation et de réduction symétriq
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D'autre part, un calcul simple permet d'estimetal& de recouvremerit de la surface, ce qui
correspond au nombre de molécules électroactixésdipar unité de surface, grace a la relation :
I' =Q/nFS
avec :
Q : aire sous le pic anodique ou cathodique cequespond a la quantité de courant
échangé pour oxyder ou réduire la totalité des outds de la monocouche.
n : nombre d'électrons qui interviennent dans datién d'oxydoréduction.
F : constante de Faraday (F = 96 484,6 Clinol

S : surface de I'électrode

3.3.1.2 Caractérisation des plaques DIAMS.

La sélection d'un dérivé du bithiophéne comme clommre a autant été motivée pour son
coefficient d'extinction molaire a 337nm que poes propriétés électrochimiques, a savoir, sa
premiere oxydation totalement réversible. Cettenidee propriété permet la caractérisation de la
monocouche par voltampérométrie cyclique et dereendmpte de la stabilité et de I'organisation
de la SAM ainsi que du taux de recouvrement deuldiase®’ Le motif électroactif soufre-
bithiophéne-soufre peut s'oxyder deux fois (Figufe). Le potentiel de demi-vague de la premiére
oxydation, parfaitement réversible, se situe @ £+ 0.49V par rapport au couple Fc/Fdu

ferrocéne’?

— 100 mV/s

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/Vvs Fc'/Fc
Figure 2.12 : Voltampérogramme cyclique des deguea d'oxydation de la molécule d'adsorbat
en solution.

La vérification par voltampérométrie cyclique desnmacouches formées lors l'immersion dans la
solution de thiols est réalisée en boite a gantaédiatement aprés avoir sorti les plaques DIAMS

et les électrodes. Les mesures sont réaliséesuavpotentiostat EGG PAR 273A, en immergeant
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les électrodes dans une solution 0,1 mc d'électrolyte supportde tetrabutylammonium
hexafluorophosphate (BNPF;) dans le dichlorométhane. La mesure requierfiation de trois
électrodes différentes :

* une contreélectrode plate en acier inoxyde

* un fil d'argent comme électrode de réefére

* une électrode de travail en or pour lenc et les électrodes recouvertes de la monocouc
préparées en méme temps que les plagues DIAMS ulbrsjagit de contréler |

monocouche formée.

Les monocouches sont systématiquement caractéasaesd'utiliser les plaques DIAN
Les voltampérogrames de la premiere oxydation sont enregistrés ptusieurs vitesses (

balayage du potentiel (Figurel3).

400 -

300 +

| <
=
— 200
L]
— 0.1Vs 100
—— 05Vs
— 1.0Vs”
— 20Vs
T T T T 0 T T T T T
0.0 0.2 0.4 06 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
-1
E (V vs Fc'/Fc) v (mV.s™)

Figure 2.13 :Voltampérogramme cyclique de monocouche adsorbée sume électrode d’or pour
plusieurs vitesses de balayage et évolulinéaire de l'intensité du pic d'oxydation en fonction

ces vitesses.

La réponse électrochimique de la SAM atteste deribbilisation du systéme redox a la surfact

I'électrode d'or :

* L'intensité de pic évolue linéairement avec lasstede balayage dutentiel.

» Les potentiels de pic sont égaux en oxydation eéduaction

D'autre part, il est possible de calculer le taexrdcouvrement et d'évaluer la stabilité di

monocouche a faible vitesse de balay
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La surface sur laquelle est déposée la monocolsthéee0.2 crhet la réaction d'oxydoréduction
utilisée est mono-électronique, il a donc été pubssia partir de l'aire sous les pics

d'oxydoréduction, de calculer les taux de recouergnclassiquement de l'ordre de 24fol.cmi
2

3.3.2 Imagerie de surface par Microscopie a Force Atomige (AFM)

La microscopie a force atomique (AFM) est une tepie qui permet de visualiser la topographie
de la surface d'un échantillon, elle est basédasmresure de l'interaction entre la surface a étudi
et une pointe trés fine fixée a I'extrémité d'ussoet-lame. Au fur et a mesure que la pointe balaie
I'échantillon, le relief de la surface induit urlexfon plus ou moins importante de la lame. La
mesure de cette déformation permet de tracer Iid geola surface, cette mesure s’effectue le plus
souvent a partir de la déviation d’un faisceau hemi réfléchi sur la lame. Ensuite, la juxtapositio
de plusieurs profils permet de reconstituer unegerde la surface.

Pour avoir une idée de la topographie de la surfseplaques DIAMS, I'évolution de I'état de
surface des plaques au cours de leur élaboratiosuege par AFM en réalisant des images d'une

plague DIAMS, mais aussi de la lamelle de verrepuis recouverte d'or (Figure 2.14).

4 o RGN, F T s AL L R ¢ TV AT

." .4‘

780nm
R AR

EASEE

r!

 Lamelle de verre “ Plague DIAMS

Figure 2.14 : Topographie de la lamelle de verre mecouverte d'or et de la plaque DIAMS par

microscopie a force atomique.

Ces images ainsi que I'étude des trois profilsuffei®.15) montrent que la surface de la lamelle de

verre, rugueuse, est lissée lors du dépot de leheod'or. Ainsi la surface sur laquelle sera fikée
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monocouche est homogéne et il apparait d'ail qu'apres recouvrement par la SAM, ci

homogénéité de surface eshservé.

)
\.l'l | I‘lyll\

il ‘l‘ﬂl‘ \'\U.‘ I
4 I"l ‘l y ‘I iy

!

Figure 2.15 : profilsde la surface de la lamelle de verre nue (A), reeote d'or (B) et de la plaqgt
DIAMS (C) par AFM.

4 Etudes de Faisabilité de la méthode DIAMS/TOI

Il a été montré par la voltampérométrie et la necopie a forceatomique que les monocouct
formées sont stables et homogenes. La plaque Difditplie toutes les caractérisues requises

pour étre utiliséeomme support a la désorption ionisation [
4.1 Exemples de composeés étudiés en DIAMMS.

4.1.1 Deépot des échantillonsur les plaques DIAMS

La méthode de dépbt avec la technique DIAMS estlainm a la méthode de la goutte séc
utilisée en MALDI. L'échantillon en solution, claggement une goutte de la solution d'échanti
(sans matce) de 0,5 a 1 L, est dép sur la surface modifiée au niveau d'une positionsibolLe
solvant est évaporé a l'air libre et les molécdissoutes formerun dépo6t solide a la surface de
plaque DIAMS.

4.1.2 Exemple de composés étudiés en DIAN-MS
Afin de mettre en évidence le potel de la technique, un large pamitchantillon a été étudié en
DIAMS, comprenant desomposeés aussi difféerents que des peptides, dits polymeres, des

acides grasdes alcaloides mais aussi des, utilisés plus loin pour des études énergéti.®®"°

4.1.2.1 PEG

Dans un premier temp$étude de polyéthylénes glycols permet d'obtemirspectre de mas
guasimentvierge d'ions parasites dans les bas I1Figure 2.16)Dans ce casla cationisation par
les ions sodium et potassium Esgement majoritae.
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Figure 2.16: Spectre de masse DIAI-MS d'un polyéthyléne glycol 600, les deux distrdns
correspondent augationisation par les ions sodium et potassiymode réflecteur positif; lase

65%; 100 accumulations]

La présence d'un ion parasite m42 est remarquable, cet ion est tres souvent présenes
spectres de masse DIAMS et il a été attribué didation abondante deetrabutylammonium
hexafluorophosphate (Figurel?) dans la boite a gants ou sont fabriquées les SAMsreme se

de fond en voltampérométripii donne l'ionetrabutylammoniunde masse 2.

Figure 2.17 :Structure duetrabutylammonium hexafluorophospt

4.1.2.2 Peptides
Plusieurs peptides ont été étudiés par la technigfAMS. Notammentun meélange de petits
peptides (Figure 2.18) gapparaissent sous leurs formes cation, exceptépour le peptide C qui

est uniguement présent sous sa forme prot
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Figure 2.18 : Spectre de mad3kAMS-MS d'un mélange de quatre peptidess eau/acétonitri :
A: AFALVG-NH, B: GVLFAV/-NH,, C: LAVGIAR-NH et D: FPALVPINH, (1 pmol de chaque
déposée)mode réflecteur positif; laser 50%; 100 accumubais]

Ce comportement est tres certainemel a la présence d'un acide aminé basique, l'argieimé-
terminal du peptide C, quavoriserait a protonation.

D'autres peptides plus classiques ont atté étudiés comme l'angiotensithela gramicidine A, la
leudne enképhaline et la substa P (Figure 2.19)Ce spectre met en évidence la présence de
nouveaux ions parasites n827 et m/z 41: certainement desspéces catiisées au sodium et au

potassium du méme contamin:
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Figure 2.19: Spectre de masse DIAI-MS d'un mélange de quatre peptides : les pics 1046 et

m/z1347 sont respectivement les formes protonéeangiotensine Il et de la substance P,
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578 et m/z 1904 sont des adduits au sodium deitinie enképhaline et de la gramicidine, enfin
m/z 594 correspond a la forme adduite au potassiana leucine enképhaline. [mode linéaire

positif; laser 45%; 500 accumulations]

L'hypothese précédente qui suggere que la protonalts peptides est favorisée lorsque ceux-ci
possedent des acides aminés basiques se vérifienigffet les peptides comme I'angiotensine 1l et
la substance P, qui contiennent tous deux dessaaid@és basiques comme l'arginine ou la lysine,
apparaissent sous forme protonée. En revancheutink enképhaline et la gramicidine A, qui ne
présentent pas ce type d'acide aminé, figurentesspectre de masse sous forme d'adduits au
sodium et au potassium.

L'ordre des acides aminés qui composent I'angimtens$ (voir Schéma 5) a la particularité de
favoriser une fragmentation du peptide en(voir Schéma 6). Cette fragmentation appelée,
fragmentation sélective, est initiée par la présedicn acide aminé acide dans une position N-
terminale qui n'est pas protonée étant donnée ésemce de résidus basiques au sein de la
séquence. La présence d’acides aminés basiquesectarginine et I'histidine tendent en effet a
retenir le proton au niveau des chaines latérada déquence peptidique et les fragments chargés
observés sont liés a la perte de la partie N-tealmidu peptide. Dans le cas de I'angiotensine Il
(DRVYIHPF), la présence d'aspartate, d'arginined&istidine, favorisent la perte de l'acide

aspartique et donc l'apparition de l'ion fragmemt/2931.

o)
|
C——N——CH—C——OH
9 CH,
[ [ [ [ - |
H,N—CH—C—N——CH—C—N——CH—C—N——CH—C—N——CH—C——N——CH—C—N
| |

CH, (::H2 CH—CH, CH, c|:H—CH3 CH,

c=—o0 CH, CH3 CHz

| | | N

OH Chy Chs \
NH

C=——NH, OH

Schéma 5 : Formule développée de I'angiotensipedionée (m/z 1046)
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Schéma 6 : Formule développée de lign(nM/z 931) issu de la fragmentation de I'angioteasi

protonée.

Une étude comparative a d’ailleurs été réalisée sufet. Les spectres de masse de I'angiotensine Il
ont été obtenus par DIAMS et LDI sur or pour desn@€ conditions d’échantillonnage et d’énergie
laser. Une différence de comportement a été obseBlte est illustrée par la Figure 2.20. Un taux
de fragmentation plus important apparait lors dadlyse par LDI sur or. Les résolutions des pics
sont également différentes si on compare les deuectes. Les fragmentations semblent
métastables en DIAMS et prompt en LDI sur or. Cdifeérence de comportement est a relier a
'énergie interne des ions émis. Le taux de fragaten plus faible et la présence d’ions
meétastables est forcément une conséquence deskenpeede la monocouche puisque c'est le seul
parametre qui différencie les deux méthodes. Il lderait alors que |'énergie transmise a
I'échantillon lors de la désorption/ionisation gaits faible en DIAMS qu'en LDI. Cette observation

suscite d'elle-méme une interrogation quant a éntji¢ d'énergie transmise a I'échantillon pour ces
deux méthodes.
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Figure 2.20 : Spectres de masse DIAMS et LDI awi@ensine Il obtenus dans les méme

conditions. [mode linéaire positif; laser 40%; 2806cumulations]

4.1.2.3 Alcaloides

Une des applications potentielles de la méthodeMBAserait I'analyse d'extraits végétaux, dans ce
cas son avantage est qu'elle permettrait d'anatlysatement une fraction extraite sans passer par
des techniques de séparation chromatographique.

Entre autre, I'étude d'un extrait végétal recamstinontre que la méthode permet la détection des

alcaloides.
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Figure 2.20 : Spectre de masse DIAMS-MS d'un méldtajcaloides, reconstitution d'une fraction
extraite de Thalictrum flavum. Les pics B, C etdirespondent respectivement aux [M+Hje la
thalicbérine, thaligosidine et thalfoetidine, leegh correspond a un ion préformé de la berbérine

[mode linéaire positif; laser 50%; 500 accumulatspn

Hormis, la berbérine, qui est un ion préformé, tedres alcaloides apparaissent sous forme
protonée. Le spectre présente de nombreux auttes gartains sont identifies comme issus de la
fragmentation (identifiés par un * sur la Figur@@®.des ions parents B, C et D dont la structure es
présentée ci-dessous et qui présentent classiquemme® premiere fragmentation en a),

éventuellement suivie d'une rupture simple eff b).

OMe [/ MeO
(0]
/ R1 R2

wane a)
O
OH
Figure 2.21 : Structure des alcaloides : B : thhkcine (R1 = OMe, R2 = H), C : thaligosidine
(R1 = OH, R = OMe) et D : thalfoetidine (R1 = R2GMe).

4.1.2.4 Acides gras
L’étude d’'un mélange d'acides gras a permis l'olz@n des especes déprotonées [M-éi]de

montre la compatibilité de la méthode avec le mibeldétection des ions négatifs.
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Figure 2.22 : Spectre de masse DIAMS-MS en modatihdiun mélange d'acides gras, les pics a
m/z 227, m/z 255, m/z 283, m/z 311, m/z 339 &6¥/zorrespondent respectivement aux [M = H]
des acides tetradécanoique, hexadécanoique, octadiie, eicosanoique, docosanoique and

tetracosanoique (5 pmol déposé par analyte).

Cet ensemble d'analyses préliminaires confirmajggudes de la méthode DIAMS, cette derniere
permet en effet I'analyse d'une grande variété diéaules, tout en montrant une quantité limitée

d'ions parasites dans les bas rapports m/z, garésente un réel avantage par rapport au MALDI.

5 Etude statistique pour évaluer la répétabilité et &4 reproductibilité de la
méthode DIAMS/TOF

L'efficacité de la méthode DIAMS a été montrée dignsadre de différentes analyses, le but est
maintenant d'étudier sa robustesse.

La robustesse d'une méthode se définie comme sibdepa donner des résultats constants malgré
les variations qui peuvent intervenir dans lesédéhts parameétres expérimentaux (températures,
pressions, humidité, échantillons, appareillage...)

Ce type d'étude se base sur I'observation etrfiri@tion de la dispersion des résultats lorsade |
répétition d'une expérience. Elle permet de détgnmia variance de la méthode et d'adjoindre un
intervalle de confiance aux résultats que cellimginira. D'autre part, dans des conditions données
une méme étude appliquée a différentes méthodepatonettre de comparer leur fiabilité.
Classiquement, une étude de robustesse comportesdgas d'analyses menées :
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* en condition de répétabilité : les mesures sorliséss en utilisant la méme méthode, sur
des échantillons identiques, dans le méme laboeatpar le méme opérateur et avec le
méme matériel;

* en condition de reproductibilité : les mesures géatisées en utilisant la méme méthode,
sur des échantillons identiques mais dans différiaiioratoires, avec différents opérateurs

et un matériel différent.

Ces deux situations représentent les cas extrémsgue pour la répétabilité tous les paramétres
sont constants, alors que pour la reproductibiliséyarient tous, excepté le protocole utilisdest

échantillons de référence.

5.1 Méthode et Expérience

Dans le cas présent, I'étude vise a évaluer lastebse de la technique DIAMS, pour cela, la
marche a suivre consiste a répéter plusieurs feismméme analyse et a comparer les spectres de
masse obtenus.

Pour permettre une analyse statistique des résuitdaut identifier une grandeur mesurable qui
traduise la morphologie du spectre, deux principeamdidats se présentent : l'intensité des pics
d'intérét ou leur aire. Le choix s'est porté datdhsité des pics en question car le calcul des ai
par le logiciel d'acquisition est trop souvent imeot, de plus, comme c'est l'allure du spectre qui
importe, les intensités relevées sont normaliséesda s'affranchir de lirrégularité des valeurs
brutes.

D'autre part, il est possible de comparer la m&tDERAMS a des méthodes de référence comme le
MALDI, puisque c'est la technique phare de la désam/ionisation laser, ou la LDI classique, qui,
en méme temps d'étre la premiere technique LDla@ssi la premiere technique sans matrice, en
effectuant les mémes séries de mesures avec iésedies méthodes.

La technique DIAMS est destinée a analyser des culdé de rapports m/z variables, son
évaluation doit donc porter sur une gamme de mafgsa@le verifier que la fidélité ne dépende pas
du rapport m/z. L'échantillon de référence est anep de 5 glycérides de masses inférieures au
kilodalton : un monoglycéride (1-Monopalmitoleogerglycerol), deux diglycérides (1,3-
dipalmitoyl-glycerol, 1,3-distearate-glycerol) eteuk triglycérides (glyceryl tritridecanoate,
tripalmitin).

Pour évaluer la méthode DIAMS, nous fixons les amks suivantes :

» Toutes les plaques utilisées sont préparées eargui¥ protocole décrit précédemment et
testées par électrochimie.
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» Les spectres de masse sont tous enregistrés damaélmes conditions en utilisant un
programme d'acquisition automatique pour limiterdereurs systématiques.

* Une normalisation des valeurs mesurées est établie.

» Une solution standard de glycérides est directerdépbsée sur la plaque DIAMS, sur une

plaque d'or ou en MALDI.

Pour les besoins de I'étude de robustesse, lecoptetal’'obtention des spectres de masse a été

rigoureusement défini.

5.1.1 Préparation des déepots

La solution de référence est préparée de facomtemio 2.1F g.L'* de chaque glycérides dissous
dans un mélange chloroforme/méthanol : 2/1, aing des solutions de matrice DHB (acide
dihydroxybenzoique) & 20 gl utilisée en MALDI et d'iodure de sodium (Nal) &.I* qui sert
d'agent cationisant

Pour les analyses en MALDI, la solution de stanslatla solution de DHB sont mélangées en
respectant un rapport volume/volume : 1/1, de m&uand cela sera nécessaire, I'iodure de sodium
sera ajouté en mélangeant la solution standard &olation de Nal suivant un rapport
volume/volume : 10/1.

Tous les dépodts sont réalisés par la méthode dgeude séchée, une goutte, de 0.5 pL pour le

DIAMS et le LDI et de 1 pL pour le MALDI, est dégmssur le substrat puis évaporée a l'aire libre.

5.1.2 Conditions de lI'analyse

Les mesures sont réalisées sur le spectrometreadsena temps de vol Biflex Il qui dispose d'une

option d'acquisition automatique de spectres. Silisation permet une sélection des spectres

enregistrés en fonction de leur résolution et ¢hpoat signal sur bruit dans une gamme de masse
définie.

Hormis pour la puissance laser, I'ensemble degrggesst enregistré avec les mémes parametres :

» Tensions d'accélération (19 kV et 17.3 kV),

» Délai d'extraction (200 ns),

» Tension d'amplification appliquée au détecteur KVB
» Refocalisassion des ions par le miroir électropte;

» Pas de déflection des ions de basse masse.
Et subissent le méme traitement qui permet d'oblesigrandeurs évaluées :

e Soustraction de la ligne de base,
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* Normalisation des intensités en ne considérantepipics d'intérét.

Selon la technique d'ionisation, deux puissancserlant été utilisées, ~3uJ/pulse (pour 70%
d'atténuation laser) et ~9uJ (pour 30% d'atténnddiser).

5.1.3 Spectres de masse de Glycérides typiquement obtenus
Tout comme en MALDI-TOF?® les glycérides sont facilement détectés en speétrie de
masse DIAMS. Le spectre type résultant de I'andBi#MS-MS du mélange standard utilisé dans
cette étude est reporté dans la Figure 2.23. lnepglycérides apparaissent uniqguement sous forme
d'adduits sodium et potassium.
L'intensité de chacun des dix pics correspondantredsvée et normalisée en fonction de leur
somme, c'est cette intensité normalisée qui senmndsurande pour I'étude de robustesse de la
méthode.
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Figure 2.23 : Spectre de masse DIAMS-MS du méldaggycérides : 1-Monopalmitoleoyl-rac-
glycerol (G, Mw = g.mol)*, 1,3-dipalmitoyl-glycerol (G Mw = 568.93 g.mat), 1,3-distearate-
glycerol (G, Mw = 625.02 g.mal), glyceryl tritridecanoate (G Mw = 681.08 g.mét) et
tripalmitin(Gs, Mw = 807.32 g.métl) [mode linéaire positif; laser 30%; 200 accumutsts]

La comparaison des spectres obtenus en DIAMS, ehIMAt en LDI (Figure 2.24), montre que le
DIAMS permet de minimiser la présence d'ions p&agians la gamme des bas rapports m/z. En
MALDI, les ions qui apparaissent en dessous de 40(r sont généralement associés a des ions
provenant de la matrice utilis€eEn LDI, ils correspondent plutét a des ions forrsége a la

pyrolyse des analytes lors de l'irradiation laser.
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Figure 2.24 : Spectres de masse MALDI et LDI duamg® de glycérides : 1-Monopalmitoleoyl-
rac-glycerol (G, Mw = g.mol)*, 1,3-dipalmitoyl-glycerol (g Mw = 568.93 g.mdl), 1,3-
distearate-glycerol (g Mw = 625.02 g.maf), glyceryl tritridecanoate (G Mw = 681.08 g.ma)
et tripalmitin(Gs, Mw = 807.32 g.mof)

5.1.4 Effet de la puissance laser :

Pour étudier l'influence de la puissance laser &RWM3, les spectres de masse du mélange de
glycérides ont été enregistrés en mode positif difé&rentes valeurs d'atténuation.

Au dessus de 70% d'atténuation, tres peu d'ionspsoduits et le spectre de masse est quasiment
vierge.

L'atténuation seuil est atteinte autour de 70%gquantité d'énergie laser déposée est alors assez
importante pour générer des ions par désorptioisation des molécules d'échantillon. Pour les
glycérides, ce sont principalement des adduits usod{MNa) et potassium (MK qui sont
observeés.

Lorsque I'énergie laser utilisée augmente, des qacactéristiques de la dégradation de la plaque
sont détectés, en effet pour des atténuationsiénfé&s a 30%, des clusters d'or apparaissent sur le
spectre aux m/z 197, m/z 394 et m/z 591.

C'est pourquoi I'étude statistique sur le DIAMS @e®née avec une atténuation de 70%, ce qui

permet d'observer les analytes sans dégrader $¢&ratib

97



Chapitre 2 : Principe, élaboration et faisabiligsla méthode DIAMS

5.2 Larépétabilité

5.2.1 Principe

En général, la répétabilité doit étre évaluée suddmaine d’application de la méthode étudiée.
Dans le cas du DIAMS, elle est observée sur unergade rapports m/z inférieurs au kilo Dalton,
en utilisant cing analytes de masses différentes.

Douze spectres sont enregistrés a partir de dépéatsés sur une méme plaque DIAMS, les
intensités de chaque pic d'intérét sont relevéesoemalisées de fagon a calculer lintensité
normalisée moyenne correspondant a chacune desessgaionisées et les écarts-types associés.
L'écart type sert & mesurer la dispersion d'unrehkede données. Dans le cas présent, |'écart type
et son carré, la variance, sont les meilleurs atdiars de la fidélité des résultats.

Les mémes séries de mesures sont effectuées avewthodes de référence MALDI et LDI afin
d'en comparer la fidélité, principalement liée anarés-types calculés. Ainsi, douze spectres sont
enregistrés en LDI sur une méme plaque d'or etedlauires sur des dépots MALDI identiques.

Ces mesures fournissent donc une intensité nomeatisoyenne et un écart-type par pic d'intérét
pour chaque méthode. Afin de comparer la fidéldéé tfois méthodes, il faut calculer un écart type
global, appelé écart type de répétabilité, qui,rpme méthode donnée, caractérise I'écart type des

résultats sur le domaine observé.

5.2.1.1 Vérification de 'hnomogénéité des écarts-types fmtest de Cochran.

Avant le calcul de I'écart type de répétabilitée wérification de I'homogeénéité des écarts types es
imposée, ce qui est classiguement attesté pastideeCochran.

Par définition, dans une étude ou la fiabilité éuntdiée en k différents points du domaine
d'application par n répétitions d'une méme mederéest de Cochran consiste a comparer les k
ecarts types calculés et permet de déterminepsgisent étre considérés comme égaux.

Transposé a cette étude, ce test permet de vésifies écarts types sur les intensités moyennes de
chacun des pics d'intéréts sont suffisamment psoglo&ir autoriser le calcul de I'écart type de
répétabilité.

Le principe est d'utiliser un indicateur C, calcal@artir des écarts types expérimentaux, et de le
comparer a une valeur tabulée C(k,n) qui dépendoduobre k de pics d'analyte pris en compte, du
nombre n de répétitions de la mesure ainsi queivckan de confiance accordé au résultat qui est
classiquement choisi a 5%.

2
C = hax 2.2)
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Avec snax: I'€cart-type le plus éleve,
s : 'écart type sur l'intensité normalisée moyedué™® pic d'intérét,
k : le nombre de pics d'intérét pris en compte dahsde.
Pour que I'hypothese d’homogénéité des écarts hgssit pas rejetée, il faut que C soit inférieur

ou égal a Gpuge

5.2.1.2 Calcul de I'écart-type de répétabilité.
Si 'homogénéité est attestée, alors le calculedart-type de répétabilité est autorisé :

s = %Zk‘,qz 2.3)

=1

Avec s : I'écart-type de répétabilité,

5 : I'écart type sur l'intensité normalisée moyedag ™ pic d'intérét,

k : le nombre de pics d'intérét pris en compte danhsde.
Pour I'étude actuelle, trois écarts types de régi#é notés respectivementpsavs, S mapr €t $ Lo
pour les méthodes DIAMS, MALDI et LDI, seront obtsnet permettrons la comparaison des

méthodes.

5.2.1.3 Méthode de comparaison des méthodes étudiées.
Lors de la comparaison de I'écart typal'sne méthode a celui & d'une méthode de référence,

deux cas peuvent se présenter :

* S0it $< Sref, alors la méthode présente une fidélité au mairssi bonne que la méthode de
référence ;

* SOit $> S (e, il faut soumettre les écarts types a un testisteeF qui permet de déterminer si
les fidélités des deux méthodes sont équivalentesi da méthode alternative est moins
fidele que la méthode de référence.

Le test de Fisher permet de tester I'égalité de datiances en calculant le rapport de ces
deux variances g=/$s%e: €t en le comparant & une valeur critique issuetdeles de
Fisher-Snedecor en considérant N-k etsdd degrés de liberté, avec k, le nombre
d’échantillons, ici le nombre rapports m/z consideet N, Ny, les nombres totaux de
mesures tous rapports m/z confondus pour, respectnt, la méthode étudiée et la
méthode de référence.

0 si q est inférieur ou égal a la valeur critique rague choisi, il est possible de

conclure que la méthode alternative présente waiédith compatible avec la méthode

de référence ;
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0 sSi g est supérieur a la valeur critique au risqheisi, la fidélité n’est pas

satisfaisante.
5.2.2 Résultats :

5.2.2.1 Etude avec les glycérides seuls

Cette premiere étude de répétabilité, menée teldgeeit en 5.2.1, fournit un ensemble de dix
couples intensité normalisée moyenne/écart type goaque méthode, regroupés dans le Tableau
2.1.

m/z 351| 367| 591 607 64y 663 703 719 829 845

Intensité normalisée moyenme 10 6 9 1.6 6 0.7 33 13 17 5

DIAMS
Ecart type 7 4 3 0.7 2 0.2 5 4 5 2
MALDI Intensité normalisée moyenne 7 4 15 4 11 2.2 27 12 15 4
Ecart type 2 1 2 2 1 0.9 5 5 2 2
LDI Intensité normalisée moyenne 11 10 11 5 6.5/ 2.1 26 14 11 5
Ecart type 2 2 2 2 0.7 0.7 5 4 2 1

Tableau 2.1 : Intensités moyennes normaliséesagtséypes associé, calculés a partir des spectres
de masse du mélange des cing standards glycérides.

Le test de Cochran est appliqué aux trois lots dsumes en utilisant la valeur tabulée C(k,n) avec k
= 10 puisqu'il y a dix pics d'intérét et n = 12 agtord avec le nombre de spectres utilisés pour

calculer les moyennes.

Co,0510,12) 0,23
Coiams 0,33
CwmaLpi 0,36

Cioi 0,43

Tableau 2.2 : Résultats du test de Cochran poutrtés méthodes et valeur critique tabulée

correspondante.

Or, d'apres le Tableau 2.2¢4u¢ €St supérieur a la valeur critique pour les troé&thodes, ce qui
montre que les écarts types ne sont pas homogeénes.

Malgré la non-homogénéité des dispersions sur taailte, il est possible d'indiquer une valeur
d'écart type de répétabilité en adoptant le plasdjécart-type du domaine. L'autre possibilitéerest
d'améliorer la méthode, en ajoutant, par exempte,agent cationisant afin de diminuer les

différences d'écarts types.

5.2.2.2 Effet de la quantité d'iodure de sodium ajoutée
Dans la littérature, plusieurs études suggeretilidation d'un agent cationisant afin d'amélioiger

cationisation des analytes, notamment l'iodureodéusn Nal dans le cas des glycérides.
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L'addition d'iodure de sodium produit |'effet esquié) I'exaltation du signal par l'agent cationisant
est tres nettement observée, il suffit de comparespectre de masse des glycérides obtenu en
présence de Nal, Figure 2.25, et un spectre obdens les mémes conditions mais sans l'agent

cationisant, Figure 2.23.
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Figure 2.25 : Spectre de masse DIAMS-MS du méldaggycérides en présence d'iodure de
sodium. [mode linéaire positif; laser 30%; 200 asuulations]

Une autre conséquence de la présence de l'agantisant se reflete dans le type de cationisation
des analytes qui ne sont plus observés que saug iadduits au sodium.
Afin de déterminer la quantité d'agent cationisgptimale, une étude qui considere I'amélioration

apportée en fonction de la quantité d'iodure déusoc été menée.
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Figure 2.26 : Evolution des intensités moyennestipdaiser des pics correspondants aux adduits
sodium des diglycérides et triglycérides relevéggss spectres de masse DIAMS en fonction de la

concentration d'agent cationisant utilisée.

La Figure 2.26 montre un maximum local d'améliortiu signal pour 7.170g.L™* de Nal dans la
solution déposée, puis une augmentation contind@ntensité & partir de 0.2 gL

Pour une analyse en DIAMS, la concentration comedant au maximum local sera préférée, elle
permet d'améliorer significativement l'intensité dignal tout en restant dans des quantités

respectables d'agent cationisant.

5.2.2.3 Etude avec un ajout d'agent cationisant

Une série de mesures supplémentaire par méthadegsaltion est réalisée en ajoutant de liodure
de sodium a la solution de glycérides utilisée.plkes, le monoglyceéride est sorti de I'étude car les
valeurs associées sont trop souvent faussées a dauda proximité d'ions parasites en MALDI et
en LDI.

m/z 591 647 703 829
Intensité normalisée moyenne 12 9 48 31
DIAMS
Ecart type 3 2 4 4
Intensité normalisée moyenne 22 15 35 12
MALDI
Ecart type 2 2 2 2
LD Intensité normalisée moyenne 18 10 36 17
Ecart type 2 1 2 1

Tableau 2.3 : Intensités normalisées moyennesagtsetypes pour les expériences avec Nal.
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Les nouveaux résultats sont regroupés dans le dialle8 et 'homogénéité des écart-types est
validée pour les trois méthodes par le test de @ochuisque les GeuissSont tous inférieurs a la

valeur Qabu|ée

C(12,4) 0,49
CDIAMS Nal 0133
CMALDI Nal 0-31

CLDI Nal 0136

Tableau 2.4 : Résultats du test de Cochran poutrtés méthodes lorsque I'agent cationisant est

utilisé et valeur critique tabulée correspondante.

Ces conditions autorisent le calcul des écartsstgeerépétabilité selon I'équation (2.4). L'écgoet

de répétabilité du DIAMS est supérieur a ceux dulldRhet de la LDI, il faut donc étudier le ratio

0 = $°piams/ S°MALDI -

S DIAMS 3,64
S MALDI 2,21
S Ll 1,47

Tableau 2.5 : Ecarts types de répétabilité calcylésr les trois méthodes.

Le ratio q = € piams/ S mapl €st alors comparé & la valeur critique de Fislmed8cor au risque
1%.associée a cette comparaison. Cette dernieretestivée en considérant 44 degrés de liberté
pour les deux études, puisque dans ce cas, Nr=Mx12 mesures effectuées pour chacun des cas
et k = 4 rapports m/z différents
Fo.01(44;44) = 2,03.

q = $°piams/ S maor = 1,65
Le ratio des variances est inférieur a la valeiligqae ce qui permet de conclure que la fidélitdade
méthode DIAMS est du méme ordre que celle de |hoadé&t MALDI.

5.3 La reproductibilité

5.3.1 Principe

Une étude de reproductibilité a proprement parl@plique la participation de plusieurs
laboratoires, chacun recoit un ou plusieurs échamsi sur lesquels sont répétées plusieurs fois les
mémes mesures en respectant un méme protocole. ddai®tudes, généralement lourdes et
colteuses, peuvent, dans un premier temps, étrplaedes par des études plus abordables de
reproductibilité interne.

La reproductibilité interne consiste a remplacerfdeteur laboratoire par un autre et a répéter

plusieurs fois une méme série de mesures en jeuarte dernier. Par exemple, acquérir les séries
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de mesures sur différentes plaques DIAMS permetbliér la robustesse de la méthode vis-a-vis

de ce paramétre.

5.3.1.1 Acquisition des données :

Ainsi, quatre groupes de douze mesures sont obtepastir de dépbts réalisés sur quatre plagues
DIAMS différentes. Le protocole d'acquisition dgsestres est homologue a celui utilisé pour
I'étude de répétabilité et les intensités de chamoe'intérét sont relevées et normalisées afin de
calculer l'intensité normalisée moyenne correspondachacune des especes cationisées ainsi que

les écarts-types associés.

5.3.1.2 Analyse de la variance :

Pour attester de la reproductibilité de la métHoteMS, les résultats sont soumis a une analyse de
la variance a un facteur, aussi connu sous le nertest ANOVA pour ANalysis Of VAriance.
Cette derniere étudie par le biais d'un test deeffida compatibilité entre la variabilité interegpe
(liee a une intervention sur le facteur étudié)aewariabilité intra-groupe (variabilité naturelle
n'étant associée a aucune action sur le systenmeretet de déterminer, avec la marge d'erreur
considérée, si les résultats obtenus sur les €iffés plaques appartiennent a la méme population.

En effet, la variance?sest calculée a partir de la somme des carrééadets & la moyenne (SCE) :

n —\2
> (x-X)
=1t - SCE (2.5)
n-1 ddl

N —\2
avec n, |'effectif de I'échantillorE(x - x) , la somme des carrés des écarts a la moyenng & dd
i=1

nombre de degrés de liberté. Cette somme des cdesscarts peut étre décrite comme une

combinaison linéaire :
SCEtotale :SCﬁicteur +SCEesidueII (26)

avec SCEcweus la part imputable au facteur, traduite par laialéan des moyennes par rapport a la

moyenne générale :

SCEuw = (% ¥ 2.7)

j=1

et SCEesiquelle 1@ part non imputable au facteur, qui se tragait les variations internes a chacun

des groupes :
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n,p —

2
SCEésiduelIe: ( )S i )S) (28)
i=1,j=1
avec p, le nombre de séries de mesure.
L'analyse de la variance consiste a comparer aes @mmposantes de la variance en les soumettant

a un test de Fisher. L'utilisation de ce test rems les hypothéses suivantes :

» Ladistribution de la population suit une loi notena

* Les échantillons sont indépendants.

L'hypothese nulle, K correspond au cas ou les distributions suiventnémne loi normale, et
I'nypothese alternative est qu'il existe au moins des distributions dont la moyenne differe des
autres moyennes.

Le rapport g, entre la variance due au facteuridéns, $.ceus et la variance résiduelle’ & iquels

est comparé a une valeur de critique issue desstald Fisher en considérant les degrés de liberté

ddkacteuret ddssiqueeCorrespondant, respectivement, a la variabilitgrigroupe et résiduelle :

% SC Efacteur

q= S?acteur — ddlfacteur — p-1 (2 9)
Srzésidueue SCEésidueIIe SCIE\ésiduelle
dG”résiduelle N - p

avec N, le nombre total de mesures, soit N=n.p

» siq estinférieur ou égal a la valeur critiqueriague choisi, alors les résultats obtenus sur
les difféerentes plaques appartiennent a la mémalaibpn et il est possible de conclure de
la reproductibilité des résultats d'une plaque DER\Rlune autre.

* siq estsupérieur a la valeur critique au riscuass, les résultats obtenus sur les différentes

plaques ne pourraient, alors, pas étre considérame constant.

Cette étude d'analyse de la variance ne consid€om gic significatif, elle est donc menée en

parallele pour chaque composé de référence.

5.3.2 Résultats :

Les résultats des mesures effectuées sur les qulatrges DIAMS sont reportés dans le tableau de
la Figure 2.27 et présentés sous forme d'un diagemelui-ci illustre I'nomogénéité des intensités
normalisées moyennes d'une plaque a l'autre. B'gaint, le recouvrement des intervalles d'erreur

apporte un premier témoignage de la constancecdefiats.
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4

m/z 591 | 647| 703 829
Moyenne | 11,52 8,92 | 48,14 31,38

Plaque 1
Ecart type| 3,44 | 2,23| 4,21 4,31
Moyenne| 13,3|] 9,54 48,2%98,82

Plaque 2
Ecarttype| 2,45 1,26| 2,74 4,35
Moyenne | 12,6 9,59 49,1 28,6]

Plaque 3
Ecarttype| 2,56 | 1,85| 2,35 2,771
Moyenne | 11,64 8,45 | 51,47 28,45

Plaque 4
Ecart type| 2,23 | 1,54 3,36 2,7

60

40 4

30 +

20 T+

10 +

Intensités relatives moyennes (%)

il

647 591

703 829 m/z

Figure 2.27 : Tableau récapitulatif et diagrammeatenparaison des intensités normalisées

moyennes obtenues sur 4 plagues DIAMS différentpsésence de Nal et des écarts types

associés.

Cependant, ces observations ne sont pas suffisaotesattester de la reproductibilité d'une plaque

a l'autre et les intensités normalisées relevéatsdemc soumises a un test ANOVA.

Dans ce cas, I'hnypothese nulle, idorrespond au cas ou les variances inter-grotipgra-groupe

sont compatible. Ce qui signifie que, si I'hypothésille est vérifiée, le facteur étudié n'engendre

pas plus de variation que la dispersion natureltec que les intensités relevées sur les diftésen

plaques DIAMS appartiennent a la méme population.

Dépot Plaque 1 Plaque 2 Plaque 3 Plaque 4
1 49,67 45,44 53,53 56,08
2 46,20 48,35 44,06 50,37
3 47,26 46,25 50,06 53,92
4 56,85 52,35 48,83 55,97
5 45,26 46,62 47,99 50,18
6 43,41 47,23 50,20 48,00
7 46,80 45,56 50,55 51,28
8 43,74 52,42 51,26 50,81
9 47,06 44,89 48,62 55,38
10 52,20 50,01 48,28 46,66
11 45,55 48,84 48,81 52,22
12 54,12 51,54 46,94 46,75
Total 578,12 579,50 589,13 617,62
Moyenne 48,18 48,29 49,09 51,47

Tableau 2.6 : Séries d'intensités normalisées éas\sur quatre plaques DIAMS différentes.

Pour donner un exemple du test ANOVA utilisé, Ietemsités normalisées du pic a m/z 703,

correspondant a I'adduit sodium du 1,3-distearbieegpl, sont présentées dans le Tableau 2.6.
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Elles permettent de dresser la table d’ANOVA suian

SCE DDL Variance
Inter groupes (facteur) 84,19 3 28,06
Intra groupes (résiduelle) 462,28 44 10,51
total 546,47 47
F 2,67

Tableau 2.7 : Table d'’ANOVA pour l'ion m/z 703.

La méme étude réalisée sur les quatre pics d'trpérénet de calculer les valeurs de Fishgy 41,

Friz 643 Fmiz 703€t Fnjz s2orespectivement égaux a 1.19, 1.19, 2.67 et 1.@4aleur critique tabulée
Fo.os = 2.82 en considérant un niveau de confiance & && obtenue grace aux degrés de liberté
du numérateur dgkeur= p-1 = 3 et du dénominateur gddhuere= N-p = 44, le nombre de séries de
mesure, p, étant de 4, et le nombre total de mgshirale 48.

La valeur calculée pour les quatre ions de réfé@eriant inférieure a la valeur critique tabulée,
I'hypothése nulle est vérifiée. Ainsi, le testistajue atteste, avec une marge d'erreur de 5%, que
les résultats obtenus sur les différentes plagppartiennent a la méme population et donc que la

meéthode permet I'obtention de résultats reprodigstithune plaque a l'autre.

6 Quantification en DIAMS-MS : dosage d'un composé defaible poids

moléculaire.
La fidélité des résultats fournis par la méthodAME est démontrée grace a I'étude de robustesse,
il est alors possible d'envisager réaliser desyapalquantitatives.
En spectrométrie de masse par désorption/ionisésmeT, le dosage quantitatif d'une molécule est
généralement réalisé en ajoutant une quantité eomfwn équivalent marqué. Le rapport des
intensités entre le pic mono-isotopique et le picrespondant & la molécule marquée retrace
l'abondance relative des deux espéces et permedldder la quantité de composé présente dans
I'eéchantillon.
La méthode DIAMS étant principalement destinée étudie de molécules de basses masses,
I'expérience de quantification utilise une petiteléaule, I'acide salicylique. Dans ce cas, I'élémen

marqué ajouté est I'équivalent hexa-deufgré.

6.1 Dosage dans l'eau.
Pour estimer la faisabilité d'un dosage quantjtatie étude préliminaire consiste a doser de éacid

salicyligue dans de I'eau.
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6.1.1 Expérience
La premiére étape consiste a prépatept solutions disposanthacuned'une concentration
différente d'acide salicyliqueelle-ci s'échelonnent de 0.5 a 16 mM, etnd méme concentration

de référence deutérée, fixad miv.

@) OH O oD

OH p oD

D

Figure 2.28: Molécules d'acide salicylique et son équivalezuitéré

Les sept solutions sont ensuite anees par DIAMS-MS en mode négat@ing dépdts de chaqt
solution sont réalisés sur une plaque DIAMS ernisatilt la méthode de la goL séchée. Chaque

dépdbt correspond 4 nmol deolécule deréférence et 0.5 & 16 nmol d'acide salicyli

6.1.2 Reésultats

Sur les spectrede masse des mélanges d'acide salicylique/acitylgple deutéré(Figure 2.29),
des pics intensesm/z 137, pour la moléle déprotonée d'acide salicylique (H;H4,COOQO), et m/z
141, pour celle de la référence deutéré (-D,COQ), sont observés sans autre signal interf¢

majeur.
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Figure 2.29 :Spectre de masse DIAFMS du mélange équimolaire d'acide salicylique &stide

salicylique deutérdmode linéaire négatif; laser 40%; 200 accumulatt
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L'écart de masse observé entre les deux ions egtiatee unités de masse, en effet, bien que la
molécule deutérée contienne a l'origine six deunési elle échange, lors de sa solubilisation, les
deux deutériums localisés sur les groupements acimi@re des hydrogenes.

L'évolution de I'abondance relative des ions deid& salicyligue et de son équivalent deutéré
(Figure 2.30) confirme que I'évolution du pic dacile salicylique par rapport a celui de la

référence recoupe la quantité d'acide déposée.

-
>
2 Q. |
> o
=2 o @
G n
n S 9o
o) G
16:8) 2 DS
O
< c
(9]

130 135 140 145 150

Figure 2.30 : Evolution de I'abondance relative dwss de I'acide salicylique et de son équivalent
deutéré lorsque le rapport molaire entre l'acidéigdique et la référence deutérée varie de 1/8 a
4.

Pour vérifier la linéarité de la technique de desagne courbe d'étalonnage est établie (Figure
2.31), elle retrace I'évolution du rapport entirgdnsité du pic m/z 137 et celle du pic m/z 141, e

fonction de la concentration en acide salicyliges golutions déposeées.
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Figure 2.31 : Courbe d'étalonnage du dosage ded&salicylique dans I'eau.

Les résultats expérimentaux permettent d'étab8rdmite d'étalonnage dont I'équation est :

|
%% -0.25qC,H,0,] - 0.0: (2.10)

C/HD,O;

avec un coefficient de corrélation de 0.988, ce dginontre une trés bonne linéarité entre les
intensités relatives des pics et les concentrati®ss solutions d'acide salicylique étudiées sur la

gamme de concentration observée.
D'autre part, sachant que la référence deutéréintestiuite avec une concentration de 4mM,

I'équation attendue pour la droite de calibratitaité

C7H503 7 63] — 63l — .2 211
I = [ D, 3] = —O qC7| |GO3] ( )

C/HD,O]

La droite expérimentale recoupe donc bien la coullitalonnage attendue, ce qui garantie

I'efficacité de la technique de dosage.

6.2 Dosage dans un plasma bovin.

Dans une matrice simple comme l'eau, le dosagéadielé salicylique s'est montré trés efficace,

cependant l'application a un cas pratique est styMas délicate. Pour vérifier que cette méthode
soit adaptée a une matrice réelle et plus complexelosage de I'acide salicyligue contenu dans un

plasma bovin a été effectué.
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Le dosage est généralement effectué en prélevaéthamtillon sanguin chez un patient ayant, au
préalable, recu de l'aspirine. Chez I'humain etsdén cadre d'un usage thérapeutique, la
concentration d'acide salicylique retrouvée dansélam est typiquement de l'ordre de 0.7 a 1.4
mM (100-200 mg/L). Pour des concentrations sup@geu'effet reste modéré jusqu'a environ 7
mM ou le taux est considéré comme toxique. Dansageprésent, I'étude a été réalisée avec des
échantillons de plasma dopés avec de l'acide iglieyen concentration variable, de 0.5 a 2.5 mM

et avec 1.8 mM d'acide salicylique deutéré.

6.2.1 Expérience : Préparation de I'échantillon et obteribn des spectres de masse

Les échantillons de plasma bovin ont été obtenyseaud'un laboratoire Intervet de recherche
pharmaceutique vétérinaire, puis ont été consexv@9°C jusqu'a utilisation. Apres décongélation,
les échantillons sont dopés en mélangeant 5 mledsoiution d'acide salicylique et de référence
deutérée dans I'eau avec 5 mL de plasma. Quatreosd sont préparées contenant 0.7, 1.4, 2.8 et
3.5 mM d'acide salicylique et 1.8 mM de référence.

Le traitement des échantillons comporte deux étapes

» Une centrifugation de 3 minutes a 10000 tours peauta (rpm), une pellicule solide se
forme alors a la surface et la phase liquide estpérée.
* Une extraction sur phase solide (SPE) phase invprspermet de supprimer une grande

partie des composés indésirables de la matrice etalipérer les composeés d'intérét.

L'extraction, réalisée sur un banc a vide en atilisune cartouche StrataX 33 um de
Phenomenex, comporte plusieurs étapes, au courpalks differentes solutions sont

percolées a travers la cartouche :

Conditionnement de la cartouche SPE :

= 6 mL de méthanol

= 6 mLd'eau

Chargement de la cartouche :

= 10 mL de la solution d'échantillon

Lavage de la cartouche :

= 10 mL d'eau contenant 5% de méthanol

Elution de l'analyte :
= 10mL d'un mélange Eau/Méthanol : 40/60.

Lors de I'étape de chargement, les composés @irgént piégés par affinité avec le substrat. Le

rincage permet de chasser les composés non retetsigue les sels, les lipides ou les protéines,
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enfin, les composés d'intérét sont récupérés parogl d'un solvant moins polaire qui va les
entrainer sur son passage. Le solvant d'élutioncaptient les composés d'intérét, est analysé par
spectrométrie de masse DIAMS. Pour chacun desejeatraits, trois gouttelettes de 0.7 pL sont
successivement déposées sur le méme emplacemeatpttigque DIAMS et évaporées a l'air libre.
Ces dépots sont ensuite analysés par DIAMS-MS éw@inlir une courbe d'étalonnage d'un dosage
de l'acide salicylique. Ce sont en réalité quagrees de quinze spectres qui sont enregistréeslafin

déterminer un intervalle d'erreur pour chaque mesur

6.2.2 Résultats :
L'analyse des extraits par DIAMS-MS révele clairatrla présence de I'acide salicylique et de son
eéquivalent deutéré, en effet le spectre de mageawla partir d'un extrait, Figure 2.32, préseese |

deux pics correspondant a m/z 137 et m/z 141.
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T
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m\l.hk., b
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Figure 2.32 : Spectre de masse DIAMS-MS de I'ebd@®@RBE du plasma contenant de 'acide

salicylique et son équivalent deutéré. [mode lirgagegatif; laser 50%; 300 accumulations]

Les séries de mesures effectuées pour les 4 coatiens d'acide salicylique rendent compte de
I'évolution des abondances relatives de l'acideydigiue par rapport a I'équivalent deutéré en

fonction de la quantité d'acide salicylique intritewlans le plasma (Figure 2.33).
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Figure 2.33 : Courbe d'étalonnage du dosage ded&salicylique dans le plasma bovin.
Trois des quatre points expérimentaux son alighgseenettent de tracer une droite d'étalonnage
d'équation :

! C/H50;

=0.566C,H;0,] - 0.14 (2.12)

C,HD,O]

avec un coefficient de corrélation de 0.988, malgréomplexité du milieu, la linéarité entre les
intensités relatives et la concentration d'acideodtuite est retrouvée. D'autre part, sachant que |
référence deutérée est introduite avec une coratemtrde 1.8mM, la relation attendue entre les

deux variables est :

|C7H50; — [C7H603] — [C7 Heos]
| [C,DO,] 1.8mM

C,HD,0;

=0.556 C,HO;] (2.13)

La pente expérimentale correspond donc bien a ri¢epattendue, par contre le décalage au zéro
pour une concentration nulle peut mettre en baldacgustesse de ce dosage si la droite

d'étalonnage n'est pas établie au préalable.

La finesse des intervalles d'erreur sur chaque mmjeindique que les mesures sont tres précises,
dans cette gamme de concentration, ce qui est abssirvé lors du dosage dans l'eau ou la
dispersion des mesures ne se fait sentir qu'awsledsne concentration d'acide de 10mM. Il reste
toute de méme a noter que le point correspondéntancentration d'acide salicylique de 2.8 mM

n'‘a pas été pris en compte pour l'obtention des abtiite de régression, car il est excentré ce qui
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doit correspondre a une erreur lors de l'étaperdpapation du plasma ou de l'extraction, cette
mesure aurait mérité d'étre refaite, ce qui n'agp@se cas par manque de plasma. En somme, dans
le cas d'une matrice simple, le dosage est padrenmhent efficace, dans ce cas l'utilisation de la
technique d'ionisation DIAMS permet une quantif@atqui n'aurait pas été possible en MALDI
classique a cause de la présence des ions deenddris la gamme de masse de I'acide salicylique.
En revanche, son utilisation associée a un prétmant de I'échantillon induit une erreur
systématique de l'ordre de 0.25nM sur la conceatrahesurée, elle peut étre imputée a I'étape de

prétraitement ou a la composition de I'échantilerplasma.

7 Conclusion

La méthode DIAMS bénéficie donc d’'une procédurdatiération (par des méthodes physiques et
chimiques) et de contréle des cibles (par électroiehet AFM) bien établie. Elle apparait aussi
pouvoir proposer un ensemble de design de monoesutdnt les propriétés peuvent étre reliées a
I'ingénierie moléculaire. L'utilisation des cibld3IAMS en LDI sans matrice est applicable a de
nombreuses classes de composés de faible poidsutzté. Des mélanges de lipides, acides gras,
polyphénols et peptides sont ainsi directementyanbles par DIAMS. Les spectres de masse
DIAMS mettent d’ailleurs en évidence I'absence dialans les faibles gammes de rappuz On
peut d’ailleurs rappeler, qu’'a part les ions desona sodium et potassium et la présence d’'un
contaminant comme le tétrabutylammonium, aucunadigarasite n’est observé vers les basses
masses. La méthode DIAMS est aussi reproductiblépmdtable que la technique MALDI et la
désorption/ionisation laser sur surface dor. Efleut étre, par conséquent, appliquée a la
guantification de petites molécules organiques ddes matrices biologiques complexes en
s’affranchissant des méthodes de séparations cklwgraphiques. Le dosage de I'acide salicylique
dans le plasma est ici tout a fait illustratif geegentialités du DIAMS. Ce sont justement de telles
potentialités qui nous conduisent a envisager tmgeémécanistique plus détaillée afin de pouvoir
mieux appréhender les différents processus immiqiens la désorption/ionisation DIAMS et
d’envisager alors un design dirigé des cibles. ldfférents taux de fragmentation de
I'angiotensine Il en DIAMS et LDI sur or soatpriori a mettre au crédit des propriétés intrinseques
de la méthode DIAMS vis-a-vis du transfert d’énergers les analytes ionisés et vaporisés. Des
évaluations comparatives liées aux distributioréndigie interne des ions émis en LDI sur or et

DIAMS et a leur vitesse initiale ont donc été eptiges.
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Chapitre Il :

Evaluations comparatives des
distributions d’énergie interne d’ions

gazeux produits par la méthode DIAMS
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En spectrométrie de masse, l'allure du spectregesiré pour un composé donné, peut varier en
fonction du type de source d’'ionisation utiliséde peut méme étre dépendante d’'un spectrométre
de masse pour une méme meéthode dionisation chdisienature et l'intensité des fragments
observés sur un spectre de masse dépendent aufesplEce ionique produite et des aspects
énergétiques et cinétiques de la réaction de fratatien considérék En d’autres termes, les
spectres de masse d’ions fragments sont non senfidide a I'énergie interne accumulée par
I'espéce ionique au cours de sa formation dansuece d’ionisation, mais ils dépendent aussi de la
fenétre de temps correspondant & I'observatioradédction de fragmentatiGrEn ionisation par
impact électronique (EIl), I'énergie cinétique désctons ionisants est généralement fixée a 70 eV
et conduit a une distribution d’énergie inte®(&;) de I'ion formé qui s’étend jusqu’a 16 eV avec
un maximum autour de 4 eV. C’est une distributian gst considérée comme reproductible
guelque soit I'instrument utilisé. Ceci est notaming( a la tres faible pression qui regne dans ce
type de source et dans la zone d’accélération guduit les ions vers l'analyseur. Cette
reproductibilité n’est pas triviale lorsque le ¢k sources d’ionisation dites douces est exporé.
effet, dans le cas des méthodes de production gl'éopartir de processus d’ablation/désorption,
comme en FAB ou en MALDI, les distributions d’énergnterne des ions produits sont beaucoup
modifiées par des parameétres variables comme &aliion de la matiere dans le vide et les
collisions induites dans le jet en expansion. Suirtpue ces parameétres sont aussi dépendants de la
nature et de la méthode de préparation du dép&i giune des parameétres instrumentaux. Le
probleme est identique en electrospray ou leséoms en phase gazeuse vont traverser des régions
de pressions plus ou moins élevées avant d’engmes tanalyseut> Dans ces régions, I'énergie
interne des ions peut é&tre modifiée indépendammiestconditions d’ionisatiohCeci est lié a la
nature de l'interface qui sépare la région a poesatmosphérique et I'analyseur ou régne un vide
poussé. Plusieurs autres parametres instrumentaok contribuer a redéfinir la distribution
d’énergie interne des ions dérivdriearmi ceux-ci, la présence d’éléments dédiés diamela
focalisation et la désolvatation des iéns conduire dans certains cas, & des dissocidtidnites

par collisions (CID) avec le gaz ambiant. Cellesanit activées lorsque des différences de potentiel
croissantes sont appliquées dans cette régionrdcegsus connu sous le terme de "in-source CID"
permet d'une part de compléter I'étape de désdieatathermique des ions, et d’autre part,
d’activer les réactions de fragmentation d'espé&besgées entierement désolvatées pour parfaire
leur analyse structurafé! Si on veut, a I'image d’une source El, construies bibliothéques de
spectres de masse par in-source CID, il est néoesaproposer une calibration en énergie interne
des ions émis dans les sources & pression atmagterCette calibration en énergie interne a pu

étre proposée au travers de l'introduction de lahode de rendements de survie d'ions, dite
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méthode SY pour "Survival Yield"Elle fut initialement introduite pour évaluer Iéstiibution
d’énergie interne d’ions apres activation collisielte, afin de calibrer en énergie des spectres
CID/MS/MS!® ' Elle a ensuite été adaptée au cas des sourcesoHSIgvaluation de la
distribution d’énergie internd>(Ej,y) des ions émis en phase gazeuse a été comparée a u
distribution de type Boltzmann et reliee a un payen thermodynamique unique appelé la
température caractéristiqilig. (pour Characteristic Temperatuf&)*°Ce paramétre évoluant avec
le voltage d’accélération des ions dans la zondégelvatation, a permis de comparer le processus
d’in-source CID & une activation de type thermi§ué® Ainsi, au-dela de la recherche d'une
méthode de calibration en énergie des sources IEMlisation de la méthode SY a permis
d’apporter des informations supplémentaires sumésanismes de production des ions gazeux en
ESI!® 2°Elle a conduit notamment & montrer que pour un enéype d’analyseur et une méme
différence de potentiel de part et d’autre de laezde désolvatation (35 V), la source ESI d’un
spectrometre de masse quadripolaire PESCIEX prathstions dits "plus chauds” que la source
ESI d'un VG Platform (voir Figure 3.2}.Une distributionP(Ei.) plus large et déplacée vers des
valeurs plus importantes d’énergie inteHg est donc évaluée dans le premier cas.

2 CTrr ™1 T T T T T LI ]

C =Eint=\G PLatforrd. Tey ]
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Figure 3.1 : Distributions d’énergie interne d’'ioggnérés en phase gazeuse par electrospray en
appliguant un voltage de 35 V sur le cone d’échimminage d’'une source ESI d'un VG Platform et
en utilisant un voltage de 35 V de la plaque dioefd’'une source API 165 d’'un PESCIEX (d’aprés

la référence™).

Une telle comparaison a pu étre réalisée dansslelessources de désorption/ionisation laser (LDI
pour Laser Desorption lonizatioff). > Des distributions d’énergie de type thermique été
observées en mode MALB?° Elles ont été attribuées a la forte densité deume en expansion
issue de I'expulsion en phase gaz du dép6t analgtate irradié. Dans le cas de méthodes de
désorption ionisation laser sur surfaces de siticporeux (méthode DIOS) ou sur nanotubes de
silicium, des ions plus chauds semblent étre ptedliDes distributionsP(Ei,) plus étroites en
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DIOS que les distributions type thermique obteneredALDI ont également été observées (voir
Figure 3.2). Cet écart a été corrélé avec la naul@ morphologie de la surface. Une modification
chimigue des groupements silanols du silicium ettddle des pores du revétement DIOS

encapsulant 'analyte, induiraient la dimensiortéadie la plume en expansion dans le vide.

1.8 4

DIOS-TMS

P(E)

Critical Energy (eV)

Figure 3.2 : Distributions d’énergie interne de imats benzylpyridinium produits en phase gazeuse
par désorption laser assistée par matrice (MALD1)utilisant I'acidea-hydroxycinnamique

(CHCA) et par désorption ionisation sur siliciumrpox (DIOS) dont la surface a été modifieée par

triméthylsilylation. Sur la figure, « ps » et «sm#ndiquent respectivement I'utilisation d’un laser

picoseconde et nanoseconde (d’aprés la référéfjce

Au regard de ces résultats, il peut étre intéressappliquer la méthode SY a la compréhension
des phénoménes de désorption ionisation laser AMBI Dans ce but, les distributions d’énergie
interne d’ions produits par la méthode DIAMS oré& édbmparées a celles d’'ions émis a partir d’'une
irradiation laser d’une surface simplement recotevdiune couche d’or et sur laquelle I'échantillon
est déposé. Pour comprendre I'implication des wffes constituants de la monocouche, différents
design ont été testés avec la meéthode SY. Cependaapparait utile de faire un rappel
bibliographique et théorique sur la méthode de eereht de survie d’ions et son application a
I’évaluation de I'énergie interne d’ions produirmles méthodes d’ionisation douce.

1 Principe de la méthode de rendement de survie d'i@(SY)

Elle peut étre décrite sur la base d’'une relatiotreele degré de fragmentation d’'un ion et la
quantité d’énergie interne qu'il contiehit.'® # Les ions sélectionnés pour cette corrélation sont

appelés des ions thermometres, parce que leur ohaendissociation est considéré comme bien
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décrit autant en termes de mécanismes réactiogo&a termes de parametres énergétiques. Ces
ions thermometres peuvent étre des complexes d# detransition avec des ligands carbonifes,
des ions tétraéthylsilanés,des peptides et des esters protdfiés® ou encore des cations
benzylpyridinium différemment substitu&sPour les évaluations de distributions d'énergterime
d’'ions produits en ionisation ESI, MALDI ou LDI, ceont trés souvent les cations

benzylpyridinium PyR) qui sont utilisés.

1.1 Les hypothéses inhérentes a la méthode SY dans leasc des sels de
benzylpyridinium
L’hypothése fondamentale impliquée dans la méti®deest que la fragmentation de l'ion parent
PyR se produit par I'intermédiaire d’'une rupture simfiRS) liée a I'allongement de la liaison C-N
entre le radical benzyle et la pyridiRy. Cette fragmentation conduit a la formation d’wati@n
benzylium substitu®", visible sur le spectre de masse avec I'ion pa@indbn examine la variation
d’énergie potentielle en fonction de la coordondéela réaction, comme l’illustre la Figure 3.3,
cette dissociation est supposée se produire sangiémle réaction retour. Avec I'absence d’énergie
d’activation retour, I'énergie critique de la réaat & est équivalente a la valeur de la différence

d’enthalpie de formatiodl(4H;) des constituants de I'état final et initial, ¢gie :

g, =A(AHf)={[AHf (Py)+AH, (R)]-aH, (Py F§} 1)

Les premieres études reportées dans la littérateee sujet, se référaient a des valeurs d’enthalpie
qui étaient corrélées avec des énergies dionisatiies radicaux benzyle substitués
correspondant®’ #* Les énergies critiques furent ensuite détermingas calcul de chimie
guantique en utilisant des méthodes semi-empir{@dl) ou ab initio qui impliquent différents
niveaux théoriques (HF/6-31G* et DFT B3LYP/6-31G).
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Coordonnée de la réaction

Figure 3.3 : Schéma de dissociation des cationgypwridinium substitués et évolution de
I'énergie potentielle de la réaction de fragmeratien fonction, de la distance de la liaison C-N
considérée comme la coordonnée de la réaction.iéafoe les parametres Et ks sont reliés a

I’énergie critique de la réaction et au déplacemeingtique.

Notons cependant que la réactivité intrinsequecdésns benzylpyridiniums substitués n’apparait
pas aussi simple que celle qui est formulée pgptthésead hoc En effet, des travaux ultérieurs
ont montré que les ions fragmefRs pouvaient conduire a des réactions d’addition aleasit en
ESI et & des captures d’hydrogéne radicalaire sargéon ionisation lasér: *' De plus, des études
théoriques et expérimentales ont mis en évidence vibies de dissociations conseécutives et
compétitives lors de la fragmentation des catiBp& .3 3 Il est ainsi possible d’envisager la
formation d’un ion tropylium par réarrangement amoléculaire lors de la fragmentation des
cationsPyR. Ce processus devrait étre pris en compte pluscpi&rement dans le cas de la
dissociation de certains des cations benzylpynidins utilisés dans la méthode SY. Ceci conduirait
alors a considérer, suivant le cas, une énergietiddion de réaction par rupture avec
réarrangement (RR) plus faible que pour une rupumngle (RS) et une énergie d’activation retour.
A ces aspects purement énergétiques, il faut ajauteparametre cinétique lié a la structure de
I'état de transition de la réaction. Celui-ci sedii plus "tendu" quand la formation compétitive d
I'ion tropylium est favorisée par rapport a la puotion de l'ion benzylium issue de la RS. Ces
résultats récents n’ont pas encore été appliquésrgthode SY, c’est pourquoi dans le cas de la
présente étude nous considéreranmiori, que I'hypothése fondamentale d’une rupture sinegte
valide dans le cas de la réactioPyR — Py + R". Cette démarche est d’autant plus légitime qu'il
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s’agit ici de réaliser une étude comparative ddribdigions d’énergie interne par rapport aux
évaluations reportées dans la littérature.

A cbté de cette hypothése fondamentale, il fautsiaagouter que [I'utilisation de ces ions
thermomeétres pour évaluer I'énergie interne dépomée les précurseur®yR, implique de

considérer que :

* aucune énergie d’ionisation n'est a prendre en ¢terdpns la production des ions gazeux
puisqu’ils sont émis par séparation de charge datoation et le contre-ion formant le sel
analysé ;

* I'énergie interne est de type vibrationnel pourstéas ions ;

* les cations benzylpyridinium différemment substtwent des masses, des structures, des
degrés de libertés et des énergies de collisiareatre de masse comparables ;

* le mode de répartition de I'énergie interne par endd vibration est identique pour tous les

ions dans des conditions expérimentales identiques.

1.2 De la mesure des rendements de survie d’ions exp@entaux a I'évaluation de la
distribution d’énergie interne
Le rendement de survidY d’'un ion parenP” est mesuré expérimentalement a partir d’'un spectre

de masse. Il est relié au rapport entre l'intersédion parentp’ et de I'ion fragment:" tel que :

I
SY= Pn

——(2)
1+, ]

n
ou ZI; est la somme des intensités des ions fils. C’estftaction des ions parents qui ont une
i=1

énergie interne au dessus de I'énergie seuil didppaE,, (pour appearance energetic threshold)
des ions fragments (voir Figure 3.3). Le paramEgrereprésente I'exces d’énergie par rappdeh a
gue le systeme moléculaire doit avoir pour queitesge de la réaction de dissociation permettant
de détecter les ions fragments, corresponde austefopservatiort de la méthode instrumentale
(voir Figure 3.3). La réaction de fragmentationtdtinc se produire avant que les ions parents ne
quittent la source. On écrit alors :

Eis = Ei —€0(3)
Le temps de séjourdes ions dans la source peut étre calculé a pladidimensions de la source,
de la zone d’accélération et des voltages applidueésaleur de la constante de vitesse nécessaire a
I'observation de la réaction de fragmentation cgpomd a l'inverse du temps de séjour des ions :

124



Chapitre 3 : Evaluation comparative des distrimgid'énergie interne.

a1 ; . . : )
k(s 1) ==(4). L’énergie interne correspondant a cette conistde vitess& estEy,,. Elle résulte de
T

la projection sur I'axe des abscisses de la vatleutogarithme de 1/par I'intermédiaire de la
courbe représentant I'évolution de Lk@in)] en fonction deEj,; ou k(Eir;) est la constante de
vitesse micro-canonique de la réaction de fragnientade l'ion thermomeétre considéré (voir
Figure 3.4a). Son évaluation sera décrite plusigéérent dans le paragraphe 1.3.
Dans le cas de l'utilisation de cations benzylpwiigm differemment substitués, chaque ion
thermometre conduit a exprimer une courbe k)] vs En qui caractérise sa facilité a se
fragmenter dans les conditions de source choifias.exemple, toutes les études théoriques et
expérimentales réalisées a partir de la fragmemtalii paraméthoxybenzylpyridium (pMeOBzPyr),
ont montré que cet ion thermometre est caractpaséine faible énergie de critique dissociatipn
et une faible valeur dEy,. A 'opposé, ces mémes études ont permis de @éleriréactivité du
cation paranitrobenzylpyridium (pNB®zPyr) comme l'ion thermometre le plus difficiledéssocier
en pyridine et paranitrobenzylium ; donc avec wéefvaleur deEy,.” Pour illustrer la procédure
de la méthode SY, tel que dans la Figure 3.4, an, @ premiere approximation, proposer une
série de cations benzylpyridinium incluant en plasparaméhylbenzylpyridium (pMeBzPyr) et un
métamehylbenzylpyridium (pMeBzPyr). Dans ce cas,deergies seuils d’apparition peuvent étre
obtenues grace aux courbes Udgl.)] vs Ein: et a la de Lod() = 1/ (voir Figure 3.4a). On trouve
généralement Eqn(pMeOBzPyr)<En (pMeBzPyr) <En(mMeOBzPyr) <En(pNO,BzPyr). Les
rendements de survie expérimentaux des ions stmtlés a partir de I'équation (2) et reportés en
fonction de la valeur d&g, tel que décrit dans la Figure 3.4b. Dans cetteduiore, deux points
sont ajoutés manuellement pour modéliser le corapwnt d’'un ion qui se dissocierait totalement
et celui d’'un ion qui survivrait entierement daas tonditions expérimentales choisies, SY = 0 et
SY = 1. Les données de la Figure 3.4b peuvent En&tiie ajustées par une simple fonction
sigmoide symétrique :

y=——5).

e b +1

La distribution d’énergie interne est alors obtegtéce a la dérivée de I'équation (5), telle que :

dx )
b[e b +1j

La courbeP(Ejy) ainsi calculée, est une gaussienne comme l'iust Figure 3.4c.
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Figure 3.4 : lllustration de I'évaluation de la digtoution d’énergie interne des ions en incluant le
déplacement cinétique et a partir de la réactidiés ions thermometres
paraméthoxybenzylpyridium (pMeOBzPyr), paranitratydpyridium (pNGBzPyr),
paraméhylbenzylpyridium (pMeBzPyr) et métaméhyidpyddium (pMeBzPyr). a) Evolution du

logarithme de la constante de vitesse de fragmiemtale chaque ion en fonction de I'énergie
interne (Eq). b) Valeur du rendement de survie expérimentaleldque ion thermometr&)(

reportée en fonction de I'énergie seuil d’apparitifi;,,) calculée a partir du temps de séjoudes

ions dans la source tel que décrit dans la figurecaDistribution d’énergie interne des ions
obtenue a partir de la dérivée et de la courbe éma partir d’un ajustement des valeurs de la

figure b) ; 'ajustement est réalisé pour une sigdeoavec deux points fictifg)(ajoutés pour un

rendement de survie nul ou total.

Les allures des distributions d’énergie interneveat étre décrites au travers de leur largeur a mi
hauteur et de leur position sur I'échelle des valelénergie. D’aprés la démarche illustrée dans la
Figure 3.2, elles apparaissent étre reliées notersemt aux valeurs expérimentales de SY de

chaque ion, mais aussi aux valeurdgequi dépendent de I'évolution de la courbe LgB)] vs
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Eint . L'influence de ce dernier parametre qui est diédes grandeurs moléculaires est non

négligeable et doit faire I'objet d’une descriptigins particuliére.

1.3 La méthode SY incluant le déplacement cinétique dé calcul de I'énergie seuil
d’apparition de fragments

La valeur deEgy, peut étre calculée a partir de la théorie RRKM/QH#IT permet de calculer la

constante micro-canonique de réaction de dissoni&{Ei,) d’'un ion en fonction d’'une énergie

interneE;n; et d’une énergie critiquig, grace a I'équation :

t
k . :E N (Ent _80) 7
(En) h T AE) (7)

ou, o est la dégénérescence de la réactmn= 1 pour la réactioPyR — Py + R"), h est la
constante de Planch{*(Ei-&) est la somme des micro-états au niveau de kitdtansition dans
une gamme d'énergie allant de OEa+Eo et o(Eint) est la densité des micro-états de I'état
fondamental & une énergi&..>**® Il y a plusieurs méthodes de calcul possibles paaiuer
N*(Einc-&) et o(Ein).>"° Cependant, la plupart du temps, ces grandeursésaftées par comptage
direct grace a l'algorithme de Beyer-Swinehartugilise les modeéles de fréquence de l'ion a I'état
fondamental et du complexe activé situé au niveau'@at de transitioi> ** Le modéle de
fréquence permettant d’exprimg Ei) est obtenu par calcul de chimie quantique. ligit’a
d’obtenir la valeur de la fréequence de chacun d¥s6 oscillateurs a partir des résultats de
minimisation en énergie des structures moléculaleeétat initial. Par contre, il est plus diffiei

de déterminer la valeur de la somme d’états du texemctivé, quand on considere une réaction de
dissociation par rupture simple. En effet, ainsi fillastre la Figure 3.5a, un état de transiticst e
aisément localisable sur le chemin réactionnel amaaht du réactif aux produits lors d’une réaction
de rupture avec réarrangement. Ce qui permet diobte fichier de fréquence des 3N-7
oscillateurs du complexe activé, ou un degré dertéb est perdu puisqu’il correspond a la

coordonnée de la réaction.
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a) b)
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Figure 3.5 : Représentation schématique de I'éiaiute I'énergie potentielle en fonction de la
coordonnée de la réaction pour des réactions dgrfrantation a) par rupture avec réarrangement
(RR) et b) par rupture simple, dans le contexteahcept de I'état de transition

Dans le cas d’'une réaction de rupture simple, dalisation de I'état de transition est plus diféci
(voir Figure 3.5b). Dans ce cas, on définit un neadeoléculaire appelé complexe activé "lache”,
pour lequel on construit le modéle de fréquences fiecon suivante : la fréquence correspondant a
I'allongement de la liaison impliguée dans la ruptgimple est éliminée, cing autres fréquences
associées a cette coordonnée de la réaction siectie@nées et leur valeur est modifiee par un
méme facteur d’échell®.Des résultats publiés dans la littérature ont méogue cette facon de
construire le fichier de fréquences du complexav@cpouvait étre appliguée au cas de la
fragmentation par rupture simple des cations b@yzylinium dans le contexte d’'une utilisation
avec la méthode SY. Apres calcul d’énergie et dguences de vibration par méthale initio
HF/6-31G* de lion parent, une valeur de fréqueteeplus proche de la vibration G est
éliminée (~1200 cf) et cing fréquences sont choisies pour représéntmmplexe activé. Il s’agit
alors, de choisir arbitrairement deux valeurs pesatte 800 cfh, deux valeurs proches de 600tm

et une valeur proche de 100 tmchacune étant abaissée d’un facteur 0,75.

Cette méthodologie peut d’ailleurs étre aussi gpgke au cas des RR lorsque la réaction de
fragmentation concerne de gros systemes molécsigimir lesquels les temps de calculs seraient
trop longs et ne permettraient pas de localisdatl'de transition. Pour construire le fichier de
fréquences d'un tel complexe activé, on choisitfacteur d’échelle< 0,75, mais surtout, on
substitue la plus basse valeur de fréquence datiobr(~20 crit) du fichier de I'ion parent par une
valeur de I'ordre 1500 cth Il s’agit ici de modéliser un complexe activéntie” caractéristique des

réactions RR, qui correspond a une structure figaelidans laquelle la fréquence de rotation le long
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de la liaison centrale est transformée en vibratmms du plan. Dans notre cas, une telle
méthodologie sera utilisée lorsque des peptides elasdseront utilisés pour évaluer des
distributions d’énergie interne en DIAMS et LDI sarc

Energies critiques,, fichiers de frequences, sommes et densités g ésaint des parametres
moléculaires caractérisant une réaction considédréer relier ces parametres a des grandeurs
réactionnelles macroscopiques comme I'énergie ida&obn E,, la différence d’entropie entre I'état

de transition et I'état initiahS et le facteur pré-exponentiel d’ArrheniugeAon suit la démarche

suivante :

i) Les fonctions de partition de vibration de I'étatial et de I'état de transition, respectivemént

etQ’, sont calculées a une valeur de température esantilles expressions (8) et (9) :

Q= —— | (8)
L

I |

o=
Q= E' hv?
1—exp£k_i_L

ouT est la températurég est la constante de Boltzmangnreprésente la fréquence de vibration

9)

d’un oscillateuri parmi less = 3N-6 degrés de liberté du réactaritreprésente la fréquence de
vibration d’un oscillateuj parmi less -1 = 3N-7 degrés de liberté du complexe activéawmtde
nombre d’atomes.

i) Les énergies thermiques de I'état init@]_ et de I'état de transitioi;  sont calculées a une

valeur de température en utilisant les expresgibdset (11) :

S hv.
Et%erm = Z : (10)
i=1 hv.
exp —|-1
( kg T j
s-1 ¥

- i
herm ; [ hl/f j
exp —|-1

iii) La différence d’entropie entre I'état de transitenl’état initial AS' est calculée a une certaine

(11)

température et pour une réaction donnée en utiliEpression (12) :

129



Chapitre 3 : Evaluation comparative des distrimgid'énergie interne.

s1
|I1;‘||Q + E[iherm; E?herm (12)
Q

ouR est la constante des gaz parfaits et les termesetubre de droite de I'égalité sont obtenus

AS = RIn

pour une méme température a partir des résultatégleations (8) a (11).
iv) Le facteur pré-exponentiel d’Arrhenius,/Aqui va caractériser la "lacheté" de l'état de
transition est calculé en utilisant I'expressioB)(1
K, T AS
A, =—2—T@xp(1) Cexp — |(13)
h R
avec la valeur dAS qui est obtenue pour une méme température a gartiéquation (12).

Cette démarche qui sera utilisée dans notre casj hien pour les cations benzylpyridinium et les
peptides modéles, permet de relier des paramétreesient moléculaires obtenus initialement par
calcul de chimie quantique (énergie critique detiéa et fréquences de vibration) a des grandeurs
macroscopiques accessibles par I'expérience. |l agssi généralement admis qu'un état de
transition lache correspond a une valeur ge-A14"> * C'est cette méme valeur qui est choisie

A

pour décrire la "lacheté" de I'état de transitiamsl de la réaction de fragmentation par rupture
simple des cations benzylpyridinium. L'évaluatioakgE;.;) s’effectue alors en modifiant certaines

valeurs de frequence de sorte qu’elles vérifiemaleur de A au travers des équations (8) a (13).
Cette déemarche est cohérente dans la mesure @iriawdion d’énergie interne des ions considéres
est de type thermique. Il peut étre donc utile algpeler brievement la relation entre ces deux

concepts.

1.4 L’énergie thermique

L’énergie thermique moyenne d’un systeme de moéscpeut étre définie comme I'excés d'énergie
E de ce systeme relativement a un état d'énergisagait défini en fonction de la répartition des
molécules sur leur niveau d’énergie le plus BasElle peut aussi étre considérée comme un degré
de dégénérescence globale d’'un systéme, détermainéep niveaux d'énergie sur lesquels se
répartissent les molécules, et par la températurgapverne la distribution du nombre total e
particules sur un ensemble d'états. La disponébdie ces états est représentée par les fonctions de
partitiong. On écrit alors :

CE-E=S N(e-g)=N “As ) N pdd_ pp dq
E(herm_E Eo ; Ni(gi ‘90) q gm‘g@xp[ kBT] q i%-li dT R-FL dT(14)

130



Chapitre 3 : Evaluation comparative des distrimgid'énergie interne.

ou & est le niveau d’énergie sur le lequel se répartissent les paes; & le niveau d’énergie
fondamentalg; la dégénérescence des niveaux d’énergie considézésfonctions de partitioq
sont normalement déterminées a partir des mouvenmneoléculaires de translation, de vibration et
de rotation. Dans le cas de la détermination deelgie thermique d'un systéme moléculaire
évoluant au travers d’'une fragmentation, la coret@rm des moments cinétique et angulaire au
cours de la réaction conduit a ne considérer guéolections de partition de vibration pour I'état d
transition et pour I'état initial. Celles-ci ontétespectivement définies dans les équations (@) et
ainsi que I'énergie thermique moyenne a partiredgsessions (10) et (11).

Dans le cas d'une molécule isolée, I'énergie thguaimoyenne peut aussi étre exprimée a partir de
I'équation (10) ou I'ensemble des fréqueneedéfinit le modele de fréquences.

Si I'énergie d'un ensemble de molécules a pu éistotiquement corrélée a la distribution des
vitesses moléculaires a difféerentes températurésn sa loi de répartition de Boltzmann, la
distribution d’énergie interne au sein d'une molédsgolée peut étre exprimée en considérant les

énergies moléculaires et les densités d'étatsiliés ensemble micro-canonique telle die :

L’équation (15), qui implique le calcul de la dagstl’états vibrationnelg(g), a pour objectif de
décrire la distribution d’énergie interne dans unelécule isolée. La distributioR(Eir;) obtenue
grace a I'expression (15) n'est pas une gaussieraete, mais présente une trainée vers les hautes
valeurs d'énergie interne.

Toutes ces équations nécessitent d’étre calculéesilsant un logiciel de modélisation adapté a la
fois a la démarche choisie et au contexte d’étudggsé. Dans notre cas, c’est le logiciel

MassKinetics qui a été mis & contributitn.

1.5 Le logiciel MassKinetics et les rendements de sues/id’'ion théoriques

La démarche adoptée initialement dans la méthodep®@X évaluer les distributions d’énergie
interne était basée sur I'obtention de donnéesrexpétales en rapport avec les rendements de
survie d'ions relevés sur les spectres de masse @amarche a été complétée grace a I'utilisation
du logiciel MassKinetics qui permet de modélisecdenportement d’'un ion dans un spectromeétre
de masse aux travers de différents paramétresabjastcomme la distribution d’énergie inteffe.

Il est donc possible par cette voie d’obtenir desdements de survie d’ions théoriques et de les
comparer avec les données expérimentales pouristndution d’énergie interne choisie lors de la

modélisation. Le logiciel MassKinetics permet dedélser les vitesses de réaction, les échanges
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d’énergie et les abondances d’ions produits dargpantrometre de masse et leur évolution lorsque
ces ions évoluent au sein du dispositif. Le condepbase de ce logiciel est de définir I'état d’'un
ion selon ses énergies cinétique et interne, peisnddéliser son comportement au travers des
distributions d’énergie et de l'utilisation de fain de probabilités pour le transfert entre les
différents états. Les énergies cinétique et/ourmetedes ions en phase gazeuse peuvent étre
modifiées en fonction de différentes parametres tglie : I'accélération dans un champ
électromagnétique, les échanges d’énergie radigi@reabsorption ou émission de photons, les
eéchanges d’énergie de collision et la partition déferentes formes d’énergie lors de réactions
chimiques (unimoléculaires ou bimoléculaires).dt donc nécessaire de modéliser les séquences
des différents évenements qui peuvent se prodaine dn spectrométre de masse. On peut utiliser
les parameétres géométriques de linstrument, ldlages appliqués sur les différents systémes
d’accélération et de déviation ainsi que les d#ifés temps de sé€jour des ions dans certainesgartie
du dispositif. Dans notre cas, la séquence suivantété utilisée, pour rendre compte des
expériences réalisées sur le MALDI-TOF BIFLEX lliuger :

» Etape de formation des ions dans la source oustaldition d’énergie interne déposée au
cours du processus LDI est modélisée.

* Vol libre des ions pendant une durée de 200 ns mare compte du délai d’extraction.

« Accélération électrostatique entre 1S1 et IS2 swe distance de 2.5.f0m avec une
différence de potentiel de 1760 V.

» Accélération électrostatique entre 1S2 et la lentdortée a la terre sur une distance de
1.25.10° m avec une différence de potentiel de 17290 V.

» Sélection de l'ion suivie de sa détection au travBun vol dans I'analyseur linéaire sur une
distance de 1.1850 m.

On notera que les énergies internes et cinétigeesations préalablement a I'étape de désorption
ionisation, ont été considérées a 293 K.

MassKinetics permet de calculer toutes les exprassi(7) a (15) précédemment décrites en
utilisant notamment l'algorithme de Beyer-Swinelpartir le calcul des sommes et densités d’états.
Il utilise les frequences de vibration des catibaazylpyridinium obtenues par calcul théorique en
prenant en compte le modéle de l'oscillateur haiiqen pour décrire les rotations moléculaires
internes comme des vibrations de faible fréquebes . modéles de fréquence des complexes activés
et les énergies critiques des réactions sont égalerasus des calculs théoriques quand I'état de
transition est localisable le long de la coordondéela réaction. Dans le cas d’'une réaction de

rupture simple, I'énergie critique de réaction ealtulée a partir de I'équation (1) et le fichier d
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fréequence de I'état de transition est construibrsdh procédure proposée dans le paragraghen
choisissant une valeur,A= 14 qui définit la configuration lache de I'étlt transition et implique,
dans MassKinetics, le changement de valeurs deudrémps de I'état initial tel que décrit dans
Tableau 3.1.

Fréquences de I'état fondamental  Fréquences considérées dans le
devant étre modifiées complexe activé pour Log = 14
800 581.28
800 581.28
600 484.4
600 484.4
100 72.66

Tableau 3.1 : Valeurs des fréquences de vibratmiiaat initial choisies dans MassKinetics pour
étre modifiées afin de construire un fichier degtrénce de I'état de transition caractéristique

d’une réaction de fragmentation se produisant aweacteur pré-exponentiel de 14

Avec MassKinetics, il est possible de calculer datlance des ions et d’obtenir leur rendement de
survie théorique S¥eo en utilisant des paramétres d’'ajustement liés didaibution d’énergie
interne des ions lors de leur formation dans la@auCes parametres notés & w sont reliés a

P(Eint) au travers d’une gaussienne (16) telle que :

2
P(E,) = lexp{— zu] (16)
w\/ﬁ w
Cette expression empirique peut étre comparée adistébution de type thermique telle que
proposée dans I'équation exacte (15) pour desmgst@ussi gros que des dipeptides et pour des
températures proches de I'ambiante. Dans ce casitgée de la distribution vers les hautes valeurs
d’énergie issue de I'expression (15) peut étreigégletP(Ein) peut étre assimilée a la gaussienne
issue de (16}°

Pour relier la formule empirique (16) a des gramsl@uoléculaires, on pose :

P(En) = s exp{—zw](ﬂ)

W, /72 W?

Dans l'expression (17Ewmnerm €St I'énergie thermique moyenne calculée a pdetif10) et la largeur

de la distributionV est déterminée par analyse de régression commie: éta

W =1.80x 104(9\%()Tfs(18).
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La précision d’'une telle approximation a été évalpar la comparaison des valeurs de Xc d’apres
(16) etEterm Obtenues selon (15) et (17). On obtient une patide + 6% pour les peptides et
d’'une déviation standard de = 8 % pour des peyistemes comme les cations benzylpyridinium

pris & des températures comprises entre 300 etiRG00

2 Evaluation de la distribution d’énergie interne enDIAMS et LDI sur Or des

ions benzylpyridinium substitués

2.1 Structures des sels de benzylpyridinium

. Nom du cation m/z du
Structure Nom du composé
(m/2) fragment

=
0 Chlorure de mMeOBzPyr 121
Me (%\ CI@ 3-Methoxy-benzylpyridinium (200)
OoN P
| Bromure de
\©\/© © 4-nitro- benzylpyridinium PNOBZPyr (215) 136
® Br
Br y
| Bromure de
\O\/%Q S 4-bromo- benzylpyridinium PBrBzPyr (248) 169
Br
JONS |
Bromure de
N L mMeBzPyr (184 105
Me ®\ Br@ 3-Methyl- benzylpyridinium yr (184)
Me =
| Bromure de
\O\/%Q © | 4- Methyl- benzylpyridinium pPMeBzPyr (184) 105
Br
Me P
@ Chlorure de pMeOBzPyr 121
%\ CI@ 4-Methoxy-benzylpyridinium (200)
=
R@y @ Bromure de OFBzPyr (188) 109
N~ O 4-fluoro- benzylpyridinium
@ Br
) d
Bromure de
g)\ B@ benzylpyridinium BzPyr (170) a1
r
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Cl _
\©\/ | Bromure de 4-chloro-
N © benzylpyridinium pPCIBZPyr (204) 125

® Br

Tableau 3.2 : Structures et dénominations desdelsenzylpyridinium differemment substitués

utilisés dans le cadre de la présente étude

2.2 Fréquences de vibration et énergie critique de rééion via les calculs de chimie
guantique

Les calculs de chimie quantique ont été réalisédepdocteur Nicolas Galland diaboratoire de
Spectrochimie et Modélisation de la Faculté deer®@as et des Techniques de I'Université de
Nantes (UPRES-EA 1149, 1, quai de Tourville-BP 1@2035 Nantes, CEDEX) en utilisant la
suite de programme Gaussian02\u regard du grand nombre de réactions envisagsafans le
cas de la fragmentation des cations benzylpyridinides explorations rapides de la surface
d’énergie potentiel ont été réalisées par les nighdlartree Fock HF et de la fonctionnelle de la
densité B3LYP en conjonction avec un ensemble de ta type 6-31G*. Une étude préalable a été
réalisée sur des petits systemes pour confirmecuimence de rupture simple par allongement de la
liaison C-N*® Dans le cas des cations benzylpyridinium Tbleau 3.2et de leurs produits de
rupture de la liaison C-N, les géométries, les @merliees a la réaction et les propriétés
vibrationnelles des différentes entités ont ét@loedées en utilisant le niveau théorique MP2/6-
31+G**. Comme les dérivés "méta" des cations bgnmdinium peuvent se révéler sous la forme
de plusieurs conformeéres, les énergies de réaabioinété ré-affinées grace aux résultats de calculs
QCISD/6-31+G**/IMP2/6-31+G**. Les propriétés vibrahnelles et structurales ont ensuite été re-
optimisées pour tous les cations au nivééie2/6-31+G**. A noter que le cas du dérivé para-
bromé,pBrBzPyrn’a pas pu étre étudié aussi précisément étamédtantaille des bases requises
pour son optimisation. Il n'a donc pas fait I'obglt I'étude expérimentale qui su@n notera pour

information les valeurs d’énergie critiques de ti&ms reportées dans le Tableau 3.3.
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Cation benzylpyridinium Energie critique de réaction en eV

pMeOBzPyr 1.763
mMeOBzPyr 2.325
pMeBzPyr 2.193
mMeBzPyr 2.332
pCIBzPyr 2.317
pFBzPyr 2.339

BzPyr 2.423
pNO,BzPyr 2.828

Tableau 3.3 : Energies critiques obtenues par dadeuchimie quantique QCISD/6-
31+G**/IMP2/6-31+G** des réactions de dissociatiguar rupture simple de cations

benzylpyridinium différemment substitués.

2.3 Mesures de rendements de survie expérimentaux en SMS et LDI sur Or
Pour cette étude, trois surfaces sont utilisée®:plaque DIAMS, une plaque d'or (pour la LDI) et

une plaque d'or recouverte par une monocoucheamdéhiols (SAM C10).

Chaque sel est dissous dans un mélan@gMeOH (1:1) a une concentration de 30 mM, puiskdeu
solutions filles sont obtenues en mélangeant llsspse groupes de quatre et en diluant dix fois. 1
ML est directement déposeé sur la surface étudig&B, Or ou SAM C10) soit environ 0.75 nmol
par sel. Sur les spectres de masse (Figure 3s6prie parents Met les ions fragments’ par perte

de pyridine sont détectés.
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Figure 3.6 : Spectre de masse DIAMS d'un mélandgedeylpyridinium : pCIBzPyr (M+ :
m/z 204. F+ : m/z 125), pMeOBzPyr (M+ : m/z 200; Fn/z 121), pMeBzPyr (M+ : m/z 184; F+ :
m/z 105) et BzPyr (M+ : m/z 170; F+ : m/z 91) (Laiv, puissance laser : 60%, gain du détecteur

: 5, amplification électronique : 1, accumulatioa @5spectres).

Les mesures sont d'abord effectuées en DIAMS étDdnpour trois puissances laser différentes
(70%, 80% et 90%). Dans une seconde étude, lagngsdaser est fixée a 70% et une nouvelle
surface est utilisée, la SAM C10, qui va permettitudier l'influence du chromophore sur la

distribution d'énergie interne des ions formeés.

2.4 Evaluation de la distribution d’énergie interne par MassKinetics

Les distributions d’énergie interne sont déterménée partir des rendements de survie d'ions
expérimentaux. La fonction gaussienne (16) esis@él pour décrire la distribution, elle fait
intervenir un couple de variables Xc/w qui est guefin d'obtenir la meilleure corrélation entrs le
rendements de survie expérimentauxegpYet calculésSYre. La confrontation des rendements de
survie d'ions expérimentaux et théoriques, comiiastre la Figure 3.7, permet de vérifier
l'adéquation des variables choisies pour moddkseéistribution d'énergie interne des ions.
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Figure 3.7 : Corrélation entre les rendements de/isuexpéerimentaux en DIAMS pour une
puissance laser de 90% et les rendements de statgiglés en considérant une distribution

d'énergie interne de type gaussienne avec Xc =&.20= 1.20.

Les distributions d'énergie interne des ions forlnésdu processus de désorption/ionisaB¢{E )

ont été estimeées pour les trois puissances lagauetles deux surfaces. Elles sont représentées su

la Figure 3.8.
Laser 80% | | DIAMS /\
DIAMS

———— laser 70%

laser 80%

N T laser 90%

0 2 4 6 8 10 o é ; é é
Energie Interne (eV) Energie Interne (eV)

Figure 3.8 : Comparaison des R{frdans le cas de la SAM DIAMS et du LDI sur or pesr
mélanges de sels de benzylpyridinium et leur éool@n fonction de la puissance laser utilisée. (a
partir de spectres enregistrés en mode positifdire puissance laser : 80%, gain du détecteur : 5,

amplification électronique : 1, accumulation de géstres)
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En comparant, pour une méme puissance laser, $#sbdtions d'énergie interne obtenues
DIAMS et en LDI, il appari que celle-ci sont a peu présentrées sur la ménvaleur d’énergie
moyenne X. Mais, la largeurassociée a la variable, est plus importante en LDI qu'en DIAM
Cette distribution plus largexplique l'observation qui a été faite avec l'ategisine | dans le
Chapitre 2. En effetetant donné la largeur de la distribution, la proportion dei@as ayant une
énergie interne élevée est plus importante danadede la LL, le taux d’'ions fragments est dc
plus élevéLa détermination de la distribution d'énergie ingern'a d'ailleurs pas été possible
puissance laser 90@ar les valeurs deY sont quasiment toutes nulles.

Une étude semblablest menée sur une monocoudépourvuede chromophoreFigure 3.9) en
utilisant une puissance laser de ¢, I'enveloppe de la distribution reste relativenlamnéme, mai
elle est décalée vers les phautes énergie Il apparait alors clairement que le chromophore

un rble protecteupuisqu'en son absence, I'énergie interne moyengeions formés est plus

importante.
C10 SAM C10
DIAMS
SAM DIAMS
2 3 4 5 6 7 E(eV)

Figure 3.9 :Comparaison des Pj,) dans le cas de la SAM DIAMSdet la SANC10 pour les
mélanges de sels de benzylpyridin (a partir de spectres enregistréa mode positif linéaire
puissance laser : 8@, gain du détecteur : 5, amplification électrorequl, accumulation d

25 spectres)

2.5 Interprétation

D’aprés la comparaison dedistributiors d’énergie interne des cations benzylpyridiniull
semblerait quéutilisation d’'une monocouche présentant des gements chromchores comme le
bithiophene, permette deonstituer un milieu protecteur -awvis du processus LI Les
distributions sont plus larggsour le LDI sur or qu’'en DIAMS. Elles ont aussi damce a s
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déplacer vers les plus fortes valeurs;d’ avec I'énergie du faisceau laser, ce phénomene
s’accompagnant d’'un élargissement plus importarR(&g;) en LDI sur or qu’en DIAMS. Il n'est
pas envisageable d'aprés les mesures d’AFM réalisée les surfaces testées, de corréler
linfluence de la taille de pores ou trous éverlarebnt présents a la surface, avec la
dimensionnalité de la plume en expansion et laelargleP(Ei;) tel qu’évoqué dans le cas du
DIOS %

Si on compare ces distributions d’énergie intermesdistributions de type thermique obtenues au
travers de I'équation (15), il apparait d’apres tesirbes reportées dans la Figure 3.10, que le
processus de désorption laser lié a la méthode [[HAMuUt Etre caractérisé comme purement
thermique. On remarquera a ce sujet la trainéa dedrbe de distribution thermique vers les hautes
énergies obtenue avec l'équation exacte (15) pppora a laP(Ei,) modélisée a l'aide de
'expression (16) dans le cas du DIAMS. Cet écheeovable pour des petits systemes comme les
cations benzylpyridinium est en accord avec laipr@t de I'approximation évoquée au paragraphe
1.5. Les résultats d'une modélisation prenant enpt® une distribution thermique (Figure 3.11)
appuient cette théorie et montrent une parfaiteétation entre rendements de survie théoriques et
expérimentaux. Par contre dans le cas du LDI surceite distribution est plus large que la
distribution thermique, ce qui laisse envisagentéivention de meécanismes de désorption
différents. Il faut d’ailleurs mentionner que lagérature des ions telle qu’elle est modéliséeest
1410 K, ce qui est beaucoup trop élevé pour étracenrd avec le mécanisme de la plume froide
évoqué dans la partie théorique dans le cas daib&efirradiance laser. Le modele dit de la plume
froide est en effet relatif a des températuredivelment basses mesurées dans le nuage gazeux. On
ne peut donc pas prendre en compte un chauffagmeipar transfert de matiere thermiquement
excitée a travers la surface puis refroidie paaghénomeéne d'expansion. Les phénomenes étudiés ici
seraient donc a considérer d’avantage au travensedirradiance dont les valeurs se situeraient
proche des fortes irradiances. Le transfert d’éeesg produirait par conduction directe avec la
cible. Dans ce cas, la diffusivité thermique impate de la surface dor, telle qu’évoquée
précédemment, seraient cohérente avec I'hypothasecq milieu est plus apte a transférer la
chaleur qu'a la stocker, conférant ainsi des Oigions d’énergie interne qui augmentent et

s’élargissent d’avantage en fonction de I'énergget que dans le cas du DIAMS.
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~—— Distribution d'énergie Interne en DIAMS
Distribution d'énergie interne en LDI sur Or
—— Distribution d'énergie interne d'ions & une température de 1410 K

2.5e-3
o 2.0e-3 -
=
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s SAM C10 +
5 1003 .| Bithiophéne
2
S 5004 - Energie
thermique a
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0.0 . : ' . E |
0 2 4 6 8 10 12

Energie interne (eV)
Figure 3.10 : Comparaisodes distributions d’énergie interne de cationszydpyridinium
évaluées sur LDI sur or et DIAMS avec une distidyut’énergie thermique des catio

déterminée pour une température de 14:

0.4 -

0.2 -
y = 1.0556x - 0.039
R2=0.9926
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Figure 3.11 :Corrélation entre les rendements de suexpérimentaux en DIAMS pour u
puissance laser deD86 et les rendements de survis calculés en comsitdéne distributior

d'énergie interne de tyfthermique de 1410 K.
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3 Evaluation de la distribution d’énergie interne enDIAMS et LDI sur Or de

peptides modeles

3.1 Nature et préparation des peptides thermomeétres uisés
Les peptides synthétisés par I'Institut des Biomwalés Max Mousseron (IBMM) a Montpellier
sont protonés sur le résidu arginine positionné \Varpartie N-terminale tel gu'illustré dans la

Figure 3.12 pour le peptide [LDIFSDFR+H] et dans laFigure 3.13 pour le peptide
[LEIFSEFR+HT.

o o

o o)
HZN—CH—Q—N—CH—(!—N—CH—H—N— —(!—N—CH—H—N—CH—lc!—N—CH—lc!—H—CH—lc!—OH
CH, (|;H2 (|)H—CH3 CH, CH, (|:H2 CH, CH,
CH—CH; c|;=o (|;H2 OH (|;=o (|:H2
CHs C|)H (|3H3 (|)H C|:H2

CyHzN 104"

C=NH,
Exact Mass: 1012.5098 | )
Mol. Wt.: 1013.1235 NH,
Figure 3.12 : Formule semi développée du peptid®iiISDFR+H]"
0] o} 0] (o} o} 0 (o}
Il & [ |y [ [ | [
H,N—CH—C—N—CH—C—N—CH—C—N CH—C N TH—C N TH—C—N_TH—C—N—TH—C_OH
CH, (l:H2 C|:H—CH3 (l:H2 CH, CH, CH, CH,
CH—CH, clH2 (|:H2 (l)H (::H2 le
CH, (|:=o C|:H3 c=—o (|:H2
b b :
CaoHzyN1 0" C==NH,
Exact Mass: 1040,54 |
Mol. Wt..1041,2 NH,

Figure 3.13 : Formule semi développée du peptid8AISEFR+H]"

Dans un premier temps, chaque peptide est prélave des eppendorf séparés suivant les masses
données dans [Eableau 3.4, puis dissous dans 1 mL d’eau ultra-pure.
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‘ Peptides ‘ LDIFSDFR ‘ LEIFSDFR ‘

‘ Masse prélevée (mg)| 1,25 ‘ 0,99 ‘

Tableau 3.4 : Masses de LDIFSDFR et LEIFSEFR pé&sv

Il faut mentionner que le peptide LEIFSEFR a momte§ résistances a se dissoudre. Ce qui est
probablement di a la présence d’acides aminés plydb@s, comme l'isoleucine ou la leucine.
Face a cette résistance, de I'acétonitrile a édtég (soit 41L), mais n'a pas permis de realiser une
dissolution compléte. Un volume deul de 0,1% d’acide trifluoroacétique, connu sousden de
TFA, a donc été introduit dans I'eppendorf et anpsrla dissolution totale du peptide récalcitrant.
Ce mode opératoire est suivi pour tous les peptiDesix dilutions ont enfin été réalisées : une
dilution par 10 et par 100 (respectivement desmelside 100 et 1oL prélevés d’échantillons dans

1 mL d’eau ultra pure). Ces échantillons sont dépasur la plaque a l'aide d’'une micropipette

réglée a 0,7uL.

3.2 Réactivité des peptides protonés

Les peptides tels que ceux étudiés ici, ont laiqdarité de se fragmenter de maniere sélective.
Différents mécanismes de fragmentation ont étéqmép pour rendre compte de leur réactiité’
Celle-ci est liée au fait que le proton initialerngrositionné sur le résidu arginine du coté C-
terminal, est séquestré par solvatation de chargec d'acide carboxylique C-terminal.
L’'impossibilité de mobilité, qui résulte pour ceopon, conduit alors a une orientation sélective de
la réaction de fragmentation. Dans le cas de LDIHS[e résidu acide aspartique situé du c6té N-
terminal conduit & un iom/z 784 (voir Schéma 3.1), tandis que l'acide aspagtigositionné du
c6té C-terminal conduit a un ian/z 322 (voir Schéma 3.2). Les mécanismes réactiordelses
deux fragmentations sont donnés dans le cas deFRDFR+H] dans le Schéma 3.1 et dans le
Schéma 3.2. Les structures et les rapportsdes ions produits dans le cas de la fragmentatgon
[LDIFSDFR+H]" sont reportés dans le Schéma 3.3.
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H,N N
H
0
H,N 2N
H
0
H,N 2N
H
0
H,N 2N
H

Ion Y6

Schéma 3.1 : Mécanisme de formation de I'ion m2z(&8h Y6) a partir de la fragmentation du
peptide LDIFSDFR
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NH,

TZ

Schéma 3.2 : Mécanisme de formation de I'ion méz (&8 Y2) a partir de la fragmentation du
peptide LDIFSDFR
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H,N

CeHs

Chemical Formula: C;sH,4N5O5"
Exact Mass: 322.19

HO
0 0 o
H H
H,N N N
N N
H H
o o]
OH

Chemical Formula: C;Hs4NgO1,"
Exact Mass: 784.40

®)

Schéma 3.3 : Structures et rapports masse sur ehdeg ions m/z 322 (lon Y6) et m/z 784 (ion Y2)

issus de la fragmentation sélective de Iion [LDIFFR+H]".

Dans le cas des fragmentations du peptide [LEIFSEFRseuls les structures et les rappontz
des ions fils sont reportés (voir Schéma 3.4). ingzanismes de fragmentations sont, en effet,
supposeés équivalents. Il faut toutefois signalee glans le cas de la fragmentation de
[LEIFSEFR+HT, on peut envisager une contrainte supplémentaimrgeau de I'état de transition
étant donnée la taille de la chaine alkyl du régjtlitamique impliqué dans le mécanisme de
fragmentation. Cette contrainte structurale devaaiir un impact sur la valeur de la différence

d’entropie entre I'état initial et I'état de tratisn.
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HN

CeHs

Chemical Formula: C;5H,4N5O5"
Exact Mass: 322.19

HO O
0] 0] (0]
H H
H,N N N
N N N
H H H
O ¢
OH
Chemical Formula: C3gHssNgO;"
Exact Mass: 798.41

Schéma 3.4 : Structures et rapports masse sur ehdeg ions m/z 322 (lon Y6) et m/z 798 (ion Y2)

issus de la fragmentation sélective de Iion [LEFFR+H]".

3.3 Réalisation des fichiers de fréquences des peptidetonés

La réalisation du fichier de fréquences de vibratie I'état initial du peptide protoné est basée su
une procédure décrite dans la littératirBans un premier temps, les fréquences de vibragoR0
acides aminés ont été calculées en utilisant urtbadé de chimie quantique de type DFT et des
bases étendues de type 6-31G**. Le calcul de @piénces est réalisé a partir d'une géométrie
d’énergie minimum optimisée par la méme méthode B3B-31G**. Dans un deuxieme temps,
les fréquences de vibration d’'un peptide linéaireoiporant les différents acides aminés sont

déterminés en considérant que :

i.  Pour un acide aminé positionné a I'extrémité N-ieahdu peptide, quatre modes de
vibration sont éliminés. Il s’agit de I'élongatiode la déformation et de la torsion de la
liaison O-H ainsi que de l'allongement de la li@igo=0. Pour un acide aminé C-terminal,
deux modes de vibration sont éliminés. Il s’agitl'é®ngation et de la déformation de la

liaison N-H.
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Pour un acide aminé inclus dans la chaine peptditgs six modes de vibration décrits
préecédemment sont éliminés. Ensuite, trois frégeemte vibration associées a la liaison
peptidigue sont ajoutées. Ainsi, pour chaque lrageptidique les fréquences correspondant
au nombre d’ondes 44, 294 et 1149’cdoivent étre ajoutées.

Pour 'attachement d’un proton, un mode de vibrati®longation N-H de 3600 chet un
mode de vibration de déformation BHe 1600 crif sont ajoutés. La troisiéme fréquence de
vibration ajoutée est de 1000 ¢nrelle correspond & la moyenne des valeurs de dréms
de vibration de déformation hors du plan de lastiai N-H (750 crl), de vibration de
cisaillement du groupement NH850 cni') et de vibration de torsion du groupement de
NH, (1350 cnt). Pour vérifier I'influence de chacune de ces tigres (750, 850, 1000 et
1350 cn'), les courbes Lo$[Ein)] vs Ein; sont calculées a I'aide du Logiciel MassKinetics,
a partir de I'expression (7) et en utilisant urhier de fréquences contenant I'une ou l'autre

de ces valeurs.

Influence de la fréquence du proton sur la courbe RRKM
Peptide LDIFSDFR

10

-10 4

log k

-20

-30

T T T
0 5 10 15 20

Energie interne (eV)

—— 1000 cm-1

— 750 cm-1
850 cm-1

—— 1350 em-1

Figure 3.14 : Courbes Log[k{g)] vs. B calculées dans le cas du peptide LDIFSDFR a I'aide

Logiciel MassKinetics en utilisant différents madetle fichiers de fréquences qui ne different que
par une valeur de fréquence de vibration de I'dteanent du proton (750, 850, 1000 ou 1350)cm

La Figure 3.14 montre clairement que les courbdésmies se superposent. Par conséquent les

fréquences de vibration du proton, données pajuase valeurs proposées, n'ont aucune influence
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sur la constante RRKM. Ces résultats sont vérifiéar le peptide LEIFSEFR. C’est la valeur
moyenne de 1000 cfmui a été retenue dans notre cas.

L’élaboration du fichier de fréquences de I'étatta@msition est une étape difficile. En effet, diet

de transition correspondant a la réaction de fragaten d’'un peptide ionisé a I'état de radical
cation ou de molécule protonée est difficile a nisdé Sa structure est mal connue et il n’est pas
possible de faire une recherche d’état de tramspiar calcul de chimie quantique étant donné le
nombre d’atomes a considérer dans un peptide. apgade calcul s’avérerait trop élevé, méme
avec le choix de méthode incluant des bases pedu#s. Ce qui limiterait, de plus, la précision
des résultats. Pour palier a ce manque d’informasimucturale et mécanistique, une démarche
analogue a celle décrite dans le paragraphe 1S ikksée pour modéliser un fichier de fréquences
de vibration a I'état de transition. On considea@siun premier temps que la fréquence de vibration
correspondant a I'allongement de la liaison CvNs 1149cnt, doit étre supprimée. En effet, ce
mode de vibration correspond a la coordonnée dgioéa Dans un deuxieme temps, et en accord
avec la littérature, le fichier de fréquences d#al initial est pris en compte et les valeurs de
fréquences de vibratiomsont réduites de la fagcon suivante : aucune diwren’est apportée pour

v > 2000cn, réduction des fréquences de l'ordre de 0,5% @A00 cn’> v > 1000 cnf,
réduction des fréquences de I'ordre de 0,1% poQrc38* > v > 25 cmi*.>* Ces modifications sont
lites au cas des fréquences de l'acide aspartiooa, le peptide LDIFSDFR, et de l'acide
glutamique, pour le peptide LEIFSEFR, puisque seessacides aminés sont étroitement impliqués
dans les réactions de fragmentation (voir Schérha Be plus, une rotation autour de la liaison C-
N, caractérisée par la plus faible fréquence (44)aest transformée par une vibration hors du plan
de fréquence supérieure (15009m

Pour valider les fichiers de fréquences modélisgsdifférence d’entropieAS entre I'état de
transition et I'état initial de la réaction de fragntation des peptides protonés est calculéedel’ai
des équations (8) a (12). Les valeurs obtenues Ipsuiteux peptides sont comparées aux valeurs
expérimentales reportées dans la littérattitees résultats de cette comparaison sont repoaiés d
le Tableau 3.5 et indiquent la validité de la méthaitilisée que ce soit dans le cas du peptide
LDIFSDFR ou dans celui du peptide LEIFSEFR. Mentimms cependant que pour ce dernier, une
étape supplémentaire a été mise au point afined&traccord avec la littérature. Les fréquences de
I'état initial de I'acide glutamique proches de 00&hi* sont multipliées par un facteur dé Zes
fréquences sont choisies arbitrairement : il s'dgif68, 1024, 1059, 1124 et 1144tm

! La multiplication des fréquences de I'état inipialr ce facteur 2 a donné des résultats conforrtebtéérature.
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Peptide Valeurs de la littérature Valeurs calculées
LDIFSDFR AS'=-33,02 AS'=-32,561
LEIFSDFR AS'=-52,25 AS'=-52,033

Tableau 3.5 : Comparaison de la différence d'entramtre la littérature et le calcul théorique

L’élaboration des fichiers de fréquences de I'@attransition conduit a des résultats de
différences d’entropie proches de ceux de la &ittée pour les deux peptides considérés. Ces
fichiers de fréquences de I'état de transition adilisés dans la détermination des distributions

d’énergie interne des peptides.

3.4 Evaluation des distributions d’énergie interne etmterprétation

Les analyses LDI/MS des peptides ont été realisgeslifféerentes surfaces, en DIAMS et en LDI
sur or. Les spectres de masse, donnéangrexe 2 mettent en évidence une seule fragmentation
pour chaque peptide, celle de plus faible rappod Les rendements de survie expérimentaux
obtenus pour les peptides dilués par 100 sont tepdans |§ableau 3.6pour la SAM DIAMS et

pour le LDI sur or.

Peptide DIAMS LDI
LDIFSDFR 0,89285714 0,71052632
LEIFSEFR 0,5208333 0,67142857

Tableau 3.6 : Valeurs des &¥ expérimentaux mesurés a partir des peptides péstem DIAMS
et en LDl/or

Les distributions d’énergie interne ont été détegas par I'intermédiaire de la fonction gaussienne
(16). Differents couples Xc/w ont été déterminésirpesquels le rendement de survie théorique
SYrHe est comparable au rendement de survie experimeStétxp.

LesP(Ei.) évaluées dans ce contexte sont représentéesigute 3.15pour les deux peptides.
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a) b)

Comparaison entre la SAM DIAMS et le LDI sur or Comparaison de la SAM DIAMS et du LDI/or
Peptide LDIFSDFR Peptide LEIFSEFR

0,0035 0,0018

0,0016
0,0030
0,0014

0,0025 0.0012

0,0020 0,0010 -

P(Eint)

0,0008

P(Eint)

0,0015
0,0006 -

0,0010 0,0004

0,0005 0,0002

0,0000
0,0000 T T T T T 0 5 10 15 20 25 30
0 5 10 15 20 25 30

Eint

Eint
—— DIAMS

—— DIAMS —— LDI Xc=14
=——LD] —— LDI Xc=14.5

Figure 3.15 : Comparaison des R{fEpour la SAM DIAMS et le LDI sur or pour a) le pielp
LDIFSDFR et b) le peptide LEIFSEFR, chaque peptid@t dilué 100 fois.

D’aprés les courbes en bleu de la Figure 3.15ppagait que la désorption ionisation laser sur
surface d’or confére une distribution d’énergieeine comparable aux espéces [M+dgs deux
peptides étudiés. La largeur dePi;) pour le LDI sur or est équivalente entre les deeptides, a
savoir w = 6,5 pour LDIFSDFR et w = 6 pour LEIFSEBIRXc = 14. La distribution d’énergie en
DIAMS est plus étroite (parameétre w) qu’en LDI surdans le cas des ions du peptide LDIFSDFR
(courbe rouge de Figure 3.15a). C’est le contraoer le peptide LEISFEFR (courbe rouge de la
Figure 3.15b) lorsque I'on prend en compte une lm®wentrée sur la méme valeur d’énergie
(parametre ¥). Mais, ceci est aussi mis en évidence quel gitdles@ouple w/Xc choisi comme
parametre d’ajustement pour lier B%eo auxS¥exp.

Dans le cas du peptide LDIFSDFR, cette différeneeamportement est en accord avec ce qui a
été évoqué précédemment dans le cas des catiomglpgidinium. Elle est a corréler avec la
présence de la monocouche et du chromophore hithiep Celui-ci est destiné a absorber a la
longueur d’onde du rayonnement laser. Il partidfautant plus a la protection de I'analyte vis-a-
vis de l'irradiation laser, que celui-ci a tendaric@énétrer au coeur de la monocouche. Pour le
peptide LEIFSEFR, la distribution d’énergie inteest tres large en DIAMS et LDI sur Or (voir
Figure 3.15b). Celui-ci est moins soluble dansselsants aqueux utilisés pour I'échantillonnage
gue le précédent et il conduit a des déepbts moomsolgenes en DIAMS qu’en LDI sur or. Une
irradiation directe de I'échantillon est envisadealkelle-ci serait plus probable en DIAMS qu’en
LDI sur or pour lequel I'étalement de I'échantillear la surface métallique absorbante est plus
important. Dans ce cas, il faut donc envisagerodi®gr au phénomene lié a une énergie thermique

transférée par conduction thermique de la ciblepnatessus d’excitation directe de I'analyte par
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l'irradiation laser. Si ce processus additionnelegwisagé, il devrait étre limité quand la dendieé
matiére dans la plume est élevée. Les tres nomdsausdlisions qui se produiraient alors au sein du
nuage en expansion contribueraient a rapprochephénoménologie observable de celle
caractéristique d’'un processus thermique. Dansutdabsurface de la monocouche a été saturée en
peptide LEIFSEFR. Celui-ci a été déposé a une carateon 10 fois plus élevée sur les surfaces
d’or et DIAMS, alors uné>(Ein) plus étroite est observée dans le cas du DIAMS @igure 3.16)

par rapport a celle mise en évidence avec uneieolddO fois diluée (voir Figure 3.15b). On se
rapproche d’avantage d'un processus thermique,ucdeqd a confirmer I'hypothése formulée,

méme si des études complémentaires devront étrecesa

Comparaison entre la SAM DIAMS et le LDI sur or
Peptide LEIFSEFR

0,0012

0.0010 A

0,0008

0,0006 ~

P(Eint)

0,0004 -

0,0002

0,0000

Eint

—— DIAMS
— LD

Figure 3.16 : Comparaison des R{fedans le cas de la SAM DIAMS et du LDI sur or peur
peptide LEIFSEFR dilué 10 fois.
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Chapitre IV :
Evaluations comparatives des vitesses

Initiales d’ions gazeux produits par la
methode DIAMS
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A l'origine, les sources de désorption/ionisatiaselr étaient équipées de champs d'extraction
continus et les spectres de masse enregistrésitétagequés par la dispersion en énergie cinétique
initiale des ions formés. L'invention de I'extractiretardée,qui sépare temporellement les étapes
de désorption et d'extraction des ions, a permigegeudre ce probléme et d'augmenter le pouvoir
de résolution des instruments a temps de vol. Maantt, il est aussi possible de mettre a profit ce

type de dispositif pour évaluer la vitesse initidéss ions.

Les distributions d'énergie cinétique des ions fsnrefletent les mécanismes qui peuvent
intervenir lors de la désorption/ionisation las&insi, I'étude de ces distributions peut fournisde

informations utiles pour comprendre le processusngervient en DIAMS-MS.

Plusieurs études sur les vitesses initiales desfammés en désorption/ionisation laser ont dé&ja ét
menées;® dans le cas du MALDI, on s'accorde & dire quét&sse initiale des ions d'analytes varie
entre 300 et 1000 m/s et celle de la matrice e3@feet 1700 m/s. Il semblerait de méme que ces

vitesses initiales soient liées a la masse dedspn question.

Diverses méthodes ont été utilisées pour évaliedistributions d'énergie cinétique initiale des
ions, les deux principales sont la méthode "fiewkfdrift”, qui déduit les vitesses initiales dmpes

de dérive des ions dans une zone libre de chamgnaromparant les temps de vol avec et sans
application d'un champ, la seconde est une exmériee post ionisation des molécules neutres
désorbées, dans cette méthode, le délai entreddager d'ablation et de post ionisation varikest
vitesses initiales sont déterminées grace I'évmiute l'intensité des ions en fonction du temps.
L'avantage de la méthode utilisant I'extractiomandde est qu'elle ne demande aucune modification

de l'appareillage pour étre utilisée.

1 Principes théoriques de la mesure de vitesses imies d’ions gazeux dans un

analyseur a temps de vol
La méthode qui va étre utilisée pour la détermamatie la vitesse initialepyvdes ions, imaginée par
l'équipe de Juhasz, est appelée méthode du déldiadtion’ Lorsque les ions sont formés en
source, ils évoluent un certain temps avec lewssg initiale dans une zone libre de champ ce qui
influence la durée totale de leur temps de volezimet, grace au tracé de celui-ci en fonction du

délai d'extraction imposé, de construire une dradtet la pente dépend dg v
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L'expression de la pente s'obtient en étudianétgsmtions du temps de , le développement ¢
calcul est réalisé eAnnexe |. Pour un apparea temps de vol qui fonctionne mode linéaire et

munitd'une extraction retardée tel que schématisé d@ Figure 4.1.

U GU 0 0
dy  dy L
< - i<
U(_‘;‘ I I
X | |
d > —>!
E=  E,x= E=0

(1-G)U/d, GUrd,

Figure 4.1: Schéma d'un analyseur a temps de vol avec ungcérh retardée. Les voltag

appligués sur la cible et les deux lentilles d'agtion sont respectivement U, GU (avec G<1) e

Soit un ion de masse m (kg) et de charge z (G position de celui-csuivant I'axe du tube de v
et % la distance qu'il a parcouru pendandélai d'extraction (s) avec sa vitesse inite \ (m.s?).

Le temps t qu'il mettra de la source au détectstiuexprimé par I'expressi (4.1):

t=Cy+Gy+Gy (4.1)
: 2v,d 2
Avec . y:(ﬂjz,C1:DE+LE’C2:_ 0 l,C3:— Voh ’
2zU 24, 1-G 2(1—G)
1
2d,(1-G)2
h=(1-6) L-—2%_, Al )1 ctlestr 2, 2
(1-G)>  1+(1-G)? (1-G)2 1+(1-G)>
Comme ¥ = V.1, il 'y a que Gqui dépende dr :
1
h x, m 2
t=| 57 k||l 5on | Gy + 4.2
t= Dﬁ(ijz T +constante 4.3)
2d,\ 2zU

pente

Soit
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1
T e »
(1_G) L_ Zdl - + 2d2 (1_ (3)12
(1-G)z 1+(1-G)2

Ainsi, pour déterminer la vitesse initiale, il suffe tracer I'évolution des temps de vol des iems
fonction du délai d'extraction afin de calculer valeur de la pente et de linsérer dans
I'équation (4.4).

2 Deéterminations des vitesses initiales d’ions prodis en LDI sur Or et en
DIAMS

Nous tenons a remercier particulierement Manuelp€lg, ingénieur d'étude a l'institut Jacques
Monod (Paris VII), ainsi que le Dr. Emmanuelle leeidirectrice de Recherche au CNRS a I'Institut
de Chimie ISIS de Strasbourg, pour nous avoir tieis accueilli dans leurs laboratoires et accordé

l'acces a leurs spectrometres.

2.1 Expérience et Méthode

Les expériences ont été menées dans deux labesathfférents, la premiére partie a été effectuée
a linstitut Jacques Monod sur un MALDI TOF/TOF 88Bpplied Biosystems et la deuxieme

partie a l'Institut de Chimie ISIS de Strasboungr sn Autoflex Bruker. Ces mesures ont été
effectuées a l'extérieur car notre version du Biflé ne propose que trois délais d'extraction

différents, ce qui n'est pas suffisant pour I'étude

L'analyte utilisé est la gramicidine A, c'est upiige de masse molaire 1882 g.thdl a été choisi
car il répond bien en DIAMS et qu'il est conseitlé ne pas travailler avec de trop petites

molécules.

Une solution de gramicidine de 1 mM est préparés giluée dix fois. Le dépbt est réalisé selon la
meéthode de la goutte seche, 0.7 uL de solutionésbse sur la surface étudiée (DIAMS, Or ou

SAM C10) et évaporé a pression atmosphérique.

La plague de dépbt est ensuite entrée dans I'appaten proceéde a l'acquisition des spectres de
masse pour différents délais d'extraction. Les dmppareils n'étant pas les mémes, le laser utilisé
sur I'Applied Biosystems est un Nd:YAG qui émet% 3im et un laser & azote (337nm) sur le

Brucker.
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2.2 Résultats et discussion

Sur I'Applied Biosystems, les spectres de masda deamicidine sont enregistrés pour des délais
d'extraction allant de 50 a 750 ns avec une puisskser indicative de 3500. Les temps de vol du
peptide protoné, reportés en fonction du délaitdieiion sur la Figure 4.2, permettent d'établs de

droites de régression qui correspondent trés higrpaints expérimentaux.

T, (ns)
33310 A

33300 -
33290 A

33280 A

33270 4

LDI

¢ DIAMS

e« SAMCIO

33250 +r—rv—r—rrroorrrrr—T—rs
0 200 400 600

33260 ~

Délai d'extraction (ns)

Figure 4.2 : Evolution des temps de vol des iongrdenidicine protonée en fonction du délai
d'extraction pour les méthodes DIAMS, LDI et sue sarface de SAM C10 (spectres enregistrés en

mode linéaire positif pour des délais d'extractaiant 50 a 750 ns).

Malheureusement, faute de connaitre les grandeut&ppareil, les valeurs d'énergies cinétiques
n'‘ont pas pu étre calculées, mais il reste possibleomparer les pentes obtenues pour les trois

meéthodes (Tableau 4.1).

Méthode Pente
DIAMS 0.047
LDI 0.044
SAM C10 0.046

Tableau 4.1 : Valeurs des pentes calculées desedrde régressions du temps de vol des ions en

fonction du délai d'extraction appliqué pour lesAMS, LDI et désorption/ionisation sur SAM C10.

Les trois pentes sont quasiment égales, donc ménsecgalculer la valeur des vitesses initiales, tout
porte a croire que celles-ci seront aussi égalasteizanche, on observe des différences notoires
dans les temps de vol pour les mémes valeurs @il diéktraction, mais il faut plutét l'imputer aux

conditions expérimentales comme la pression oengpérature.
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Chapitre 4 : Evaluation des vitesses initialesides produits par la méthode DIAMS.

La seconde partie de I'expérience est réaliséd'Autoflex dont les dimensions nous ont été

données par le constructeur. Les spectres de dadaggramicidine sont enregistrés sur une plaque
DIAMS et une plaque d'or pour des délais d'extoactillant aussi de 50 & 750 ns et avec une
puissance laser indicative de 80%. Le graphiqueesgmtant les temps de vol du peptide protoné en

fonction du délai d'extraction est reporté suritgufe 4.3.

35960 ~

_l_ X
LDI sur Or

35840 4
Z 35920 - DIAMS
E
2
% 35900 -
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35880 4

X
35860 4
T T T T
0 200 400 600 800

Délai d'extraction (ns)
Figure 4.3 : Evolution des temps de vol des iongrdenicidine protonée en fonction du délai
d'extraction pour les méthodes DIAMS et LDI (spescenregistrés en mode linéaire positif pour

des délais d'extraction allant 50 a 750 ns).

Les coefficients directeurs de chacune des drqtmettent cette fois de calculer les vitesses
initiales moyennes des ions émis en LDI et en DIANDSprés le Tableau 4.2, on retrouve des
vitesses tres proches comme dans la premiére mhatigtude, la monocouche n'influence donc
certainement pas la vitesse a laquelle les ions&ectés. Par contre les valeurs calculées restent

accord avec les ordres de grandeurs relevés détiérature® ’

Composé Laser nm Matrice Vitesse
m/s
[Gramicidine+H] ’ 337 LDI sur Or 321
337 DIAMS 391
+ 2
[Insuline+H] 337 HCCA 291 a31f
266 HCCA 339
2
337 SA 332 4357
2
337 DHB 521 a 543

Tableau 4.2 : Vitesse initiale des ions formés &AMIS et en LDI et comparaison avec des

résultats de la littérature.
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Conclusion

D’apreés les travaux réalisés au cours de cetteeétuest possible de considérer la méthode DIAMS
parmi les méthodes de désorption/ionisation lages snatrice. Cette définition impose de préciser
gue par méthodes LDI sans matrice, on entend luesidérer les techniques comme le LDI sur or,
le DIOS ou le NALDI qui ne nécessitent pas d’ajowte composé supplémentaire pour parfaire les
processus d’émission d’ions sous irradiation lasemme c'est par exemple le cas en SALDI.
L’élaboration et le contréle des cibles DIAMS somaintenant bien maitrisés. On peut d’ailleurs
souligner I'apport essentiel de la voltampéromaétyielique a ce sujet. La méthode DIAMS est bien
adaptée a l'analyse de composés de faibles poidécolaires. Sa robustesse, évaluée par des
études statistiques permet d'envisager son utdisgbour des évaluations quantitatives rapides.
Notons a ce sujet que les estimations de la réjidabt de la reproductibilité de la méthode
DIAMS ont été menées au travers de mesures conyesavec le LDI sur or et le MALDI. Le fait
gue ces deux dernieres méthodes aient laissé dippalas robustesses eéquivalentes, tend a fissurer
le paradigme selon lequel aucune méthode de dasagequantitatif ne pourrait étre envisagée
lorsque les techniques de désorption/ionisatiogr lasnt mises a contribution.

Cette démarche comparative est aussi a mentiommer ld cas des études réalisées concernant les
évaluations de distributions d’énergie interne etvidesses initiales des ions émis en DIAMS. En
effet, lorsque des techniques de LDI sans matrice# développées, leurs performances et leur
principe de fonctionnement ne sont pas systématignecomparés avec la méthode de LDI sur or,
qui est finalement la plus ancienneagpriori la plus simple a utiliser. Dans notre cas, noumav

pu montrer que le DIAMS confere moins d’énergietine aux analytes que le LDI sur or et qu'il
constitue un milieu de protection vis-a-vis du mayement laser qui croit avec lintensité
d’irradiation de la surface. Cette caractéristigeeait a considérer avec attention dans le cas des
peptides. Beaucoup semblent plus stables en DIAMENJ.DI et certains semblent avoir leur taux
de fragmentation trés influencé par leur interactavec la surface modifiée. Grace a un design
dirigé des monocouches, nous avons pu précisdaqagticularité de la méthode DIAMS vis-a-vis
du transfert d’énergie, est due a la présence gfanpement chromophore, absorbant a la longueur
d’'onde du laser, au sein de la structure moléaileonstitutive de la monocouche. Les évaluations
de distribution d’énergie interne ont révélé unnpamportant, a savoir que si on ne prend en
compte que les énergies de vibration des molédstdées, la température (1410 K) des ions
gazeux produits en DIAMS est tout de méme a cormiddu travers d’'un régime d'assez forte
irradiance laser. Par contre, lors des étudessésdisur les énergies cinétiqgues d’ions générés en
LDI sur or et DIAMS avec et sans chromophore, lakewrs de vitesses initiales mesurées sont
apparues comme étant comparables entre elles eteseitesses d’ions en MALDI. Si on corréle,

cette fois, la température et I'énergie thermiquta aistribution des vitesses moléculaires, les
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Conclusion

faibles valeurs de vitesses mesurées en DIAMS, anoelles reportées pour le MALDI,
conduisent a prendre en compte une faible tempérdts ions. Ceci est en accord avec le modele
de la plume froide caractéristique d’une irradiamazg/enne dans le cas du MALDI.

Voici deux interprétations apparemment contradie®iqui nécessiteront d’envisager des études
plus précises sur la corrélation entre la notiotet®pératures a évaluer (d’origine vibrationnelle o
translationnelle) et le phénoméne a appréhendan. fiteirra étre réalisé en choisissant peut étre
d’autres molécules thermometres et en reprenannddgles plus diverses pour l'interprétation des
mesures. De telles études pourraient étre généealid d’avantage de méthodes LDI sans matrice,
en incluant par exemple le DIOS et le NALDI.

Cependant, si on conserve I'idée qu’'un des graméséts de la méthode DIAMS réside dans le fait
de pouvoir envisager un design dirigé des cibléeegraux apports de I'ingénierie moléculaire,
alors, de nombreuses perspectives peuvent étnesidécer. Il s’agirait d’élaborer des surfaces dont
la structure et les propriétés seraient adaptédagpmude molécules cibles a analyser. Des études
récentes réalisées au laboratoire laissent déjaageé un certain intérét dans le design de
monocouches de nature hydrophile dans I'analysmdgosés d’origine naturelle.
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Annexe |:

Calculs pour la détermination de

I'énergie cinétique initiale des ions
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Annexes :

Calculs pour la détermination de I'énergie cinétiqe initiale

des ions :

Cette premiere annexe préselgagaisonnement détaillé qui partir des équations gérant le ter

de vol des iongermet de lier leur vitesse initialg aux autres parametres de I'appe

E,= E,= E=0
(1-G)Urd, GU/d,

Soit un ion de masse m (kg) et de charge z (G3,position dece dernier suivantaxe du tube de
vol et % la distance qu'il a parcouru pendant le ten (s) avec sa vitesse initiap (m.s?).

— 1)
Zone 1: Zone 2 :
[dl_%ti ‘I"i?'c-tl"'xﬁ} (d" =7t +vlt"j
ma, =X F = zE, sE,
a; =—
_ =
RS- v, = at, + 1
— v, _ mip-v,)
v, =at; + vy t, = —=—
f o= FiTtn _ miw, —v,)
1 -5 - zZE,
mly, — v mily, —v L
T Rt B RV I 2
zE, zE, 1,
(10)
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Conversion des vitesses en énergies cinétiques :

1 2E-\2
E. = -mv? v= (—C)Z
2 m
11 11
11(E% - d E2,-E2 |d 1
2m)2 ( c1 c0> 1 ( c2 C1> 2 m
em) + +L(=)
2E¢

t== 1-G)u GU

1.1 Développements limités :

Développement limité de*% au voisinage de a :
xV?2 =a'? 4+ (x — a)2 7

Développement limité de.E’” au voisinage de zU(1-G) :

1/2 _ M\ 2 _ _ . r
=(zU(1-6))"" + (B, —2U(1 ))Z(ZU(1 T

1/2 Ec zU(1-G) 1z
2(zU(1—G)) 2
1/2
Ec11/2 _ (zu(1-®) n Ec1 -
2 2(zU(1-6))
Développement limité de.E” au voisinage de zU :
1/2 _ 1/2 _
(ZU) + (ECZ ZU) 2(z U)1/2
1/2 _ 1/2 4 Ec; (Y2 (zu)1/? Ecz
= (z0) z(zU)l/2 2 2 2(zU)1/2
Développement limité de.E*? au voisinage de zU :
1 1 1
(Ec2)'/? T ez (Ec; — zU) 2(zU)3/2
1 1 Eq 1 _ 3  Eg
2(z0)3/2 " 2(zU)V/2 T 2(zU)Y/2 2(zU)3/2

(Ec)/2  (2U)1/2

(11)

(12)

(13)

(14)
(15)

(16)

(17)
(18)

(19)
(20)
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1.2 Introduction des développements limités dans l'exmssion du temps de vol des

ions :

= (Zm)% 4, [(zwa-6)"" + Egq B (m_vg)l/z L& (zU)1/2 Ep (z20(1-6))"? ~
z |1-GU 2 2(z20(1-6))""? 2 GU 2 2(zU)1/2 2
1
Ecy m)2 3 _Eg
2(2U(1—G))1/2>l +1 (2) (Z(ZU)l/2 2(ZU)3/2) (21)

Développement :

t= (Zm)% dl(ZU(l‘G))l/z diEcq - (2)1/2 vodi , dp(zU)'/? dzEcz
z 2U(1-G) 20(1-6)(z0(1-6)) "/ 2 (1-Q)U 2GU 2GU(zU)1/2
1 1
dz(zU(l—G))l/z _ dyEcq m)z 3 (M2 Ee
2GU 2GU(ZU(1—G))1/2 +1L (2) 2(zU)1/2 L (2) 2(zU)3/2 (22)
1.3 Expression des énergies cinétiques :
D'aprés Eq—Eo =2 F.L soit Eq=2 F.L+ %mvoz (23)
_ _ U _ X0 1 2 _ _zZUxq zGUxo , 1 2
Eq4=2z(1-G) é;dr( d1) +5mvg = zU ) zGU + - +5mug (24)

_ U _ _ X0 1 2 _ __ZUxq | zGUxo |, 1 2
E., = zG dgd;_f+ z(1 G)U( d1) +5mvg = zU ) + . +5mvp (25)

1.4 Introduction des expressions des énergies cinétigaelans l'expression du temps

de vol des ions :

t =
3 1/2 1/2
2 d d d
(2m) 12 7+ L 73 (ZU - ngo —zGU + ZG;xO + 1mv§) — (2) _"_OGlU
z |2(u(1-6)) 20(1-G)(zU(1-@)) 1 1 2 2 (1-6)
/2
dz(ZU)l/2 d, ( _zUxq | zGUxo | 1 2) _ dz(ZU(l—G))1 _ d, (

1

1
zUxo zGUxp | 1 2 (E)E 3 _ (2)5 1 ( _ zUxg | zGUxy , 1 2)
o zGU + 4 + UL )l +L 2) 2 L 2) 20 zU o + 4 + ~mvy

(26)

Développement :
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_ (Zm)% d,z1/2 " zUd, zUd, Xo zGUd,
Tz 20a-0)" | 20a-0)(zva-0)"  200-6)(w(-6)"* 4 2001-6)(zu(1-6))
2GUd, X0 1 o dy m\Y/2 vod, = dyz1/? zUd,
2U(1—G)(ZU(1—G))1/2 a HPHEC 2U(1—G)(ZU(1—G))1/2 (?) (1-G)U ' 2GU/2 ' 2GUGEY2
2Ud;  xo ZGUd, + d, dz(z(l—G))l/ L 2Ud,
2GU(zU)Y/2d;  2GU(zU)/2 d1 2GU( U)1/2 2GU1/2 26U(z2U(1-6))"?

1/2

ZUdz X0 ZGUdZ ZGUdZ X0 1 2 dz
172 7 1/2 725 5, MV 1/2
2GU(zu(1-6)) """ 41 2G6U(zU(1-G)) 2GU(zUu(1-6)) " d1 2 2GU(zU(1-0))

2

1
m\z 3L zUL ZUL X ZGUL xo 1 5 L ]
( ) [2(2U)1/2 2(zU)3/2 + 2U)3/2d, 2z0)3/%2d, 2 mvo 2(zU)3/2 (27)

Simplifications :

1
_ (Zmﬁ [ Zl/zdl Zl/zdl Zl/zdl X0 Zl/ZGdl Zl/ZGdl Xo

z |20Y2(1-)Y/2 | 201/2(1-6)3/2  20t/2(1-G6)3/2d, 2U2(1-G)3/2 ' 20/2(1-6)*/2d;

lmvg dy B (2)1/2 vody | zY/2d, | z'/2d,  z'/2d; xo | zY/%dy %o 4
2 221/2(u(1-6))*? 2 U(1-G) 2u'2G ~ 2uv/2G  2Uv/2Gd, 2UY/? 4,

1 2 d, z1/2d,(1-6)1/2 z1/24, z1/24, X0 z1/24,
20 7260372 ~ T 26Utz 20M2G(1-6)/2 | 2012GU-0)/2 d, | 2012(1-¢)1/2

1
z1/2d, x 1 2 d, m\z[ 3L L L x GL  xg
211z q. 5, MVo 1/2 o 172 1/2 172 4. 172 4.
2U (1-6) dq 2 ZGU(ZU(l—G)) 2 2(zU) 2(zU) 2(zU) dq 2(zU) dq
L

1,2
> muv, W] (28)

Mise en facteur commun :

1
_ ( m )E d1 + d1 d1 X0 Gd1 + Gd1 + d1
~ ) lazen - 6)3/2 -©%2a, 1637 ' (- PREr a4 2U(1-6)3/2
/2
1/2 ___Vods d2 _d2x Xo 12 d  dA-OVE  dy
(2m) z1/2y1/2(1-G) + + G dg +d; d 0 26U G G(1—G)1/2 +
dz dz Xo 1 2 dz 3L L on GL X0

+ -012 _ a-02aq, 20 Z6ua-6)1/2 to -3t 2d, za, 2m _](29)

dz X0
G(1-6)1/2d,

1.5 Expression sous la forme t = C,y + C,y* + C5y3

1

m \z hxo 2v0d1 ___vgh
Avecy = (2 U) G =3 A L G = etls = — ;2
1
_ 1 E x_o _ 2d1 ZGdl zdz zdz _ 2d2 _ ) d1
- (2zu) 2d1( (1-6)3/2 " (1-6)3/2 +2d, + G(1-6)1/2  (1-G6)1/? +L-GL)+ (1-6)1/2 +
di  Gdy d , dp (12(1—5)1/Z _ d, d, 3L £] (1) [_ 2v0d1]
(1-6)3/2  (1-G)3/2 + G + G G G(1-G)1/2 + (1-6)1/2 + 2 2 + 2zU (1-G) +
3
m \z[_v§dy vid,  wgd, vS_L]
(2zu) (1-6)3/2 + G G(1-G)1/2 2 (30)
Soit :
h x
Ci: C; = Ed_(l) + Le
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X0 2d1 ZGdl 2d2 2d2 2d2 d1

17 %, (_ (1-6)3/2 " (1-6)3/2 +2d; + G(1-6)1/2  (1-G)1/2 tL- GL) + -0z +
(1—(;131)3/2 N (1_G:)13/2 + % + % B dZ(l_GG)l/2 - G(liz;)l/z + (1_(22)1/2 + % - % (31)
Avec  h=-—Elo b R R od, + 2 - 2 L - GL (32)

h= =200 4 24y (— g+ 1+ gy — e+ L(1— 6) (33)

h=- 22)11/2 +2d, (“‘”;8235}; G)l/z) +L(1-6) (34)

T ((1_(;)1/2(16-(1_@1/2) 1:8:3;) +L(1-G) (35)

h = - s + 24 (S L1 - 6) (36)

h=(1-6)L -2 21‘12((11_‘5))11//22 (37)

=T e et et e M e et 5 89)

e =+ do (2(1_6);(/12:;;‘/;; ) 4L (39)

o = i 2 () L (40)

=+ 20 (C ) (@1)

o = e+ 20 (e L “2)

Le=L+ (1—22)11/2 1+(12f12)1/2 (43)

Ca: C, = -2 (44)
Cs €=l i 0 v (45)
C; = 2(1 & ((1 - G)L — (1_22)11/2 _ 2d2(é—G) + 2d2(1(—;6)1/2> (46)

C; = 2(1 = <(1 —G)L - (1_22)11/2 + 2dz(1—G)1/2((;1—(1—G)1/2) 1:8:332) (47)
| = I

C3 = —% (49)
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Pour déterminer la vitesse initiale des ions,ut faacer la courbe de I'évolution du temps deded

ions en fonction du temps d'extractioappliqué.

t=Cy +Cy* + Cy° (50)
1
= (hx m )z 2 3
t=3 ot Le) (=) + G2y + oy (51)
Or Xo = VoT (52)
1
= (hvor m )2
t= (2 2, + Le) (2zu) + cste (53)
1
— (B (m )2 '
t= (2 3 (zzu) >T + cste (54)

La théorie prévoit que ce soit une droite dontdatp vaut :

1
1 _ o 2dy 2d,(1-0)2 vo ((m \2
2 [(1 G)L (1-6)1/2 + 1+(1-G)1/2 ] d, (ZZU) (55)
Ce qui permet donc la détermination de v
d 1
_ pentex2d; @ 2
Vo = oG\ 201 2d2(1-0)1/2 (m) (56)
[( -6 1-6)1/2" 1+(1—G)1/2]

171



Annexes :

Annexe ll:

Spectres de masse du peptide
LEIFSEFR.
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Figure A2.1. Spectre de masse DIAI-MS du peptide LEIFSEFpour une solution 100 fois dilut

et une puissance laser de 80%.
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Figure A2.2: Spectre de masse L-MS du peptide LEIFSEFpour une solution 100 fois diluée

une puissance laser de 80%.
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Intene. [a.u)
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Figure A2.3:Spectre de masse DIAFMS du peptide LEIFSEFBbur une solution 10 fois dilue

et une puissance laser de 80%.
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Figure A2.4. Spectre de masse L-MS du peptide LEIFSEFpour une soltion 10 fois diluée et

une puissance laser de 80%.
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Résumé :

Résume :
Une nouvelle méthode appelée DIAMS (Desorptiondation on self-Assembled Monolayer
Surface) a été développée pour remédier aux prasidids a la présence d'ions de matrice en
ionisation MALDI (Matrix Assisted Laser Desorptitonization). Le principe de la méthode
DIAMS est d'obtenir des spectres de masse a pdéahantillons de faible poids moléculaire
directement déposés sur une surface d'or recougtene monocouche organique auto-assemblée
(SAM) absorbant a la longueur d'onde du laser (88Y). Aprés un rappel sur l'interaction
laser/matiere en spectrométrie de masse, I'élabarates cibles DIAMS et leur contréle par
électrochimie sont décrits. La faisabilité de latmoéle et sa robustesse sont testées a partir de
'analyse de lipides. Les résultats sont comparées al’autres méthodes telles que le LDI sur
surface d’or et le MALDI. Une étude mécanistiquearssuite initiée pour apporter des éléments de
compréhension au processus DIAMS. Il s’agit de cam@ip les évaluations de distributions
d’énergie interné’(Ei,;) des ions produits en DIAMS et LDI sur or. Dansheg, des molécules
thermometres telles que des sels de benzylpyrigirsubstitués et des peptides modeles sont
utilisées. Led(Ein) sont déterminées par la méthode de rendementrdie s'ions et confirmées a
I'aide du logiciel MassKinetics. Ainsi, pour unerizne fluence du laser, la distribution d’énergie
interne est purement thermique en DIAMS, contragetra ce qui est mesuré en LDI sur surface
d’'or. La présence d’'un groupement chromophore audsela monocouche (bithiophéne), constitue
un milieu protecteur vis-a-vis du rayonnement lasette protection semble augmenter avec la
fluence laser. Enfin, une mesure des vitessesalgdtides ions de la gramicidine désorbés en
DIAMS et LDI sur or, révele que la nature de laface n'a pas d’'influence sur I'énergie cinétique

initiale des ions produits par désorption/ionisatiaser.

Abstract
A new method so-called DIAMS (Desorption/lonizatiom self-Assembled Monolayer Surface) has
been developed for circumventing to the problerthefpresence of matrix ions in MALDI (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization). The prineigf the DIAMS method is to obtain mass
spectra from low molecular weight sample directipdsited onto a gold surface coated with self
assembled organic monolayer (SAM) that absorbshatldaser wave length (337 nm). After a
theoretical part related to laser light materiaiteriaction in mass spectrometry, elaboration and
electrochemical control of the target are descride feasibility of the method, its repeatability

and reproducibility are tested through lipid anab/sThe results are compared with other methods
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such as LDI on gold surface and MALDI. A mechagcigtudy was then performed in order to
better understand the process involved in DIAMSe Tdm is to compare internal energy
distributionP(Ein¢) of ions produced in DIAMS and LDI. This is doredugh theP(Ei;) evaluation

of thermometer molecules such as benzylpyridiniatissand peptides. ThB(Ei,) are then
determined from the survival yield method and conéid through the use of the MassKinetics
software. For a given laser energy, a thermal gnéisgribution is evaluated in DIAMS by contrast
to the one determined in LDI on gold surface. Thespnce of chromophore moiety (bithiophene)
offers a protecting medium towards the laser ligbtich a shield seems to increase with the laser
energy. Endly, initial velocities of gramicidinen® desorbed from DIMAS and LDI on gold,
disclose the fact the nature of the surface hasffezt on the initial kinetic energy of such ions

produced in laser desorption/ionization.
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