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pour la mesure de masses de protéines élevées dépassant 5 000 u (*) :
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S. Della-Negra, C. Deprun et Y. Le Beyec

Institut de Physique Nucléaire, B.P. n° 1, F-91406 Orsay Cedex, France
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Résumé. — Un spectrométre de masse & temps de vol a été construit & I'Institut de Physique Nucléaire d’Orsay
pour mesurer des masses de molécules diverses. La gamme de masses accessibles est comprise entre 1 et 20 000 w
Nous présentons ici une description succincte de 'appareillage avec des exemples de mesures de hautes masses.

Abstract. — A new time-of-flight mass spectrometer has been built at the Institut to measure high mass molecules.
The mass range is between 1 and 20 000 u. We discuss briefly the apparatus and give results on high mass measu-

rements.

Introduction.

Les mesures de temps de vol « événement par événe-
ment » ont bénéficié dans les années passées de déve-
loppements techniques importants, a la fois au niveau
de I'électronique rapide et au niveau des phénomeénes
a détecter (rayonnements laser, U.V., gamma, R.X,,...)
ou impact de particules (f et o, noyaux d’énergies
diverses ou fragment de noyaux, atomes ou agrégats
atomiques et moléculaires...). Aprés avoir mis au
point et utilisé & 'TPN d’Orsay un appareil d’identifi-
cation de masse par temps de vol des noyaux radio-
actifs (émetteurs a et ) produits au cours de réactions
nucléaires par ions lourds [1, 2], nous nous sommes
intéressés a I'extension a d’autres domaines de ce type
de technique [3]. En effet, la spectrométric de masse
par temps de vol pour des composés divers connait
depuis peu un essor grandissant du fait des améliora-
tions sur les mesures de temps, mais également grace
aux méthodes nouvelles de désorption-ionisation qui
sont bien adaptées a ces mesures de temps. Les
méthodes les plus fréquemment utilisées sont I'impact
laser de courte durée (quelques ns) [4, 5], des faisceaux
d’ions pulsés de quelques keV [6, 7], des ions de plu-
sieurs MeV provenant d’un accélérateur ou plus
simplement d’une source radioactive par fission spon-
tanée du 232Cf. Dans cette derniére méthode, les ions
de quelques MeV sont détectés individuellement.

(*) u : unité de masse atomique.

L'utilisation du 2°2Cf proposé par R. Macfarlane
et al. [8], sest répandue dans quelques laboratoires [9]
et s’est révélée étre particulierement efficace pour la
désorption de trés grosses molécules [10-12]. Des
développements instrumentaux originaux de cette
méthode ont été entrepris & 'IPN. En particulier un
nouveau spectrométre 4 temps de vol a été réalisé ().
Nous présentons ici des résultats sur la mesure de
masse de grosses molécules obtenus avec cet appareil
(masses moléculaires supérieures a 5 000 u).

1. Méthode expérimentale.

1.1 GENERALITES : DESCRIPTION DE L’APPAREIL. —
Le principe de la méthode a déja été décrit [3]. La
figure 1 montre schématiquement la configuration
adoptée pour le nouvel appareil DEPIL (DEsorption
Par I ons Lourds). La longueur de temps de vol notée L
sur la figure est variable de 12 cm a 95 cm. Cette possi-
bilité d’une longueur variable est intéressante pour des
études spécifiques sur les caractéristiques des spectro-
metres a temps de vol [8]. En particulier la résolution
AM 1 AT

o~ 1 AT
étant la largeur & mi-hauteur d’'un pic de temps de vol
au temps T dans le spectre) varie pour une molécule
donnée avec la longueur de vol. Dans le cas d'un agré-

en masse obtenue par la relation

(*) Surfond ATP « Transfert de Technologie de PIN2P3 ».

Article published online by EDP_Sciences and available at http://dx.doi.org/10.1051/rphysap:01986002106040100



http://www.edpsciences.org
http://dx.doi.org/10.1051/rphysap:01986002106040100

402

Feuille 2p
Al+Csl

Dépdt
moléculaire
10kV
GMC, 7 .
Ve

NE ==

820 ~

GMC,

Tube
coulissant

L (variable)

CTN
(255stps - AT=0.5nsec)

]

Vers systeme d'acquisition

Signal “Départ” Signal "Arrivée”

Fig. 1. — Schéma de principe pour la mesure de spectres de
masses de temps de vol : GMC : galettes microcanaux;
DFC : discriminateur a fractions constantes; CTN : con-
vertisseur temps numérique.

[Schematic diagram of the apparatus.]

gat de iodure de césium (ICs)Cs*, cette résolution
varie linéairement de 300 a 1 000 pour une longueur
comprise entre 20 & 95 cm. Il y a cependant une dimi-
nution de la transmission avec 'augmentation de
longueur. Pour la mesure de la masse de grosses molé-
cules nous utilisons généralement une distance de
temps de vol de 'ordre de 30 cm et une distance d’accé-
lération (d) de 4 mm. La haute tension qui accélére
les ions créés par le passage du produit de fission a
travers le dép6t moléculaire qui est appliqué entre
I'échantillon et la grille ou les grilles extractrices
maintenues a la masse, est aussi un autre paramétre.
Dans les résultats montrés plus loin, le potentiel
appliqué était de 'ordre de 16 kV. Une bien meilleure
résolution en masse peut étre obtenue a l'aide d’'un
miroir électrostatique [13] qui permet alors d’atteindre
des valeurs M/AM de 'ordre de 5 000 [14]. Le dispo-
sitif, grice au miroir, est alors adapté a I'étude des
décompositions en vol des ions métastables qui
apportent des informations structurales sur la molé-
cule qui se fragmente [15].

Pour positionner des échantillons entre I'extrac-
teur et la source de 2°2Cf un dispositif précis a été
congu au laboratoire. Dix échantillons peuvent &tre
introduits par I'intermédiaire d'un sas dans I'enceinte
sous vide. Une commande de mise en place de 'un ou
Pautre de ces échantillons contrdlés par microproces-
seur pré-programmé, permet a Popérateur de choisir
Péchantillon & analyser. Un schéma est présenté sur la
figure 2.

Les détecteurs d’ions sont des détecteurs micro-
canaux montés en chevron avec sortie d’anode a la
haute tension (~ 3 kV), Iélectronique associée est
composée de 2 discriminateurs & fraction cons-
tante [16] et d’'un convertisseur temps numérique
(CT.N.) également réalis¢ au laboratoire [17]. Le
C.T.N. posséde la particularité de classer pour un
signal de départ jusqu’a 255 signaux « stop », avec des
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Fig. 2. — Schéma du centre de I'appareil DEPIL avec le
mécanisme de passeur d’échantillons.

[Schematic diagram of the center of the DEPIL mass spec-
trometer.]

intervalles de temps minimum de 500 ps et un temps
mort entre chaque «stop» de 30 ns. Les gammes
de temps d’analyse sont comprises entre 16 pus et
128 ps. L’acquisition de données se fait 4 I'aide d’un
bloc mémoire de 16 000 canaux « multispectral »
Numelec. L’utilisation du spectrométre DEPIL en
mode « métastable » avec le miroir électrostatique
implique lutilisation de moyens informatiques plus
sophistiqués [15].

1.2 PREPARATION DES ECHANTILLONS. — L’échantil-
lon est constitué d’'un cadre supportant une feuille de
mylar aluminisé (€paisseur mylar + Al de 1,5p)
parfaitement plane. Sur la face aluminisée le dép6t
de matiére organique seffectue par la technique
d’électrospray a partir d’'une solution plus ou moins
concentrée du produit. Pour la plupart des composés
organiques le solvant utilisé est un mélange méthanol-
éthanol-eau. Pour certaines molécules, protéines en
particulier, I'acide acétique glacial ou acide trifluoracé-
tique donnent de meilleurs résultats. Ces échantillons
sont conservés sous vide ou sous atmosphére d’azote.
Bien qu'une étude systématique n’ait pas été réalisée,
il a été constaté une détérioration des échantillons de
grosses protéines aprés quelques jours. Il faut noter a
ce sujet que la méthode de mesure des masses n’est
cependant pas destructive et le composé étudié peut
dans la plupart des cas étre récupéré aprés analyse.
Il suffit en effet de 10® 4 10° fragments de fission
heurtant le dépot organique (selon le composé a ana-

‘lyser) pour étre en mesure de constituer un spectre.

Ce nombre est trés faible devant celui des molécules
sur la surface. Au cours d’expériences sur des molé-
cules de faible masse (< 1 000) 80 % de la quantité
déposée ont pu étre récupérés (3) aprés analyse. Enfin,
plusieurs mesures peuvent étre répétées sur le méme
échantillon.
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1.3 CALIBRATION TEMPS DE VOL-MASSE. — Des ions
H™* et Na* toujours émis de la surface par le fragment
de fission qui la traverse permettent une calibration
interne masse-temps de I'appareil. La masse de Na*
utilisée est 22,989 et celle de H* est 1égérement infé-
rieure A la valeur théorique (1,00789) car il y a lieu de
tenir compte d’une trés faible vitesse initiale. La valeur
déterminée empiriquement par H* est pour les ten-
sions d’accélération utilisées de 1,0055. Pour les ions
négatifs, les masses utilisées pour la calibration sont
H™ (1,0062) et C,H™ (25,007). Les constantes (4 et B)
de la relation T = A\/ﬂ + B sont déduites a l'aide
de ces deux masses de calibration. La précision au
niveau des masses 1 000 est de + 0,2 unité de masse.
Pour les masses élevées dépassant 10 000 I'incertitude
sur la détermination de la masse provient principale-
ment de la soustraction du bruit de fond et de la déter-
mination des bornes inférieures et supérieures du pic
de temps de vol dont on calcule le centroide. L’origine
de ce bruit de fond observé dans les spectres provient
essentiellement de la fragmentation de molécules
désorbées qui se produit dans I'espace d’accélération.

La mesure de calibration est faite simultanément
a la mesure des masses élevées. On utilise pour les
masses faibles une sensibilit¢é du C.T.N. de 0,5 ou
1 ns/canal, tandis que pour la zone de masses élevées
une sensibilité de 16, 32 ou 64 ns/canal est généralement
choisie par I'opérateur. Un spectre de calibration avec
1 ns/canal est présenté sur la figure 3. On y distingue
parfaitement H* et Na*.

II. Résultats sur des molécules de masses élevées.

Afin d’évaluer les possibilités du spectrométre pour les
mesures sur des masses élevées, des échantillons de
protéines ont été préparées. Nous avons choisi les
molécules suivantes :

Insuline bovine (*) masse calculée théorique : 5 733,5
Insuline porcine (%) masse calculée théorique : 5 777,6 .

Ces molécules ont déja été observées en spectrométrie
de masse [11, 18, 19] et bien que n’étant pas des com-
posés facilement mesurables, ils constituent cependant
des standards pour estimer la potentialité d’un instru-
ment pour les masses élevées. Signalons qu'un spec-
trométre & temps de vol permet d’explorer une gamme
de masse compléte (par exemple 1 & 30 000) au cours
d’une méme mesure. Ceci n’est pas possible avec un
appareil a secteur magnétique.

Sur les figures 4a et b sont présentés les spectres
de masse de I'insuline bovine pour la région de I'ion
moléculaire. La figure 4a représente le spectre brut
obtenu avec 32 ns/canal sur une période de mesure
de 10 h. Aprés quelques minutes d’accumulation le pic
moléculaire est déja nettement visible. La figure 4b
est le méme spectre aprés soustraction du bruit de
fond effectué i I'ordinateur. La valeur de la masse

(®>) Provenance : SIGMA.
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Fig. 3. — Spectre de temps de vol pour la calibration temps-
masse (T = Am + B) présentant les pics de calibration H*
et Na* mesurés simultanément avec le spectre total de I'insu-
line bovine (Fig. 4). La partie du spectre pour les temps infé-
rieurs 4 4 000 ns est systématiquement enregistrée avec une
définition de 1 ns/canal.

[Time-of-flight mass spectrum showing the peaks H* and
Na* used for mass calibration. The part of the spectrum for
T < 4000 ns is always recorded with 1 ns/channel.]
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Fig. 4. — a) Spectre de masse mesuré avec une définition
de 32 ns/canal d’une molécule d’insuline bovine (durée
comptage 10 h).

b) Le méme spectre aprés soustraction du bruit de fond.

[a) Time-of-flight mass spectrum obtained with time bins
of 32 ns/channel for a molecule of bovine insuline. b) Same
spectrum after background subtraction.]
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calculée d’aprés le centroide du pic (au-dessus de la
mi-hauteur) est 5733 en bon accord avec la masse
théorique moyenne de 5733,5 calculée en tenant
compte des abondances isotopiques. Le trés bon
accord obtenu pour cette mesure est cependant fortuit
car une incertitude de I'ordre de + 4 u a été estimée
pour la détermination des masses d’insuline.

Sur le spectre de la figure 4b, 'ion moléculaire dou-
blement chargé M2* ainsi que le fragment (chaine B
de Tinsuline) apparaissent bien distinctement. Le
fragment-chaine A est peu visible.

La figure S montre la région du pic moléculaire avec
une sensibilité plus grande de 4 ns/canal. L’on y dis-
tingue plusieurs composantes a 5 729,7, 57408 et
5 788. La présence de ces composantes peut provenir
d’un manque de pureté du produit initial ou de modi-
fications moléculaires intervenant au cours de la
préparation de Iéchantillon. Cette analyse montre
que la détermination de masse avec une faible inten-
sité requiert certaines précautions.

La figure 6 montre une mesure pour un autre type
de molécule d’insuline : I'insuline porcine de masse
théorique 5 777,6. Le spectre obtenu aprés soustrac-
tion du bruit de fond montre I'ion moléculaire mesuré
am = 5777 + 3. La mesure d’'une durée de quelques
heures a été réalisée avec une sensibilité de 64 ns/canal.

Enfin, des poids moléculaires nettement plus élevés
ont été mesurés avec une trés grosse protéine : la
« lyzozyme » () comprenant de 'ordre de 129 acides
aminés. Une dizaine de microgrammes de lyzozyme
ont été dissous dans I'eau. L’électrospray a été effectué
a partir de cette solution additionnées d’isopropanol.

Le spectre de masse aprés soustraction du bruit de
fond est montré sur la figure 7. La mesure a été faite
avec une résolution temps de 64 ns/canal. Compte
tenu de la statistique assez faible, de la soustraction du
bruit de fond et de la définition des bornes des pics,

T T T U 1 U I 1 I

INSULINE BOVINE

|

57336 .

: i

g 57297} 57408 i
° 5788 ]
© 800 -

1 1 1 1 Il L 1 1 1

L
5500 5600 5700
Temps (4ns /canal)

Fig. 5. — Région du pic moléculaire de la figure 4 présentée
avec une définition de 4 ns/canal.

[Molecular peak region of figure 4 shown with 4 ns/channel.]

(®) Provenance : Boehringer-Mannheim (RFA).
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Fig. 6. — Spectre de masse aprés soustraction de bruit de
fond de la molécule d’insuline porcine.

[Mass spectrum of the molecule porcine insuline after back-
ground subtraction.]
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Fig. 7. — Spectre de masse de la protéine lyzozyme com-
prenant 129 acides aminés.

[Mass spectrum of the protein lyzozyme (129 aminoacids). ]

nous avons indiqué les valeurs minimales et maximales
pour les masses des deux pics cependant nettement
visibles dans ce spectre. Une purification du produit
et une optimisation des calibrations de masses de-
vraient permettre d’atteindre une incertitude inférieure
a 10 unités de masse. Les valeurs de masses estimées
par différents auteurs (Refs. [20-22]) & Faide de mé-
thodes biophysiques s’étalent entre 14 100 et 14 600.
Il est probable que les deux pics dans le spectre corres-
pondent aux ions M2* et M*.

2. Conclusion.

On a montré que le spectrométre de masse par temps
de vol DEPIL réalisé a I'Institut de Physique Nucléaire
était, en dehors de ses autres possibilités, adapté a la
mesure de masses de trés grosses molécules. Un résul-
tat original sur la protéine lyzozyme a été obtenu
au cours de ce travail qui s’inscrit dans un programme
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de recherche sur la mesure et la détection de trés
hautes masses. Les instruments temps de vol appa-
raissent dans ce contexte bien adaptés, car ils peuvent
couvrir une large gamme de masses et sont moins
sensibles que les autres instruments aux fragmenta-
tions dcs molécules. En effet, les ions moléculaires
acquiérent, aprés accélération, une certaine vitesse qui
est conservée par les fragments s’il y a cassure en vol.
Dans ce cas la détection d’un fragment donne la méme
information que la masse totale. Les problémes fon-
damentaux de création des ions sont évidemment trés
liés a ceux de leur détection ultérieure et nécessitent
donc parallelement des études spécifiques. Dans le
domaine d’énergies de plusieurs dizaines de MeV, ces
études requiérent Tl'utilisation d’accélérateurs d’ions
lourds, mais appellent aussi la comparaison avec
d’autres méthodes d’ionisation-désorption (laser et
ion de quelques keV notamment). Ces phénoménes
physico-chimiques d’émission secondaire d’ions poly-
atomiques ou moléculaires ne sont pas bien connus;
ils mettent en jeu des phénomeénes liés aux surfaces,
a la perte et aux transferts d’énergie dans les interac-
tions ion-matiére. Il y a des paramétres physiques
controlables dans la voie d’entrée (nature, vitesse,
états de charge des ions incidents...) et dans la voie de
sortie (types d’ions atomiques ou moléculaires émis,
durée de vie, rendement d’émission...).

Les ions multichargés de plusieurs dizaines de MeV

apparaissent trés efficaces pour la désorption de treés

grosses entités. La compréhension des processus au
niveau fondamental est certainement trés utile pour

MASSES MOLECULAIRES ELEVEES : SPECTROMETRE DEPIL

405

lexploitation des méthodes au niveau analytique.
Des interprétations théoriques des mécanismes mis
en jeu ont été avancées par divers auteurs [23-25] et
ont été comparées a divers résultats obtenus au labo-
ratoire sur les fonctions d’excitation de rendement
d’émission secondaire [26]. Il n’y a pas pour l'instant
d’explications complétement satisfaisantes. Des résul-
tats récents ont de plus montré I'importance de la
nature du support sur lequel les dépdts organiques
solides sont effectués. Il apparait que les énergies de
liaison des molécules a certain substrat [27-28] peuvent
étre abaissées et que I'énergie interne transmise lors
de la désorption est plus faible, réduisant par consé-
quent le nombre de fragmentations en vol.

11 est clair que pour les protéines de masses élevées
un soin particulier doit étre apporté a leur purification
puis a la préparation des échantillons. La spectro-
métrie de masse peut ensuite apporter des informa-
tions fondamentales.
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