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“This is indeed a mystery,” I remarked.

“What do you imagine that it means ?”

“I have no data yet.

It is a capital mistake to theorize before one has data.
Insensibly one begins to twist facts to suit theories,
instead of theories to suit facts.”

THE ADVENTURES OF SHERLOCK HOLMES
Arthur Conan Doyle
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Introduction

L'étude des interactions entre les rayonnements et la matiere au sens large est un sujet
de recherche extrémement vaste mais fondamental pour la compréhension du monde qui nous
entoure. L'élargissement des connaissances dans ce domaine a été rendu possible par I'évolu-
tion des dispositifs expérimentaux, des théories et des méthodes de calculs. La nécessité de
comprendre et de maitriser les propriétés intrinseques des systemes les plus simples, tels que
les atomes et les molécules diatomiques, aux plus compliqués comme les hydrocarbures, les
macromolécules ou encore les agrégats, en est également le moteur. L'étude des molécules
composant la matiere biologique est devenu un sujet d'un intérét croissant pour la commu-
nauté scientifique, notamment motivée par la compréhension des mécanismes de dommage des
rayonnements ionisants, en particulier pour leurs applications a buts thérapeutiques.

Depuis plusieurs dizaines d'années, la radiothérapie dite « conventionnelle » s’est démocra-
tisée pour le traitement des cancers, venant compléter, voire parfois remplacer, les méthodes
chirurgicales et médicamenteuses (chimio-thérapie). Toutefois, par leurs propriétés d'interac-
tion avec la matiere, les photons de haute énergie utilisés en radiothérapie (MeV) traversent
le corps humain en déposant de |'énergie aussi bien dans la tumeur ciblée que dans les tissus
sains avoisinants. Pouvoir épargner ces tissus sains, en particulier les organes a risques, lors
de l'irradiation est crucial pour limiter les complications a court et long terme. Dans cet ob-
jectif, de nombreuses avancées technologiques dans le domaine de la radiothérapie, a la fois
sur les appareils d'irradiation et sur les logiciels de planification des traitements, ont permis de
maximiser le dépot d'énergie dans une tumeur tout en minimisant I'irradiation des tissus sains
environnants.

Pour certains types de cancer, |'utilisation de la radiothérapie conventionnelle peut ce-
pendant s'avérer inefficace ou non recommandée. C'est notamment le cas pour les tumeurs
radiorésistantes, les tumeurs proches d'organes vitaux sensibles et le traitement des enfants,
chez qui le risque d'apparition d'effets secondaires a long terme est important. Pour ces cas
particuliers, |'utilisation des ions pour le traitement des cancers apporte une alternative efficace
a la radiothérapie conventionnelle.

L'utilisation des faisceaux d'ions de haute énergie (centaine de MeV), protons ou ions
carbone, s'est largement développée ces dernieres années en une forme de thérapie a part
entiere, dénommeée « hadronthérapie » [5]. Les principaux avantages des faisceaux d’ions sont
de permettre un dépot de dose massif dans le volume tumoral et une balistique épargnant les




1 Introduction

tissus sains au-dela de ce dernier. Ces effets sont la traduction des propriétés de l'interaction
de ces particules chargées dans la matiere qui perdent leur énergie le long de leur traversée
mais déposent un maximum d'énergie en fin de parcours (pic de Bragg). Leur profondeur de
pénétration dans les tissus augmente avec leur énergie initiale, ce qui permet de définir avec
précision le volume dans lequel ce maximum d’énergie est déposé. De plus, leur haute efficacité
biologique et la forte densité d’'ionisation produite par ces ions les rendent particulierement
performants pour les tumeurs radiorésistantes.

Dans le but de mieux comprendre |'effet de ces rayonnements primaires et des particules
secondaires (photons, électrons, ions et radicaux libres), de nombreuses études en radiobiolo-
gie, biochimie et physique fondamentale se sont focalisées sur l'interaction de ces particules
avec la matiere biologique et ses conséquences a différentes échelles. Au niveau cellulaire, les
dommages induits par les rayonnements ionisants sont étudiés depuis de nombreuses années
dans le but d'identifier et classifier les phénomeénes d’endommagement [6] et les mécanismes de
réparation des cellules [7,8]. Ces événements interviennent sur une échelle de temps trés large.
Si I'ionisation du milieu cellulaire par les rayonnements intervient dans les premiéres femtose-
condes, les réactions physico-chimiques induites par les radicaux libres ne débutent qu'aprés
quelques nanosecondes, et les mécanismes biochimiques, tels que la réparation cellulaire, n'ont
lieu que plusieurs secondes apreés irradiation. Les effets cliniques quant a eux, peuvent se faire
ressentir quelques jours a quelques années aprés l'irradiation. |l a notamment été identifié que
les cassures simple et double brin de I'ADN sont les principales sources de dommages aux cel-
lules sous irradiation. De telles Iésions peuvent étre induites par une ionisation directe due au
rayonnement primaire, par les électrons et ions secondaires, ainsi que par les radicaux libres,
produits dans la trace des particules primaires [9]. Pour comprendre les mécanismes suivant
I'irradiation et pouvoir délivrer des traitements plus performants, il est nécessaire de découpler
les effets de ces différentes interactions que les études in vivo seules ne permettent pas de
différencier.

Les études en phase gazeuse permettent d'explorer les processus induits par l'irradiation
a |'échelle moléculaire en s'affranchissant des effets du solvant. De telles expériences menées
sur des systemes moléculaires de plus en plus gros (les acides nucléiques, les protéines et leurs
composants de base), par absorption de photons ou par interaction avec des électrons ou des
ions de basse énergie, ont montré |'importance des particules secondaires dans les processus
de fragmentation de I'’ADN. De plus, les propriétés intrinseques des molécules comme la na-
ture de leur liaison, leur structure électronique et tridimensionnelle et leurs interactions avec
leur environnement moléculaire sont des informations fondamentales pour la connaissance et la
compréhension du comportement de ces systemes. Observer de quelle maniere un systéeme mo-
léculaire se relaxe apres |'avoir perturbé par différents types de rayonnements est une méthode
permettant d'évaluer de nombreuses propriétés de ces systemes. De telles mesures peuvent
étre réalisées par des techniques comme la spectrométrie de masse et la spectroscopie, deux
techniques donnant respectivement accés a la nature des fragments moléculaires et a celle des
rayonnements produits lors de la relaxation d'un systéme.




C'est dans ce contexte général que s'inscrit cette thése, avec pour objectif I'exploration des
mécanismes de relaxation des systemes d'intérét biologique en interaction avec différents types
de rayonnements.

Dans I'équipe Atomes, Molécules et Agrégats (AMA) au sein du laboratoire CIMAP (Centre
de recherche sur les lons, les MAtériaux et la Photonique), nous nous intéressons a |'ionisation et
a la fragmentation de molécules d'intérét biologique en phase gazeuse (bases de I'’ADN, acides
aminés, etc.), isolées ou environnées (par agrégation ou nano-solvatation), par collision avec
des ions multichargés de basse énergie. Ces collisions donnent lieu a des transferts de charge et
d'énergie entre I'ion projectile et la molécule cible, capable de fortement perturber sa structure
électronique et permettant de sonder ses mécanismes de dissociation. Jusqu'a maintenant, les
études ont porté sur des systemes de petite taille pouvant étre transférés intacts en phase
gazeuse par évaporation thermique. Toutefois cette technique ne permet pas d'explorer les pro-
priétés de systemes plus gros ou des agrégats de taille et d'environnement contrélés. C'est dans
cet objectif qu'a été concu le dispositif PIBALE (Plateforme pour I'lrradiation de Biomolécules
et d'Agrégats Libres et Environnés). Cet instrument permettra d'étudier des systémes molé-
culaires tels que des oligonucléotides ou des protéines, mais aussi d'explorer I'influence d'un
environnement moléculaire controlé, par la production en phase gazeuse de systemes nano-
solvatés et d'agrégats sélectionnés en taille. De plus, il permettra d'analyser la cinématique de
fragmentation de ces systemes par une méthode de détection des fragments en coincidence.
Ces caractéristiques en feront un instrument unique au monde mais pose un réel défi expéri-
mental. Le dispositif PIBALE a récemment été installé dans le hall ARIBE (Accélérateur pour
la Recherche sur les lons de Basse Energie) du GANIL (Grand Accélérateur National d'lons
Lourds) afin d'y poursuivre son développement et de procéder aux premiéres expériences. Le
développement et la caractérisation de ce dispositif représente une grande partie de ce travail
de thése.

Contrairement aux ions, les photons permettent de déposer une quantité d'énergie précise
dans une molécule et ainsi de sonder sa structure électronique. Il est alors possible d'explorer
différentes voies de dissociations d'une molécule aprés sa ionisation ou son excitation via des
transitions particulieres. Nous avons donc choisi d'étudier les mécanismes de relaxation de mo-
lécules d'intérét biologique en phase gazeuse par photo-absorption, ce qui constitue la seconde
partie de cette thése.

Une grande majorité des études réalisées en phase gazeuse sur des systémes d'intérét bio-
logique se sont focalisées sur les molécules présentes dans les cellules, plutot que sur celles de
la matrice extra-cellulaire. Pendant cette thése, nous nous sommes intéressés au collageéne, la
protéine structurale la plus abondante du corps humain et le constituant majeur de la matrice
extra-cellulaire du cartilage, dont les propriétés particuliéres la rendent intéressante d'un point
de vue biologique et fondamental. En effet, cette protéine posséde une structure tridimension-
nelle en forme de triple hélice dont la stabilité est renforcée par I'hydroxylation des prolines,
particulierement abondantes dans le collagene. Pour étudier certaines propriétés intrinséques
de cette protéine, des expériences de photo-absorption menées sur des peptides de collagene
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protonés en phase gazeuse ont été réalisées. Nous avons ainsi exploré I'effet de I'énergie du
photon absorbé sur une grande gamme (5,6 a 540 eV) ainsi que I'influence de I'état de charge,
de I'hydroxylation des prolines et de la structure en triple hélice sur les mécanismes de relaxation
de ces peptides. Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec les équipes de Philippe
Dugourd (Institut Lumiere Matiere, Lyon, France) et de Thomas Schlathélter (Zernike Institute
for Advanced Materials, Groningen, Pays-Bas).

Ce manuscrit s'articule autour de quatre chapitres.

Les chapitres 2 et 3 sont dédiés a la présentation du contexte scientifique et des différentes
techniques expérimentales utilisées pendant cette these. La nature des systemes moléculaires
d'intérét biologique et un état de I'art de leur interaction avec des photons, des électrons et des
ions sont présentés dans le chapitre 2. La description du fonctionnement des techniques expéri-
mentales (chapitre 3) a pour but de fournir des outils permettant une meilleure compréhension
des expériences présentées dans la suite de ce manuscrit.

Le chapitre 4 présente le développement et la caractérisation du dispositif PIBALE. Une
description compléte de cet instrument y est d'abord présentée. Nous détaillerons ensuite les
points clefs du dispositif : la source a électronébulisation pour la production des molécules cibles,
le piege de Paul pour leur accumulation en un paquet dense pour l'interaction et le spectrométre
de masse a temps de vol pour I'analyse des produits de la collision avec un faisceau d'ions
atomiques. Enfin, nous présenterons les premiers résultats d'expériences en faisceaux croisés
obtenus sur ce dispositif.

Le chapitre 5 traite des expériences de photo-absorption réalisées sur les peptides de colla-
gene. Le contexte particulier de cette étude est abordé au début de cette partie et est suivi d'un
état de |'art de la photo-absorption dans le cas précis des peptides et des protéines protonées
en phase gazeuse. Le fonctionnement des deux dispositifs expérimentaux utilisés est introduit
avant la présentation des résultats. Dans un premier temps, nous explorerons les mécanismes
de relaxation d'un peptide de collagene isolé en fonction de I'énergie des photons, de son état
de charge et de la présence d'hydroxyproline. Dans un second temps, les résultats obtenus sur
un modele de la triple hélice de collagéne seront exposés.
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Ce chapitre est dédié a la présentation du contexte scientifique dans lequel s'inscrit cette
these. Dans une premiere partie, les systémes moléculaires d'intérét biologique, ou « biomo-
lécules », tels que les acides nucléiques, les protéines et leurs composants de base, seront
présentés. Nous établirons ensuite un état de I'art de leurs interactions avec différents types de
rayonnement (photons, électrons, ions) a partir des résultats d’expériences réalisées en phase
gazeuse afin d'avoir une vue globale sur les mécanismes de relaxation de ces systemes d'intérét
biologique.

2.1 Les systemes moléculaires d’intérét biologique

Les biomolécules font partie intégrante des organismes vivants et participent a leur méta-
bolisme. Elles régulent I'ensemble des réactions chimiques permettant le développement et la
survie d'un organisme. Les protéines et les acides nucléiques sont particulierement importants
vis-a-vis de l'irradiation par des rayonnements ionisants. En effet, les dommages provoqués par
ces rayonnements dans la chromatine (contenu du noyau d'une cellule), tels que les cassures
simple et double brins de 'ADN, sont la cause premiere de mortalité radio-induite des cellules.
L'intérét d'explorer les effets de I'irradiation de I'ADN et de ses composants est donc évident.
Par ailleurs, les protéines ont des rdles trés variés dans le métabolisme et la structuration des
organismes vivants. Leur destruction ou la modification de leurs propriétés physico-chimiques
induites par des rayonnements ionisants peuvent avoir des conséquences directes sur |'activité
métabolique et la survie des cellules. Dans cette partie, nous décrirons les propriétés de I'’ADN
et des protéines qui seront utiles dans la suite de ce manuscrit.
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2.1.1 Acides nucléiques

Le code génétique de tout organisme vivant est contenu et régulé par les macromolécules
complexes que sont les acides nucléiques. L'ADN (Acide DésoxyriboNucléique), formé d'une
double hélice a deux brins (figure 2.1.1), est présent dans le noyau des cellules et contient
toute I'information génétique d'un organisme et gere son développement. L'’ARN (Acide Ribo-
Nucléique), constitué d'un unique brin, est le produit de la transcription de I'ADN. Cet acide a
de nombreuses fonctions métaboliques dont la copie de I'information génétique pour la trans-
cription de I'’ADN (ARN messager) et la traduction de cette information pour créer différents
peptides et protéines ayant des activités biologiques définies. Ce processus biologique, appelé
le dogme central (figure 2.1.1), est celui qui prévaut aujourd'hui dans la description de la
transmission de I'information génétique.
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Figure 2.1.1 : Structure en double hélice de I'’ADN, liée par les paires adénine - thymine et guanine-
cytosine, et représentation du mécanisme du dogme central.

Les brins des acides nucléiques sont formés d'une séquence de nucléotides liés entre eux par
des liaisons phosphodiesters. L'ensemble des groupements phosphate-sucre constitue le sque-
lette d'un acide nucléique. La rupture d'une liaison covalente dans ce squelette est dénommée
« rupture simple brin ». Le terme oligonucléotide (figure 2.1.2) est utilisé pour décrire une sé-
quence courte d'acide nucléique composée de plusieurs nucléotides. Comme le présente la figure
2.1.2, chaque nucléotide est constitué de trois parties : la base nucléique (ou nucléobase), le
sucre (pentose) et le groupement phosphate.

Il existe cinq bases nucléiques réparties en deux familles (figure 2.1.2) :

— les dérivés de la purine : I'adénine et la guanine,

— les dérivés de la pyrimidine : la cytosine, la thymine et I'uracile.

Dans I'ADN, la structure en double hélice est formée par des liaisons hydrogénes entre bases
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complémentaires : adénine - thymine et guanine - cytosine (figure 2.1.1) [10]. Pour I'’ARN,
I'uracile est substituée a la thymine comme complément de I'adénine.

L'association de ces bases avec un sucre désoxyribose, dans le cas de I'ADN, et ribose, dans
le cas de I'ARN, se fait via la liaison glycosidique et forme ce que I'on appelle les nucléosides
(figure 2.1.5). On en dénombre quatre pour I'’ADN et autant pour I'’ARN :

— ADN : désoxyadénosine, désoxyguanosine, désoxycytidine et thimidine,

— ARN : adénosine, guanosine, cytidine et uridine.

Bases puriques
Pentose (sucre) '

Adénine Guanine 0 base
- (0]
NH2 o O liaison b
N~ N N NH OQPQ glycosidique o. O
sy AL s Lo o
E\J N ‘['\I N NH, (@] ! Base 0
R R

' base
' HO OH = ribose

‘ . o}
Bases pyrimidiques | H = désoxyribose OQP’
. . , S o © base
Cytosine Thymine Uracile nucléoside \I;O;
NH
2 0] (0] 5
fl\l/go N/JQO N/&O oligonucléotide
R R R

Figure 2.1.2 : Bases nucléiques par familles ot R représente le sucre dans les nucléosides ou les
nucléotides monophosphates.

2.1.2 Peptides et protéines

Les protéines sont des macromolécules, codées lors de la traduction par certaines séquences
de I'ADN, qui présentent une grande diversité de fonction biologique dans les cellules et les
tissus. Par exemple, I'hémoglobine permet le transport du dioxygene dans |'organisme, I'ubiqui-
tine cible les protéines devant étre détruites et le collagene a un role structurant dans les ma-
trices extra-cellulaires. La nature et I'activité biologique des protéines sont déterminées par leur
composition en acides aminés (structure primaire) et leur structure tridimensionnelle (struc-
ture secondaire, tertiaire et quaternaire). Des modifications des acides aminés, dites « post-
traductionnelles » car se produisant aprés la traduction de I'’ARN, sont susceptibles de modifier
les propriétés physico-chimiques des protéines.

Les acides aminés possedent la structure chimique H,N-C,(R)-COOH, ou R est la chaine la-
térale qui caractérise les différents acides aminés. La polymérisation de ces molécules permet de
les relier via des liaisons peptidiques et de former les peptides (figure 2.1.3). Ainsi par extension,
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Figure 2.1.3 : Formation de la liaison peptidique entre deux acides aminés composés des chaines
latérales R; et Ro. Le dipeptide formé présente les groupes N- et C-terminaux ainsi que le groupement
impliqué dans la liaison peptidique CONH.

le squelette d'une chaine polypeptidique est caractérisé par |'ensemble des groupements NH
et C=O0 liés par les liaisons peptidiques entre les différents acides aminés, et des groupements
aux extrémités : N-terminale (NH) et C-terminale (COOH). Les 20 acides aminés naturels
codés par I'ADN sont représentés dans la figure 2.1.5. Parmi eux, on peut distinguer les acides
aminés basiques (Arg, Lys et His), dont la chaine latérale peut étre positivement chargée par
protonation, et les acides aminés acides (Asp et Glu), qui peuvent étre négativement chargés
par déprotonation du groupement carboxyle de leur chaine latérale. La séquence de ces acides
aminés dans un peptide ou une protéine constitue sa structure primaire.

Feuillet B

Hélice a

Figure 2.1.4 : Exemple de structure tridimensionnelle d’une protéine (kinase). Les segments adop-
tant une structure secondaire en hélice o et en feuillet 3 sont, respectivement, de couleur rouge et
jaune. Les régions coloriées en vert correspondent a des structures non définies de la chaine polypep-
tidique.

La structure secondaire d'une protéine est définie localement par des liaisons hydrogenes
entre des acides aminés voisins. Il existe huit types de structures secondaires, mais deux d’entre
elles sont souvent rencontrées : I'hélice « et le feuillet 5 (figure 2.1.4). La structure tertiaire
est |'arrangement spatial des segments de structures secondaires différentes. Elle est formée par
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différents types d'interactions entre les chaines latérales des acides aminés d'une protéine et joue
un role important dans son activité biologique. Enfin, la structure quaternaire est I'arrangement
de plusieurs protéines entres elles dans les complexes de protéines. Le collagene, par exemple,
est constitué de trois protéines s'enroulant dans une forme particuliéere d'hélice, qui sera décrite
précisément dans la partie 5.1.1.

Chaines aliphatiques Chaines hydroxylées
Glycine Alanine Valine Isoleucine Leucine Thréonine Sérine
(Gly, G) (Ala, A) (val, V) (Iso, 1) (Leu, L) (Thr, T) (Ser, S)
o:<; 0 0 ) 0 o o
NH, NH NH, NH; NH; NH, NH,
HO
OH
Chaines basiques Chaines acides Chaines amidées
Arginine Lysine Histidine Acide aspartique Acide glutamique  Asparagine  Glutamine
(Arg, R) (Lys, K) (His, H) (Asp, D) (Glu, E) (Asn, N) (GIn, Q)
OH OH OH OH OH OH OH
o] o] 0 o o 0] o]
NH, NH, NH, NH; NH; NH, NH,
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— HO (0] H-N (0]
N 2
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HN=( HoN
NH»
Hétérocycle Chaines soufrées Chaines aromatiques
Proline Cystéine Methionine Phénylalanine Tyrosine Tryptophane
(Pro, P) (Cys, C) (Met, M) (Phe, F) (Tyr, Y) (Trp, W)

OH OH

OH OH OH OH
0 0 o 0 O o
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H,N  SH
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Figure 2.1.5 : Les 20 acides aminés naturels.

2.1.3 Nomenclature pour les fragments peptidiques

Dans la suite de ce manuscrit et pour nommer les différents fragments peptidiques, nous
utiliserons la régle de nomenclature introduite par Roepstorff & Folhman [11] et Biemann
[12,13]. Cette régle définit le nom d'un ion créé en fonction de la liaison covalente rompue
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le long du squelette du peptide. La figure 2.1.6 présente cette nomenclature dans le cas d'un
peptide composé de quatre acides aminés avec les chaines latérales Ry, Ry, R3 et R4, numérotées
a partir de I'extrémité N-terminale (NH;) jusqu’au C-terminal (COOH).

Dans le cas d'un peptide monochargé, apres rupture d'une liaison du squelette, la charge
est localisée soit du c6té du N-terminal formant des fragments a;j, b; ou ¢j, soit du c6té du
C-terminal, produisant des fragments x;, y; ou z;. Les chiffres i et j correspondent au numéro
de la liaison peptidique rompue, en comptant a partir du N-terminal pour les ions aj, b; et ¢;,
et C-terminal pour les ions x;, y; et z;.

De plus, ces notations correspondent a la liaison covalente rompue. Ainsi, les ions a; et
x; correspondent a la rupture de la liaison C,;-C, les ions b; et y; a celle de la liaison C-N et
enfin les ions ¢j et z; a celle de la liaison N-C, ;11 ot C,; correspond a I'atome de carbone lié
a la chaine latérale R;. Dans le cas d'un peptide multichargé, il est possible que des charges
soient localisées de chaque coté de la liaison rompue, pouvant ainsi former des couples d'ions
complémentaires.

X,‘ y Z X2 y2 ZZ X Y, 7‘
N-Terminal C-Terminal
Ca O R2 O R4
H
HoN iwévg ] OH
H H
R O R3 0O
Squelette peptidique 41 4 B

a b c a, b, —C a. b C

Figure 2.1.6 : Nomenclature des fragments peptidiques : exemple pour un peptide composé de
quatre acides aminés.

2.2 Faits marquants

Avec ['utilisation des rayonnements ionisants pour le traitement des cancers (radio- et
hadron-thérapie), la compréhension des processus biologiques, chimiques et physiques de I'in-
teraction entre ces rayonnements et la matiére biologique, des tissus aux biomolécules, est
devenue un champ de recherche important pour une large communauté scientifique. Dans la
matiére, la majorité des dommages biologiques n'est pas due aux ionisations primaires mais
aux interactions des nombreuses particules secondaires de plus basses énergies (électrons, ions,
radicaux, photons) produites le long du parcours du faisceau. Ainsi, avec pour objectif de com-
prendre les mécanismes physiques et physico-chimiques a I'origine des dommages biologiques,
de nombreux groupes se sont intéressés depuis plusieurs décennies a |'étude, en phase gazeuse,
de l'interaction de ces particules secondaires avec les acides nucléiques, les protéines et leurs
constituants élémentaires (nucléobases et acides aminés). Ces études en phase gazeuse sont
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importantes d'un point de vue fondamental, car elles permettent d'explorer les processus in-
trinséques se produisant au sein des molécules en s'affranchissant des effets du solvant, dont
I'eau est le principal élément dans la matiére biologique.

L'évolution des techniques expérimentales, en particulier la spectrométrie de masse et les
méthodes de vaporisation des molécules, a permis |'étude de systéemes de plus en plus com-
plexes. Les premieres expériences sur des biomolécules en phase gazeuse ont été réalisées sur
des nucléobases et des acides aminés neutres et isolés. Le chauffage de ces molécules sous
forme de poudre permet leur vaporisation et la production d'un jet moléculaire cible d'especes
neutres. Cette technique se trouve cependant rapidement limitée par la taille des systemes pou-
vant étre vaporisés, son principal défaut résidant dans la dégradation des biomolécules lors du
chauffage. Le développement de nouvelles sources de vaporisation douce a permis d'outrepasser
cette limite et d'explorer de plus gros systemes (acides nucléiques et protéines par exemple).
Parmi ces techniques de vaporisation, on peut citer l'ionisation par électronébulisation (ESI,
ElectroSpray lonization, voir section 3.1), la désorption/ionisation laser assistée par matrice
(MALDI, Matrix-Assited Laser Desorption lonization) [14] ou encore la désorption acoustique
induite par laser (LIAD, Laser-Induced Acoustic Desorption) [15]. Une propriété intéressante
de ces méthodes de vaporisation est qu'elles produisent des molécules chargées positivement
(protonées [M+nH]|"") ou négativement (déprotonées [M-nH]™), ce qui permet d'utiliser les
techniques d'optique ionique pour guider, accumuler et sélectionner ces ions selon leur rapport
masse-sur-charge avant leur interaction avec un quelconque rayonnement (voir chapitre 3).
Grace a ces progres technologiques, des molécules de plus en plus pertinentes du point de vue
biologique et mieux contrdlées (taille, conformation, environnement) ont pu étre étudiées.

Dans la suite, une revue des faits marquants liés a ce contexte scientifique est présenté.
Nous nous concentrerons sur les résultats d'expériences réalisées en phase gazeuse impliquant
des photons, des électrons ou des ions en interaction avec des molécules d'intérét biologique.
Pour chaque type de rayonnement nous discuterons, dans un premier temps, des constituants
élémentaires, tels que les nucléobases et les acides aminés, et dans un second temps des systemes
plus complexes comme les acides nucléiques ou les protéines. On peut noter ici que, si la plupart
des études réalisées sur les acides nucléiques ont pour objectif la compréhension des mécanismes
de rupture de brin (dommage entrainant presque toujours la mort d'une cellule), celles effectuées
sur les protéines sont plus orientées vers le développement de techniques pour le séquencage
« de novo » qui consiste a définir la séquence d’acides aminés d'une protéine inconnue [16].

2.2.1 Interaction photons - biomolécules

L'absorption d'un photon permet de déposer une certaine quantité d'énergie directement
dans les modes d'excitation vibrationnelle ou électronique d'une molécule. En fonction de |'éner-
gie du photon absorbé, différentes transitions électroniques peuvent étre sondées (figure 2.2.1
et 2.2.2) et donc différentes voies de relaxation peuvent potentiellement étre impliquées. Le
retour a I'état fondamental peut se faire de maniére radiative (émission d'un photon, figure
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2.2.3.a) ou non radiative, par exemple par conversion interne de I'énergie d'excitation électro-
nique en excitation vibrationnelle (figure 2.2.3.b). La dissociation d'un systéme peut alors se
produire depuis I'état fondamental aprés conversion de |'énergie absorbée en énergie interne
ro-vibrationnelle ou depuis un état électronique excité dissociatif (figure 2.2.3.c). Si le pho-
ton est suffisamment énergétique, son absorption peut ioniser la molécule depuis les orbitales
moléculaires de valence, voire les orbitales internes atomiques.

excitation
A

. . rotationnelle
vibrationnelle

électronique

A
A

ionisation <« >
Rayons Rayons X UV lointain uv visible IR R R ondes
yonsy y (Vuv) proche proche moyen lointain H -
0.05 10 200 390 770 50000 nm
50000 26000 13000 200 100 3 cm?
25000 120 6 3 1,5 0,02 0,01 eV

Figure 2.2.1 : Domaine spectral correspondant & I'ionisation et & I'excitation dans des états élec-
troniques, vibrationnels et rotationnels en unité de longueur d’onde A (nm), de nombre d’onde (cm™)
et d’énergie (eV) [17].
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Figure 2.2.2 : Schématisation des transitions moléculaires accessibles par I'absorption d’un photon
UV-VUV.

Nous ne discuterons pas ici de I'absorption des photons infra-rouges (IRMPD, Infra Red
Multi-Photon Dissociation), qui excitent vibrationnellement les molécules, pour nous concen-
trer sur les processus d'excitation électronique, de photo-ionisation et de photo-détachement
d'électron. La section 5.1.2 du chapitre 5 présente un état de I'art plus détaillé dans le cas des
peptides et des protéines protonés.
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Figure 2.2.3 : Schématisation de différentes voies de relaxation d’'une molécule aprés excitation
électronique (symbolisée par la fléche rouge). (a) Désexcitation radiative de I'état excité vers |'état
fondamental. (b) Conversion interne de I'énergie d'excitation électronique en énergie vibrationnelle
de I'état fondamental, pouvant étre suivie d’une redistribution dans différents modes de vibration de
la molécule. (c) Excitation vers un état excité dissociatif pouvant provoquer une dissociation de la
molécule.

Excitation électronique par photon UV

La photo-absorption dans I'UV par un chromophore permet d'exciter des électrons via des
transitions moléculaires spécifiques, et peut étre suivie de la dissociation du systeme selon le
processus 2.2.1 :

AB ™ AB* — A+ B (2.2.1)

Dans I'UV, les nucléobases absorbent fortement a 260 nm (~ 4,8 eV) [18], portant un élec-
tron d'une orbitale moléculaire 7 vers une orbitale excitée 7* (transition 77*). En général, I'état
excité mm* a une trés courte durée de vie (inférieur a la picoseconde) [19]. La désexcitation peut
se faire via une intersection avec un état wo* qui est dissociatif dans le cas de |'adenine neutre et
provoque une perte d'atome d'hydrogene depuis I'azote N-H normalement impliqué dans la liai-
son glycosidique [20]. Dans le cas des mononucleotides déprotonés, le photon est aussi absorbé
par la nucléobase [21,22]. La fragmentation du systéme se produit dans I'état fondamental,
apres la redistribution de I'énergie dans les modes de vibration de la molécule. Des ruptures de
la liaison glycosidique et de la liaison phosphate/sucre (rupture du squelette), typiques de la
dissociation d’origine vibrationnelle de ces systémes, sont principalement observées [22].

Pour les acides aminés, seuls ceux composés d'une chaine latérale aromatique (tyrosine,
tryptophane et phénylalanine) absorbent dans I'UV autour de 260-280 nm [23,24]. Une énergie
plus importante (A< 240 nm) est nécessaire pour exciter les acides aminés et les peptides
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via les électrons des groupements NH et C=0 des liaisons peptidiques [25]. Dans le cas des
acides aminés aromatiques protonés, deux voies de dissociation sont principalement observées
apres |'excitation d'un électron du chromophore dans un état w7*. D'une part, la perte d'un
atome d'hydrogene peut se faire depuis I'état mo*np, apres transfert de |'électron excité vers le
groupement NHj3, et d'autre part la rupture de la liaison C,-Cgs (liaison entre le « squelette »
et la chaine latérale) directement depuis I'état 77* ou aprés un transfert vers |'orbitale 77*co
du groupe carboxyle [26,27].

Dans des peptides protonés contenant ces acides aminés, la fragmentation se fait a proxi-
mité du chromophore par rupture d'une liaison peptidique [28,29] ou par la perte d'un atome
d'hydrogene ou de la chaine latérale aromatique absorbant le photon [30], comme observé
lorsqu'ils sont isolés. Aux longueurs d'ondes de 193 nm (6,4 eV) et 157 nm (7,9 €V), la frag-
mentation des peptides par rupture des liaisons peptidiques est forte et forme une multitude de
fragment de tous types (a, b, ¢, x, y et z) répartis sur toute la séquence peptidique [31]. Si la
formation des ions b/y est commune avec les processus de dissociation induite par excitation
vibrationnelle (CID, IRMPD) [32], la rupture homolytique menant a la production les ions a/x
est plus spécifique de |'absorption d'un photon énergétique [33, 34].

Dissociation et ionisation par photon VUV et X

L'absorption d'un photon VUV ou X peut déposer suffisamment d’énergie pour libérer un
électron et laisser la molécule protonée sous la forme d'un photo-ion radicalaire, soit dans I'état
fondamental, soit dans un état électronique excité pouvant entrainer sa fragmentation. En
particulier, les photons VUV permettent d'ioniser les systémes moléculaires en arrachant des
électrons des couches de valence. Un photon X est capable d’exciter (processus 2.2.2) ou de
libérer (processus 2.2.3) un électron de cceur des orbitales atomiques 1s [35]. Le réarrangement
du cortege électronique qui suit ces processus peut donner lieu a I'éjection d'un électron par un
processus Auger résonant ou non [36, 37| (figure 2.2.4). Plusieurs électrons peuvent aussi étre
éjectés de cette maniére via des processus Auger résonants simultanés ou en cascade [38, 39].
L'ion moléculaire peut toutefois avoir encore assez d'énergie interne pour fragmenter.

M Dyt (2.2.2)
M MRS 4 e

M Dy e (2.2.3)
M(n+1)+.*_>M(n+1+k)+o + (lf + 1)6_

La réponse des nucléobases et des acides aminés a I'absorption d'un photon VUV ionisant
est différente, les premiéres présentant, comme dans I'UV, une certaine « photo-stabilité ». Alors
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Figure 2.2.4 : Représentation schématique, pour une molécule protonée M"*, des processus d’io-
nisation en couche de valence par photon VUV, d’excitation et d’ionisation en couche interne 1s par
photon X, suivie de I'émission d’un électron par désexcitation Auger.

que les énergies d'ionisation des formes neutres des nucléobases et de la glycine sont proches
(~ 8-9 eV), leur seuil d'énergie de dissociation aprés ionisation varie de 0,36 €V pour la glycine
a 3,36 eV pour I'adénine [41]. Cette plus grande stabilité des nucléobases peut &tre associée a
leur structure cyclique [40,41]. Les voies de fragmentation de plus basse énergie impliquent la
perte de HCN pour I'adénine qui nécessite la rupture de deux liaisons covalentes, et la perte
de COOH pour la glycine c'est-a-dire une rupture de la liaison C,-C [40,41]. En augmentant
I'énergie du photon absorbé, la dissociation de ces systemes augmente avec |'apparition de plus

petits fragments, comme par exemple, des pertes successives de HCN pour I'adenine (figure
2.2.5).

Pour des dérivés des acides nucléiques plus grands, comme |'adénosine monophosphate
protonée (AMP) [AMP+H]* [42] ou I'oligonucléotide [dGCAT+2H]?* [43], I'absorption d'un
photon VUV d'énergie proche du seuil d'ionisation entraine principalement la rupture d'une
liaison glycosidique et la détection de la base protonée correspondante [B+H] ™. En augmentant
I'énergie du photon, le sucre ionisé apparait et devient majoritaire devant les bases dans le cas
de l'ionisation en couche 1s [43]. On peut noter que ce fragment requiert la perte de la base
mais aussi une rupture du squelette, ce qui se traduit par une rupture de brin pour |'acide
nucléique. De plus, il semble que la taille de I'AMP ne lui permette pas de rester intact apres
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Figure 2.2.5 : Spectre de masse de la glycine et de I'adénine pour différentes énergies de photons,
par Pilling et co. [40].

ionisation [42] alors que I'oligonucléotide photo-ionisé intact [dGCAT+2H]3**, qui est plus gros,
est observé pour des photons de 15 €V et jusqu'a au moins 40 eV [43] .

Pour les peptides protonés longs de quelques acides aminés, |'absorption d'un photon d’éner-
gie proche du seuil d'ionisation, ou inférieur de quelques €V, entraine majoritairement la perte
de chaines latérales depuis l'ion parent [44,45]. Au dessus du seuil d'ionisation, le peptide
photo-ionisé est observé intact et également avec des pertes de molécules neutres, attribuées
aux chaines latérales [44]. Dans une moindre mesure, la fragmentation du squelette produit une
variété d'ions de tous types répartis sur |I'ensemble du peptide. En comparaison, I'absorption
d'un photon par une protéine telle que le cytochrome c (104 acides aminés, 12,4 kDa) entraine
uniquement sa ionisation, sans fragmentation du squelette [46]. Dans le cas de |'absorption
d'un photon X en couche interne 1s, les protéines restent intactes apres |'éjection de plusieurs
électrons via des processus Auger (figure 2.2.6a) [47, 48], alors que les plus petits peptides
fragmentent complétement [48,49]. Ce résultat est semblable a celui observé dans le cas de la
photo-ionisation dans I'UV pour I'AMP [42] et I'oligonucleotide dGCAT [43], et suggere que la
survie du systéme a l'ionisation (simple ou multiple) dépend de sa taille.

Photo-détachement d’électron

Le photo-détachement d'électron (EPD, Electron PhotoDetachment) correspond au phé-
nomene résultant de |I'absorption d'un photon par une molécule déprotonée [M-nH]™. Contrai-
rement au cas de la photo-absorption UV d'une molécule protonée qui provoque principalement
sa dissociation, le principal mécanisme de relaxation dans le cas de I'EPD est |'éjection d'un
électron qui laisse la molécule sous forme radicalaire et avec une charge réduite (processus
2.2.4 et figure 2.2.6b) [51]. Le photo-détachement de I'électron est un processus rapide qui
intervient avant la redistribution de I'énergie dans les modes de vibration [51]. Comme cette
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Figure 2.2.6 : (a) Spectre de masse de I'ubiquitine protonée, [M+5H[°* (m/q = 1714), aprés
absorption d'un photon de 288,2 eV (énergie d’excitation d’un électron de couche 1s du carbone) [47].
(b) Spectre de masse de I'insuline déprotonée, [M-5H[> (m/q = 1145), aprés absorption d'un photon
de 15 eV [50].

technique requiert des molécules multi-déprotonées, elle est principalement appliquée a des
systémes moléculaires de grande taille (oligonucleotides, peptides, protéines).

[M —nH]" 2% [M — nH]"D* 4 e~ (2.2.4)

Dans le cas de |'absorption d'un photon UV par des oligonucleotides, I'EPD est fortement
lié a la composition des nucléobases (qui absorbent les photons dans I'UV) mais n'implique
pas le squelette ribose/phosphate [52]. En particulier, I'efficacité de I'EPD a une longueur
d'onde donnée est d'autant plus grande que les nucléobases présentes ont une faible énergie
d'ionisation [52]. Comme la guanine est la nucléobase ayant le potentiel d'ionisation le plus bas,
I'EPD est un processus d'autant plus efficace que le nombre de guanines est grand [52, 53].
Cette technique n’entraine pas la dissociation de complexes non covalents et peut d'ailleurs
permettre de sonder leur structure quaternaire en phase gazeuse (formation de duplex ou de
quadruplex par exemple) [54]. Des mécanismes similaires sont impliqués dans le cas de I'EPD
de peptides et de protéines induits par photon UV [51,55].

L'activation vibrationnelle par CID de I'anion radicalaire, [M-nH]("1)-*  produit par I'EPD,
entraine une fragmentation en partie causée par |'action du radical et différente de celle pouvant
étre obtenue par CID de la molécule parente [M-nH|™. Dans le cas des oligonucléotides, une
variété de fragments du squelette et une trés forte proportion de pertes de molécules neutres
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(nucléobase, CO, HyO/NHj3) sont produites [53, 56]. Pour les peptides, cela entraine aussi la
perte de molécules neutres (chaines latérales, majoritairement CO, des groupements carboxy-
liques déprotonés des acides aspartiques et glutamiques et du C-terminal) ainsi que la rupture
du squelette produisant de nombreux fragments répartis sur I'ensemble de la séquence, dont
majoritairement les ions a/x [51,55,57].

L'absorption d'un photon VUV par une protéine déprotonée peut éjecter plusieurs électrons
sans entrainer la fragmentation du systeme [50, 58, 59] (figure 2.2.6b). Contrairement a I'io-
nisation des protéines protonées [60], I'augmentation de I'état de charge initial de la protéine
n'affecte pas le seuil d'énergie du multi-détachement d’'électron mais améliore la probabilité du
processus [58].

Ainsi, le photo-détachement d’'électrons pour des systemes déprotonés et la photo-ionisation
de systémes neutres ou protonés, sont des sources importantes de production d'électrons. Ces
électrons, lorsqu'ils entrent en interaction avec la matiére biologique, peuvent alors entrainer
des dommages via différents processus.

2.2.2 Interaction électrons - biomolécules

Les électrons mis en mouvement dans la matiere lors de I'ionisation du milieu par le rayon-
nement primaire sont produits sur une tres large gamme d'énergie. Par exemple, I'ionisation
par effet photo-électrique ou par diffusion Compton de photons « thérapeutiques » (de I'ordre
de la centaine de keV a quelques MeV) peut libérer des électrons de plusieurs centaines de
keV d'énergie cinétique, tandis que des électrons « secondaires » ont de plus faibles énergies,
de 'ordre de quelques dizaines a quelques centaines d'eV. En interagissant avec la matiere
(ionisation, excitation), ces électrons vont rapidement perdre leur énergie et peuvent atteindre,
en fin de parcours, une énergie inférieure au seuil d'ionisation des molécules du milieu. Dans
cette gamme, |'électron est alors susceptible d'étre capturé par une molécule par un processus
résonant. Ce dernier processus est la source d'importants dommages dans la matiére biologique,
pouvant notamment étre a I'origine de rupture des brins d’ADN [61-63].

Attachement électronique dissociatif

L'attachement d'un électron de basse énergie (< 10 €V) sur une molécule neutre est un
processus résonant qui dépend de I'énergie de |'électron et qui peut entrainer la fragmentation
de la molécule (DEA, Dissociative Electron Attachment). En fonction de I'énergie de |'électron
et de I'orbitale sur lequel celui-ci s'attache, la molécule peut relaxer soit en éjectant cet électron
soit en se dissociant (processus 2.2.5).

AB+e — AB™" — A"+ B (2.2.5)

Pour les nucléobases, la principale voie de dissociation apres attachement d'un électron
d’environ 1 eV est la perte d'un atome d'hydrogene [64]. Par exemple dans le cas de la thymine,
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cette résonance possede deux structures centrées a 1,0 €V et 1,8 eV qui différencient le groupe
N-H duquel I'hydrogene est éjecté. La premiere résonance correspond a |'azote normalement
impliqué dans la liaison glycosidique, tandis que la seconde implique I'azote de la liaison non
covalente avec la base complémentaire du second brin dans I'’ADN [65]. A plus haute énergie
(5-12 €V), la perte d’'hydrogene est aussi observée par rupture d'une liaison N-H (~ 5-7 V)
ou C-H (~ 8-10 eV) [66], et plusieurs fragments peuvent étre produits par la dissociation de
I'hétérocycle [67]. Pour la thymidine (nucléoside), les mémes résonances autour de 1 €V sont
observées et impliquent la rupture de la liaison glycosidique (1,2 eV) et la perte d'un atome
d’hydrogene (1,8 V), ce qui est cohérent avec le site N-H sélectionné par ces résonances dans le
cas de la nucléobase seule [68]. Enfin dans le cas de la molécule ribose-5-phosphate (groupement
phosphate + sucre), I'attachement d'un électron proche de 0 eV entraine la rupture de la liaison
phosphate-sucre, ce qui peut étre interprété comme la rupture d'un brin de I'ADN [69].

Pour les acides aminés, |'attachement d'un électron autour de 1 eV (résonance a ~ 1,4
eV) entraine la perte d'un atome d'hydrogeéne mais, a plus haute énergie (5-10 €V), provoque
principalement la rupture de la liaison C,-C [70-74]. Dans le cas des peptides, la probabilité
de la perte d'un atome d'hydrogene diminue avec le nombre d'acides aminés. Des fragments
de types c/z deviennent majoritaires, formés par la rupture de la liaison N-C, affaiblie par

I'attachement de I'électron sur une orbitale 7" ou o* des groupements de la liaison peptidique
NH et C=0 [75].

Dissociation par capture d’électron

La dissociation par capture d'électron (ECD, Electron Capture Dissociation) référe au pro-
cessus de |'attachement d'un électron de basse énergie (0,1 - 10 €V) sur une molécule chargée
positivement, donc généralement protonée (processus 2.2.6). La probabilité de cette capture
augmente avec |'état de charge initial de la molécule [76].

[M +nH|"" +e™ — [M +nH]|n "Dt (2.2.6)

Dans le cas des acides nucléiques, qui ne sont toutefois pas présents a |'état protoné dans
I'’ADN, I'ECD peut provoquer la perte de nucléobases neutres ainsi que des ruptures des liaisons
phosphate-sucre (rupture de brin) [77,78]. Pour les protéines, les fragments c/z et ceux formés
par rupture de liaisons dissulfides S-S sont majoritairement produits [76] comme dans le cas du
DEA pour des petits peptides [75]. La dissociation du radical cation implique un mécanisme
radicalaire et se fait de maniére non statistique (différent de la CID). Les liaisons non-covalentes
intramoléculaires (la structure secondaire) sont donc conservées par ECD [76,79,80].

Détachement d’électron dissociatif

L'interaction d'un électron d'énergie supérieure a 10 eV sur une molécule déprotonée (EDD,
Electron Detachment Dissociation) entraine |'éjection d'un électron (processus 2.2.7). Ce pro-
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cessus présente certaines similitudes avec I'EPD [81].
(M —nH"™ +e — [M +nH|" D7 4 2¢~ (2.2.7)

Comme dans le cas de |'activation vibrationnelle de I'anion radicalaire créé en EPD, I'EDD
de protéine provoque une importante perte de CO, depuis I'anion radicalaire, ainsi que la rupture
du squelette (fragments a/x majoritaires), préférentiellement a proximité des acides aspartiques
et glutamiques portant la charge [82,83]. Le méme type de fragmentation est aussi observé
dans le cas des olignucléotides [84]. Toutefois, comme une plus grande énergie est apportée par
ces électrons que par les photons UV, la présence de la guanine ne semble plus étre un facteur
déterminant pour le détachement de I'électron [53, 84].

lonisation par impact d’électron

L'impact d'électron (El, Electron Impact) de haute énergie peut &étre utilisé pour ioniser
des molécules protonées (processus 2.2.8).

(M +nH]" " + e — [M + nH|"DTe* 4 2e~ (2.2.8)

L'impact électronique au dessus du seuil d'ionisation pour des peptides ou des protéines
présente des résultats trés similaires a l'ionisation par photon VUV ou X [85-88]. L'énergie
d'ionisation des peptides protonés [M+H]™, de masse comprise en 1 et 3 kDa, est d'environ 10
-11 eV [85]. L'absence du peptide ionisé intact pour de plus petits systémes suggere, ici aussi,
un effet de la taille du peptide sur sa survie aprés ionisation [85]. La dissociation succédant
a I'ionisation se fait majoritairement par des pertes de molécules neutres (chaines latérales)
depuis le peptide ionisé, ainsi que par des ruptures du squelette formant des fragments a/x et
c/z répartis sur I'ensemble du peptide [87]. Comme pour I'ionisation par photons X, I'impact
d'un électron de 288 €V provoque I'éjection d'un électron de la couche 1s du carbone. Ce
processus peut étre suivi par I'émission d'un électron Auger pour former le peptide doublement
ionisé [M+nH](+2)+e¢ [88] (figure 2.2.7).

En résumé, les processus induits par I'interaction d'un électron avec les molécules d'intérét
biologique dépendent fortement de |'énergie initiale de I'électron et du potentiel d'ionisation
du systeme. En dessous du seuil d'ionisation, |'électron peut étre capturé par la molécule et
provoquer sa dissociation (DEA, ECD). Au-dessus du seuil d'ionisation (EDD, El), I'électron
incident entraine |'éjection d'un ou plusieurs électrons d'une maniere similaire a |'absorption
d'un photon de méme énergie (VUV, X), ce qui peut étre vu comme une source d'électrons
secondaires. Ceci laisse le systeme sous forme radicalaire et, dans le cas des peptides, provoque
majoritairement des pertes de molécules neutres et la production des fragments a/x.

Ainsi, il semble que la réaction a l'ionisation de tels systéemes soit similaire que ce soit
par l'interaction avec un photon ou avec un électron. Les ions mono- et -multichargés sont
un autre type de projectile capable de provoquer |'ionisation de systemes moléculaires, et donc
aussi de générer de nombreux électrons secondaires. Comme la nature de ces particules est tres
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Figure 2.2.7 : Spectre de masse de I'ubiquine protonée [M+7H]"* aprés impact électronique a 288
eV ou absorption d’'un photon de 288,2 eV [88].

différente des électrons et des photons, différents processus moléculaires peuvent étre impliqués
lors de leur interaction avec les molécules.

2.2.3 Interaction ions atomiques - biomolécules

L'interaction entre un ion atomique projectile (A7) et une molécule peut impliquer diffé-
rents processus qui dépendent des caractéristiques du projectile, telles que son état de charge q
et sa vitesse v, (nous I'exprimerons en unité atomique ua, dans la suite de cette section : 1 ua
=2,19.10° m/s) . A haute vélocité (v, > 1 ua) les processus d'excitation (processus 2.2.9) et
d’ionisation (processus 2.2.10) sont dominants.

M + AT — M* + At (2.2.9)

M+ AT — M 4 ne” + AT (2.2.10)

Lorsque la vitesse du projectile est inférieure a la vitesse des électrons de la cible (v, < 1 ua),
le processus de capture électronique (processus 2.2.11) devient le processus dominant. Celui-ci
implique un transfert de charge de la cible vers le projectile. De cette maniére, I'électron arraché
a la molécule n'est pas éjecté comme un électron libre et, dans la matiére, ne participe pas aux
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rayonnements secondaires.
M + AT — Mo 4 Al (2.2.11)

Cependant dans le cas des expériences qui sont présentées par la suite, la vitesse des ions
projectiles est proche de 1 ua et les processus d'ionisation et de capture peuvent coexister
(processus 2.2.12).

M 4 ATF — pFmter 4 glamnibe 4 e (2.2.12)

Le parametre d'impact, c'est-a-dire la distance a laquelle se fait l'interaction, a un réle
important sur la probabilité de ces processus. A grands paramétres d'impacts, la capture élec-
tronique est le processus le plus favorable tandis qu'a petit paramétre d'impact, I'ionisation
est plus probable. Ainsi, en variant les caractéristiques du projectile, il est possible de favoriser
certains de ces processus par rapport aux autres et d'étudier leur influence sur les voies de
fragmentation des molécules.

Toutefois, la multiplicité et la complexité des processus d’interaction ne permet pas une
analyse fine de la collision avec un simple spectre de masse, mais peut étre réalisée grace a des
mesures complémentaires. Par exemple, la détection des fragments chargés en coincidence [89,
90] permet, entre autres, de connaitre I'état de charge de la molécule avant sa fragmentation.
Celle de I'état de charge final du projectile [91-94] et du nombre d'électrons éjectés par la cible
[91,95,96] permet de différencier les processus d'ionisations et de captures électroniques. La
mesure de |'énergie cinétique perdue par le projectile pendant la collision [97,98] permet, quant
a elle, de remonter a I'énergie d'excitation transférée dans la molécule. En complément de ces
mesures, les calculs de dynamique moléculaire ab initio se sont révélés étre un outil puissant pour
analyser les résultats de ces collisions [90,99]. On peut noter que jusqu'a maintenant, la grande
majorité des expériences sur des molécules d'intérét biologique ont été réalisées avec des especes
neutres produites par évaporation thermique. Seulement trés récemment, quelques études ont
été menées sur des biomolécules plus larges produites par électronébulisation [43,100-102].

De maniére générale, pour une molécule donnée, les caractéristiques du projectile (nu-
méro atomique, charge, vitesse) ont peu d'influence sur la nature des fragments observés mais
peuvent modifier leur intensité relative. La multi-ionisation et la multi-capture sont des pro-
cessus possibles et plus probables a faible parameétre d'impact. Par exemple pour la molécule
d’adénine, la capture de trois électrons par un ion F>* a 30 keV (0,18 ua) représente ~1 %
de tous les événements de capture électronique [92], et jusqu'a sept électrons peuvent &tre
capturés par un ion Ar®t a 30 keV (0,06 ua) [91]. On peut noter que ['utilisation d'ions He™
comme projectile induit, a basse énergie, une fragmentation souvent plus intense que pour les
autres ions. Ce phénomeéne peut étre attribué au fait que les niveaux d'énergie de cet ion ne
soient pas résonants avec celui du plus haut état moléculaire occupé (HOMO, Highest Occu-
pied Molecular Orbital), ce qui peut impliquer une plus grande énergie d'excitation transférée
a la molécule cible [89,100,101,103-105].

Dans le cas des nucléobases, le cation formé par la collision peut généralement étre détecté
intact alors que le dication est plus instable et fragmente dans la majorité des cas [93,95, 104].
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L'adenine fragmente par évaporation de molécules neutres de HCN et forme majoritairement le
fragment CNH,*. La multi-ionisation favorise la formation de petits fragments tels que H* ou
C* [95,96]. Cette plus forte fragmentation peut-&tre due a une plus grande énergie déposée via
un petit paramétre d'impact (projectiles peu multichargés) ou a une explosion coulombienne de
la molécule. Pour I'uracile, la collision avec des protons de 20 a 150 keV produit principalement
les fragments COT, CNO™ et C3H3NO™ [94,106]. Ces mémes fragments sont observés par
collision des ions C°* & 42 MeV sans atomisation de la molécule [107].

La molécule de déoxyribose isolée présente une forte fragmentation et une tres faible survie
du cation [103]. Il a été mesuré que |'énergie d’excitation déposée en moyenne dans la molécule
lors de la double capture d'électron par des protons de 3 et 7 keV est, respectivement, de 6,5 eV
et 11 eV [98]. Une plus grande énergie d'excitation permet de former les plus petits fragments.
De plus, I'intensité des différents fragments varie selon une loi de puissance caractéristique d'une
fragmentation statistique, ou les plus petits fragments sont formés en majorité par rapport aux
plus gros [103]. La constante de proportionnalité k de cette loi dépend du projectile et il a été
proposé qu'elle puisse étre reliée a I'énergie d'excitation déposée dans la molécule [98].
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Figure 2.2.8 : Spectre de masse de I'oligonucléotide protoné [dGCAT+2HJ?* aprés collision, dans
un piége de Paul, avec des ions C** a 40 keV. Le pic a m/z = 81 peut étre attribué 3 CsH50" du
sucre [43].

Les collisions entre des ions et des nucléosides ne permettent pas au cation de rester intact
mais entraine sa fragmentation principalement via la rupture de la liaison glycosidique. Pour les
nucléosides composés d'une base d'adénine, de cytosine ou de guanine, cette rupture mene a la
formation de la base cationique, tandis que pour la thymine, dont I'énergie d'ionisation est la
plus élevée, la charge reste préférentiellement sur le sucre qui peut étre détecté intact [108,109].
Des séries de fragments de plus petites masses sont observées mais ne peuvent étre attribuées
sans ambiguité a des fragments de la base ou du sucre. Pour un systeme plus grand comme
I'oligonucléotide doublement protoné [dGCAT+2H]?>" en interaction avec des ions carbones
multichargés, la fragmentation suit un principe assez similaire [43]. Le systéme peut survivre a
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I'ionisation, mais les fragments majoritaires sont les quatre bases (la thymine ayant I'intensité
la plus faible) et le sucre dont la formation implique une (ou deux) rupture de brin et la perte
d’'une base [43] (figure 2.2.8).

Pour les quelques acides aminés étudiés jusqu'a maintenant (glycine, valine et alanine), la
survie du cation formé lors de la collision est bien plus faible que dans le cas des nucléobases et
la rupture de la liaison C,-C est la voie de fragmentation majoritaire [90,99,105,110]. Comme la
charge est préférentiellement retenue sur le groupe NH,, le cation formé par la perte de COOH
est observé. Cependant le fragment COOH™ peut-étre observé dans des conditions de double
ionisation /capture électronique ol la charge est répartie sur la molécule [90,110]. Des calculs
de dynamique moléculaire sur le dication de glycine montrent que |'explosion coulombienne est
le processus de fragmentation dominant lorsque peu d'énergie d'excitation est transférée dans
la molécule, et peut intervenir des ~30 fs [90].
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Figure 2.2.9 : (a) Spectre de masse de la substance P (1347 Da) doublement protonée [M+2HJ?*,
aprés collision, dans un piége de Paul, avec des ions H* 4 5 keV [101]. (b) Spectre de masse du
cytochrome C (12,5 kDa) d’état de charge 15+ a 19+, apreés collision dans un piege de Paul avec
des ions Xe%* 3 96 keV [102]. Les pics « SEC » et « DEC » indiquent respectivement les produits de
la capture simple et double, et le pic « DP » indique celui de la déprotonation de la protéine.

La fragmentation des peptides protonés de masse comprise entre 555 Da (leucine - en-
képhaline) et 1357 Da (substance P), par collision avec des ions (H*, He™, He?"), présente
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un schéma similaire [100, 101]. Le peptide ionisé peut &étre observé intact et avec la perte de
chaines latérales neutres ou parfois chargées [101]. Toutefois la fragmentation du peptide est
généralement intense et produit de nombreux ions de rapport m/q inférieur a 150. La majo-
rité de ces fragments sont des acides aminés avec une chaine latérale compléte ou partielle
(figure 2.2.9a). Quelques fragments du squelette peptidique (a, b, ¢, y, z) sont observés, mais
les ions complémentaires sont absents des spectres de masse [101]. La protéine cytochrome C
(12,5 kDa) réagit différemment a l'interaction avec des ions Xe®* a 96 keV [102]. Dans cette
collision, I'ion peut arracher jusqu'a deux électrons mais aussi un proton a la protéine, qui peut
rester intacte. L'intensité du pic correspondant a ce processus de déprotonation augmente avec
I'état de charge initial de la protéine et du projectile (figure 2.2.9b). Toutefois, environ 70 a
80 % des protéines ayant interagi fragmente en une grande variété de fragments pouvant étre
a I'origine du large fond non résolu présent sur les spectres de masse (figure 2.2.9b).

En conclusion, la plupart des travaux réalisés entre des ions et des molécules d’'intérét
biologique ont été comparés aux résultats pouvant étre obtenus par impact d'électron (souvent
70 V) ou par photo-ionisation (VUV, X). Pour chaque systéme, les spectres de masse sont
qualitativement semblables. Les mémes fragments sont généralement observés mais avec des
intensités variables. Si les études sur les nucléobases sont nombreuses, celles sur les acides
aminés se sont limitées a seulement quelques uns des vingt acides aminés ce qui permet de
comprendre comment leur chaine latérale peut influencer leur fragmentation. De plus, I'étude
des collisions entre des ions et des molécules produites par électronébulisation est un champ
d'investigation tres large et encore tres peu exploré. Ces ions peuvent provoquer des pertes de
chaines latérales chargées et la déprotonation des protéines. Ces deux voies de dissociation,
non observées dans le cas des électrons et des photons, méritent d'étre étudiées en détail. De
nombreux systémes pourraient intéresser la communauté scientifique, tels que les di- et tri-
peptides, qui sont d'excellent candidats pour explorer les mécanismes de dissociation de plus
gros peptides, ou encore les composants des acides nucléiques a |'état déprotoné. Enfin, la
réalisation de ces expériences au sein d'un piege a ions ne permet pas une analyse fine de la
fragmentation et laisse de nombreuses questions sans réponses, comme |'état de charge de la
molécule avant sa dissociation ou la raison de |'absence des fragments complémentaires. Ces
réponses pourraient étre obtenues grace aux techniques de mesure en coincidence des fragments
de la collision. C'est notamment dans cet esprit que le dispositif PIBALE a été développé. Nous
verrons dans le chapitre 4 de quelle maniere ce dispositif a été concu pour répondre a ces
questions.
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La spectrométrie de masse est une technique d'analyse de particules chargées en phase
gazeuse selon leur rapport masse sur charge (m/q). La nécessité d'étudier des systémes molé-
culaires de plus en plus complexes (protéines, ADN, etc...) et leurs propriétés physico-chimiques
a mené au développement de techniques expérimentales de pointe pour la spectrométrie de
masse. L'étude de I'interaction de ces systemes moléculaires avec des faisceaux de particules
(photons, électrons, ions etc...) requiert généralement une densité de molécule cible élevée de
facon a maximiser le rapport signal/bruit et minimiser les temps d'acquisition. Ce chapitre pré-
sente le principe de fonctionnement des principaux outils expérimentaux utilisés durant cette
these. Les mécanismes de production en phase gazeuse de molécules chargées par une source
d'ionisation par électronébulisation ainsi que les outils pour le guidage, la sélection en masse
et le piégeage de ces ions seront détaillés dans un premier temps. Enfin, le fonctionnement
d'un spectrométre de masse a temps de vol sera présenté, suivi d'une description des galettes
a micro-canaux et leur utilisation comme détecteur sensible en position.

27



3 Techniques pour la spectrométrie de masse

3.1 Source a électronébulisation

Le développement des sources d'ionisation a électronébulisation (ESI), en association avec
les méthodes de spectrométrie de masse, a valu a son inventeur John Bennet Fenn le prix
Nobel de chimie en 2002 [111, 112]. Cette technique permet la mise en phase gazeuse de
molécules fragiles isolées ou de complexes non covalents, ainsi que des systemes moléculaires
de taille plus conséquente, tels que des protéines ou des brins d’ADN. Le perfectionnement de
cette technique a notamment permis la mise en phase gazeuse de virus, encore viables apres
électronébulisation [113].

Cette technique d'ionisation dite "douce" repose sur la production de microgouttelettes
chargées a pression atmosphérique. Leur désolvatation conduit a la formation d'ions en phase
gazeuse généralement introduits vers des dispositifs expérimentaux sous vide. Initialement, la
molécule d'intérét est dissoute dans un solvant (par exemple 50% eau et 50% méthanol),
et se trouve suivant le pH de la solution a I'état protoné [M+nH]"* ou déprotoné [M-nH]™,
respectivement par ajout en solution d'un acide (donneur de proton) ou d'une base (accepteur
de proton). La solution est injectée a un débit constant de quelques dixiemes de puL.mint le
long d'un fin capillaire jusqu'a une aiguille métallique.
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Figure 3.1.1 : Schéma de principe d’une source d’ionisation a électronébulisation.

Comme présentée en figure 3.1.1, I'aiguille dans laquelle est injectée la solution est portée a
un potentiel de quelques kilovolts, a quelques millimétres d'un capillaire permettant |'interface
entre la pression atmosphérique et une pression de 0,1 a 1 mbar. Le champ électrique ainsi créé
provoque une accumulation de charges a la pointe de I'aiguille, déformant la surface du fluide
jusqu'a prendre la forme d’'un céne, dit "de Taylor" [114]. A la pointe du céne de Taylor, la
répulsion des charges électriques est telle que de fines gouttelettes chargées de quelques um de
diameétre sont libérées. Un processus répété de fission-évaporation entraine alors la réduction
de la taille des gouttelettes et leur désolvatation. La densité de charge au sein des gouttelettes
augmente alors jusqu'a ce que la répulsion électrostatique surpasse la tension de surface, la
limite de Rayleigh est atteinte [114]. Il y a alors explosion coulombienne de la gouttelette,
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générant plusieurs dizaines de gouttelettes secondaires, elles-mémes proches de la limite de
Rayleigh, et ainsi de suite. Certaines techniques permettent d'accélérer ce processus, tel que
I'utilisation d'un capillaire chauffant ou d'un contre flux de N, utilisé comme gaz séchant.

Figure 3.1.2 : Mécanismes proposés pour la formation d’ions en phase gazeuse a partir d’une micro-
gouttelette fortement chargée, en a selon le modéle de I'évaporation ionique, et en b selon le modéle
de la charge résiduelle.

La derniere étape du processus d'évaporation conduisant a la formation de I'ion com-
pletement désolvaté est complexe et peut s'expliquer au travers de deux modeles distincts :
I'évaporation ionique [115] et la charge résiduelle [116]. Tel que présenté en figure 3.1.2, le
premier modele propose que |'ion peut étre extrait directement de la surface de la gouttelette
lorsque celle-ci est suffisamment petite (diameétre < 20 nm), alors que le second propose que
le processus d'évaporation-fission de la gouttelette se poursuit jusqu'a la formation de I'ion dé-
solvaté. Il est généralement admis que la validation de ces modéles dépend aussi de la nature,
de la taille et de I'état de charge de I'ion moléculaire finalement produit.

3.2 Confinement des ions par des champs RF
inhomogenes

Les propriétés des ions dans un champ électrique radio-fréquence (RF) inhomogeéne telles
que décrites par D. Gerlich [117], ont trouvé de nombreuses applications dans la physique des
particules et la spectroscopie. De tels champs électriques permettent le guidage et le confine-
ment des ions dont la stabilité des trajectoires peut dépendre de leur rapport m/q, donnant le
caractere sélectif en masse de ces techniques. Le fonctionnement du funnel, des guides d'ions
multipolaires et du piege de Paul sera détaillé ici.

La trajectoire d'un ion de masse m et de charge q évoluant dans un champ RF inhomo-
geéne, formé d'une composante statique ES(F) et d'une composante dépendante du temps
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Eo(7)cos(Qt + ¢), est décrite par I'équation

2

de;;(Qt) = qEo(P)cos(Qt + ¢) + qE4(F) (3.2.1)
ol FEy(7) est I'amplitude de l'oscillation du champ électrique de pulsation Q@ = 27 f et de
déphasage ¢.

Dans le cas général, I'équation différentielle 3.2.1 ne trouve pas de solution purement ana-
lytique mais trouve une solution approximative sous certaines conditions. Si I'on considere dans
un premier temps uniquement la composante dépendante du temps, que le champ électrique
Eq varie peu suivant 7 et que I'oscillation se fait a une fréquence f élevée, I'équation du mou-
vement 7(¢) suit la superposition de deux termes : un terme de dérive (aussi appelé mouvement
séculaire ou macromouvement) Rq(t) et un terme d’oscillation rapide (micromouvement) du
mouvement R, (t) = @(t)cos(t) :

7(t) = Ro(t) + d(t)cos(§2) (3.2.2)
avec - o
- qEoRo(t)

En considérant que Ry(t) et @(t) varient lentement dans le temps, entrainant que (f) <
Qa(t) et Ry(t) < RoS, le terme de dérive Ry(t) moyen sur une période répond alors a
I'’équation différentielle suivante :

dQﬁO(t) @ =pa e
— - E 2.4
e ez ¥ 1Fol (3:24)

Cette équation montre I'effet global dans le temps du champ oscillant sur la trajectoire d'un
ion. Cette force dépend de la masse mais pas du signe de la charge de la particule, et elle est
dirigée suivant le gradient du champ électrique E?2. De cette facon, les particules sont toujours
conduites vers les régions ou le champ est le plus faible. En incluant de nouveau la composante
statique du champ électrique Ei(F) tel que

E,= -V, (3.2.5)

ou P, est le potentiel électrostatique, on peut alors définir le pseudo-potentiel V*, indépendant
du temps, représentant la force moyenne s’exercant sur un ion dans un champ électrique oscillant
inhomogene :

2

V* — qEO
4mf)?
Les variations du pseudo-potentiel induites dans certains cas particuliers de géométries

+ B, (3.2.6)

d'électrodes peuvent ainsi étre a |'origine de forces permettant de guider et confiner efficacement
des particules chargées.
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3.2.1 Funnel

Le funnel, ou "entonnoir", est un systéme de guidage et de focalisation pour des ions de
faible énergie cinétique. Opérant a des pressions de l'ordre du mbar, il permet d’assurer la
transmission des ions a l'interface entre deux étages de pompage différentiel. On le trouve
ainsi souvent couplé aux sources ESI [118-121]. Le principe du funnel est semblable a celui
des guides d'ions par empilement d'électrodes circulaires [117] illustré sur la figure 3.2.1a.
L'empilement d’électrodes circulaires présente des potentiels électriques oscillants de phases
opposées entre électrodes adjacentes, créant un champ électrique radial confinant les ions sur
I'axe des électrodes. On peut noter que la superposition d'un champ statique adéquat permet
d'utiliser cet assemblage comme piege a ions linéaire (Ring Electrode Trap : RET) [122].

Le fonctionnement du funnel, illustré par la figure 3.2.1b, repose sur trois principes :

— un potentiel électrique radiofréquence (RF) permet de confiner les ions radialement le
long de I'axe pour compenser les déviations des trajectoires des ions dues aux nom-
breuses collisions sur les molécules du gaz résiduel (libre parcours moyen de ~200 pum
a 1 mbar)

— sa forme d’entonnoir favorise la transmission au travers d'une conductance a l'interface
entre deux régions de pompage différentiel.

— un champ électrique axial de plusieurs V/cm permet de guider les ions vers la sortie du
funnel.

De plus, le différentiel de pression produit un écoulement du gaz résiduel dans I'axe du
funnel a des vitesses de I'ordre de la centaine de m/s [123]. Cet écoulement crée une force
d’entrainement des ions vers les zones de pressions plus basses, donc vers la sortie du funnel.
Elle peut entrainer aussi bien la perte des ions qu’une aide a leur transmission. On peut aussi
noter que des collisions énergétiques (quelques €V pour des complexes faiblement liés) avec le
gaz peuvent conduire a une augmentation de |'énergie interne des ions moléculaires et a leur
fragmentation. Expérimentalement, la qualité de la transmission des ions dépend de la valeur du
gradient de potentiel, de I'amplitude Vq et de la fréquence €2 de I'oscillation RF, de la pression
dans la chambre et de la vitesse d'entrainement du gaz di a la différence de pression avec les
chambres adjacentes.

Le pseudo-potentiel créé par la géométrie du funnel dépend du rayon intérieur p des élec-
trodes et de leur espacement d, et suit la relation [117,118] :

V*(r,z) = V;mp[ < >0032< )+12< >Sm2 (;ﬂ (3.2.7)

avec V
Virap = 5t 3.2.8
" I(0/8) (529
qVy
=19 2.

ou Vj et ) sont respectivement I'amplitude et la fréquence du potentiel RF, 6=d/m et z est la
coordonnée suivant |'axe des électrodes en coordonnées cylindriques, |y et |; sont respectivement
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des fonctions de Bessels d'ordre 0 et 1 [124]. Viap est I'amplitude du puits de potentiel le long
de I'axe. Vax est la valeur du potentiel a son maximum, lorsque r=p et z=d/2 (entre deux
électrodes adjacentes).

(a) (b)

Figure 3.2.1 : (a) : Vue schématique d’'un assemblage d’électrodes circulaires pour le guidage des
ions. (b) : Vue schématique d’un assemblage type funnel avec diminution du diamétre intérieur des
électrodes. Les tensions continues U;, Ur et le pont de résistances R permettent d’appliquer un gradient
de potentiel suivant I'axe z du funnel. Les capacités C permettent de découpler le potentiel RF du

potentiel continu.

Les travaux de I'équipe de Richard D. Smith [118, 121] font apparaitre que ce pseudo-
potentiel peut étre a I'origine de phénomeénes de confinement localisé entre deux électrodes.
Dans le cas ol d < r < p, le pseudo-potentiel V*(r) peut &tre approximé par :

) p r—p
Vv ~ Vias— —_— 3.2.10
(r) ~ exp < 57 ) ( )
Le puits de potentiel Vi, le long de I'axe devient :
2
Viap ™ Vmax27r§ exp (-%) (3.2.11)

En pratique, si Vi, est tres intense, i.e. proche de V., le puits de potentiel le long de
I'axe devient suffisant pour piéger les ions et empéche leur transfert au travers de I'empilement
d'électrodes. La condition pour que Vi, << Vimay dépend alors uniquement de la géométrie du
systeme, p et d :

F(p,0) = 27r2§ea:p< - ?) <1 (3.2.12)
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3.2 Confinement des ions par des champs RF inhomogénes

La figure 3.2.2 présente les valeurs prises par f(p,d) en fonction de d pour différents
diametres intérieurs des électrodes. La condition pour que f(p,d) <1 impose que la distance
entre deux électrodes doit étre au moins inférieure a la moitié de leur rayon, d< p/2.

XLV X 0L

——

d, distance inter-électrodes (mm)

Figure 3.2.2 : Tracé de la relation (3.2.12) pour deux électrodes de rayon p en regard, en fonction de
la distance entre les électrodes. La zone non hachurée inclut les paramétres pour que cette condition
soit < 0,01 : pas de piégeage possible.

Cette condition est particulierement critique dans le cas d'un funnel ou le diamétre intérieur
des électrodes est progressivement réduit jusqu'a quelques millimetres, comme présenté en figure
3.2.1b. Le risque de confinement peut alors devenir non négligeable prés de la sortie d'un funnel
et un soin particulier doit étre porté a cette condition lors de la conception d'un tel appareil.

Le funnel développé par I'équipe de Richard D. Smith [118, 121] est un bon exemple de
géométrie prenant en compte cet effet. Leur funnel est composé de 100 électrodes de 0,5 mm
d'épaisseur espacées de 0,5 mm par des feuillets isolants. Les 55 premieres électrodes ont
un diameétre intérieur constant de 25,4 mm tandis les 45 suivantes voient leur diamétre se
réduire jusqu'a |'électrode de conductance de 1,5 mm de diamétre intérieur. Ce funnel opére a
~1,3 mbar et des intensités élevées de faisceaux d'ions ont été mesurées en sortie de funnel,
jusqu'a plusieurs nA.

Les caractéristiques du funnel concu pour notre dispositif sont développées en section 4.2.1.

3.2.2 Analyseur en masse quadripolaire

L'analyseur en masse quadripolaire (QMS par la suite) fonctionne selon un principe décrit
par Paul et Steinwell au début des années 1950. Ces travaux, ainsi que ceux du piége a ions
(voir 3.2.4) ont été récompensés du prix Nobel de physique en 1989 [125]. Le QMS utilise

33



3 Techniques pour la spectrométrie de masse

les propriétés particulieres d'un champ RF quadripolaire pour permettre la sélection des ions
suivant leur rapport masse/charge. Cet outil est notamment utilisé pour la spectrométrie de
masse dite tandem (MS/MS) couplée a une source ESI, pour pré-sélectionner I'ion a étudier
parmi les différentes espéces produites par la source.
Un QMS est composé de quatre électrodes cylindriques (idéalement de section hyperbolique)
de rayon Ry et de longueur finie, tel que présenté en figure 3.2.3. En pratique, la création du
champ quadripolaire dans une large région de |'espace est possible avec |'approximation des

électrodes cylindriques a la condition que Ry/rp=1,1468 [126]. Sur chaque couple d’électrodes
(électrodes d'un méme axe) sont appliquées des tensions oscillantes en opposition de phase. Le
potentiel quadripolaire ainsi créé prend la forme :

B(F, 1) = Bo(t) —— (3.2.13)

2rg

avec

Do (t) = Uy — Vp cos(§2t) (3.2.14)

ou 2rq est la distance entre deux électrodes, Uy est un potentiel statique et Vj est I'amplitude
du potentiel oscillant.

Figure 3.2.3 : Vue schématique des électrodes cylindriques d’'un analyseur en masse quadripolaire.

Les ions dans un tel champ quadripolaire répondent a I'équation du mouvement suivante :

&, V(7 t) =0 (3.2.15)
m— 1) = 2.
dt2 q 7

La forme du champ ne dépendant que des variables x et y, les ions ne sont donc pas accélérés

dans la direction axiale du QMS. En posant le changement de variables suivant :

4qU, 2qVy Ot
au:aa}:_ay:mQ—ZT(Q)7 QuZQw:_Qy_mQ—zr(Q)a 7':7

(3.2.16)
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on peut alors réécrire I'équation 3.2.15 :

d2
mS 2 4 (ay — 2qy cos(27))u =0 (3.2.17)
dr?
N N . Ay 2U0
avec u=x,y et ou a, et g, sont les parametres de Mathieu tel que — = T
Gu 0

L'équation 3.2.17 (équation de Mathieu) admet deux types de solution : une trajectoire
stable ou I'ion oscille dans le plan (xOy) avec une faible amplitude permettant a I'ion de traverser
le QMS, et une trajectoire instable ol I'amplitude de I'oscillation augmente exponentiellement,
entrainant la perte de I'ion. Mathématiquement, ces solutions dépendent entiérement du couple
(au,qu), représenté par le diagramme de stabilité de la figure 3.2.4. Ce diagramme présente des
régions ou |a stabilité des trajectoires des ions est assurée dans le plan radial (xOy) du quadripdle
(région A, B, C et D). La premiére région de stabilité dans le plan (xOy) (région A) est la région
usuelle de fonctionnement d'un QMS. Grace aux équations 3.2.16, il est possible de passer du
diagramme dans I'espace (a,,qu) a celui dans I'espace des tensions (Ug,Vp), pour un ion de
rapport m/q fixé. La figure 3.2.5 présente un zoom de la région A dans I'espace (Ug,Vo) pour
des masses différentes, tel que m;<my<ms. En fixant Uy et Vq, seuls les ions d'un certain
rapport m/q suivent une trajectoire stable et sont guidés le long de I'analyseur; tous les autres
ions ont des trajectoires instables et sont perdus. Un analyseur en masse quadripolaire peut
donc scanner d'une masse a une autre en faisant évoluer Uy et Vj a rapport constant.

On peut noter que la résolution en masse m/Am de I'analyseur, soit la capacité a distinguer
deux ions séparés de 1 u.m.a, est constante sur toute la gamme de m/q pour un rapport Uy/Vy
donné. Comme montré sur la figure 3.2.5, Am étant donné par l'intersection de la droite
Uo/Vo=constante avec le diagramme de stabilité d'une masse donnée. Ainsi Am est d'autant
plus petit, et donc la résolution d’'autant plus grande, que le coefficient directeur de la droite
suivie par le scan est grand. Néanmoins, augmenter la résolution entraine une diminution de la
transmission des ions au travers de |'analyseur.

De plus, pour que la séparation en masse soit possible, il est nécessaire que les ions ayant
un rapport m/q incorrect évoluent assez longtemps dans |'analyseur pour que I'instabilité de
leur trajectoire conduise a leur perte. Ceci impose alors une relation entre I'énergie des ions E,
dans I'axe de I'analyseur et la longueur L des électrodes. Cette relation peut tre approximée

Q212 [(Am
E _ — 2.1
Z<1007T2<m>m (3.2.18)

par :

Enfin, dans le mode particulier ou la composante statique du champ Ug est nulle, le QMS
laisse passer tous les ions avec un rapport m/q supérieur a la valeur fixé par Vj tel que q,<0,9
et agit alors comme un simple guide d’ions.
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Stabilité sury

Stabilité sur x

Figure 3.2.4 : Diagramme de stabilité des trajectoires dans I'espace (a,,q.). Les régions A, B, C et D
représentent les couples (a,,q,) tels que la trajectoire des ions est stable dans le champ quadripolaire.
Un QMS fonctionne dans la région A.

Figure 3.2.5 : Zoom sur la premiére région de stabilité A pour des ions de différentes masses, avec
mz<ma<ms. La droite Up/V=constante représente la ligne de scan de fonctionnement d'un QMS.

3.2.3 Guidages par multipoles

Les multipoles constitués de 2n électrodes avec n>2, tel que |'octupole, constituent plus
efficacement des guides d'ions. Dans cette configuration particuliére d'électrodes, les trajectoires
selon les coordonnées x et y, orthogonales a I'axe du multipdle, sont couplées et ne peuvent plus
étre considérées séparément avec des diagrammes de stabilité. La tension appliquée n'a qu'une
composante oscillante permettant de transmettre les ions sur une large gamme de rapport m/q.
Le pseudo-potentiel ainsi créé est purement radial, donc confine les ions le long de I'axe, et
dépend du nombre 2n de poles :

21,2 22
. qn-V; < r )
=== — 2.1
Vi) Am2r3 \rg (3.2.19)

La proportionnalité du pseudo-potentiel en r?" le rend trés fort proche des électrodes et relati-
vement plat au centre, permettant de confiner la trajectoire des ions sur une large section pour
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une transmission accrue. La stabilité de la trajectoire des ions dans un multipole est conservée
tant que la composante r du mouvement reste inférieure a une valeur r, tel que r,,/rg<0,8 et
que le parametre de stabilité 7 suit [117] :

Vo (1w
n(r=rmy) =2n(n— 1)mQ2r8 (7“0> <0,3 (3.2.20)

En négligeant le terme d'énergie centrifuge, on peut exprimer I'amplitude minimale néces-
saire pour guider des ions a une énergie maximale E,, = ¢V*(r,,) tel que :

1B, n
qVp =8 ——=m (”’) (3.2.21)

o Nm \Tm

Par exemple pour une particule simplement chargée dans un octupole (n=4) avec r,,/ro=0,8,
Nm=0,3 et E,=1 €V, une amplitude de |'oscillation RF de I'ordre de 50 V permet de guider les
ions.

3.2.4 Piéege de Paul
3.2.4.1 Principe du piégeage

La réalisation du piége a ions imaginé par W. Paul et co. [125] a représenté une avancée
majeure pour la spectroscopie en physique atomique. Le confinement des ions dans un champ
électrostatique tridimensionnel est rendu possible par la forme particuliere des électrodes du
piege.

La géométrie du piége de Paul consiste en trois électrodes de forme hyperbolique : un
anneau central encadré par deux électrodes chapeaux, tel que présenté en figure 3.2.6a. Le
rapport entre le rayon ry de I'anneau central et la distance z; entre le centre du piége et une
électrode chapeau doit respecter la condition r2 = 222 pour obtenir un champ quadripolaire en
chaque point du piege. Un potentiel de la forme Uy+Vj cos(§2t) appliqué entre I'anneau central
et les deux électrodes chapeaux permet de créer un champ quadripolaire tridimensionnel de la
forme [127] :

Ot
B(r, 2, 1) = L0 V0 CSS( >(222 ) (3.2.22)
2drg
ou
r? = a? + 3P (3.2.23)

Du fait des signes opposés de +2z2 et —r? dans cette équation, ce potentiel est a un instant
donné confinant dans une dimension (par exemple z) et fuyant dans I'autre (r). L'utilisation
d'un potentiel sinusoidal permet d'alterner successivement les directions de confinement et de
fuite comme illustré en figure 3.2.6b. Ainsi en choisissant convenablement V; et €2 il est possible
de piéger des ions dans le champ quadripolaire. De méme que pour I'analyseur quadripolaire,
la stabilité de la trajectoire des ions dans le champ électrique généré répond aux équations de
Mathieu [117,127]. Les paramétres de Mathieu associés au piege de Paul sont de la forme :
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Ug+Vocos(Qt

!
(a) (b) (c)

Figure 3.2.6 : (a) : Vue schématique du piége de Paul. Un potentiel Uy + Vi cos(Qt) est appliqué

entre I'anneau central et les électrodes chapeaux, créant un champ quadratique tridimensionnel.
(b) : Surface d’équipotentielles dans un piége de Paul, oscillant a une période T. (c) : Trajectoire
d’une particule chargée dans un piége de Paul présentant les deux composantes du mouvement : le
mouvement séculaire et le micromouvement.

8qUy B 449V
mr3Q0?’ ==~ = mr3Q?

Ainsi, il existe des régions de stabilité dans I'espace (a,,q,) (avec u = r ou z), illustrées

(3.2.24)

a, = —2a, =

par la figure 3.2.7, permettant de faire évoluer les ions sur des trajectoires stables a la fois
selon les directions axiale et radiale. La trajectoire des ions dans le champ quadripolaire prend
alors deux composantes : un mouvement séculaire lent et un micromouvement oscillant a la
fréquence 2, comme présenté en figure 3.2.6c. On peut noter que lorsque a, est nul, soit lorsque
la composante statique du champ Uy est nulle, alors les trajectoires des ions sont stables dans
la région définie par q,<0,908. Ainsi, a une amplitude Vj et une fréquence €2 de |'oscillation
fixées, les ions respectant le rapport m/q suivant peuvent étre piégés :

m 4V

7 7 0908202 (3229)

Cette relation met en avant une coupure aux masses faibles a Vj fixé. Cette caractéristique est
importante pour les expériences impliquant la fragmentation des ions au sein du piége de Paul
puisqu’elle définit la taille des plus petits fragments pouvant étre effectivement stockés [128].
Comme le montrent les résultats de Ifflander et Werth [129] présentés en figure 3.2.7b, une
densité d'ions piégés optimale peut étre obtenue pour des parametres de Mathieu proche de
a,=-0,02 et q,=0,55.

Dans le cas ou q, < 0,4, I'approximation du puits de pseudo-potentiel pour un piege de
Paul permet de définir la profondeur du puits de potentiel V* dans la direction axiale et V*
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-008|

Stabilité sur z

=018

=024

Stabilité surr

(a) (b)

Figure 3.2.7 : (a) : Diagramme de stabilité des trajectoires dans I'espace (a,, q,) pour un piége de
Paul quadripolaire. Les régions A et B représentent les régions pour lesquelles les trajectoires axiales
et radiales sont stables simultanément. (b) : Ligne pointillée : zoom sur la premiére région de stabilité
A. Lignes d'égales densités d’ions dans I'espace (a,, q,) définies par des expériences de fluorescence
induite par laser [129]. Les nombres indiquent les valeurs de densité relative.

dans la direction radiale en fonction :

U U
Vi=Vo+ =2, V=V, -2 (3.2.26)
2 2
ou V. et V, sont les puits de potentiels créés par le potentiel oscillant tels que
% Ui
V, =2V, = ALY + -0 (3227)

L'équation 3.2.26 peut étre exprimée en fonction des paramétres de Mathieu g, et q, grace aux
équations 3.2.24 :

oy g L SV
Vi=SVot gl V==V 5l (3.2.28)

L'application d'un potentiel statique sur les électrodes du piege modifie la profondeur des puits
de potentiel en opposition dans les directions axiale et radiale. En pratique, la profondeur du
puits de pseudo-potentiel ainsi créé dans un piege de Paul est de I'ordre de la dizaine de volt.
En prenant comme exemple le piége de Paul utilisé pendant cette thése, avec rp = 10 mm,
) = 2mx1 MHz et Uy = 0V, alors pour un ion de rapport m/q = 200 u.m.a et un paramétre
de piégeage q, = 0,4, il vient Vo =820 Vet V) =41 V.

3.2.4.2 Fonctionnement particulier : injection, accumulation et extraction des ions

Dans notre cas, I'un des intéréts de I'utilisation d'un piege a ions est de pouvoir accumuler
les ions dans un paquet relativement dense (10° ions/cm3) et d'utiliser ces paquets pour des
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expériences d'irradiation par des faisceaux de particules (photons, électrons, ions etc...). Utilisé
dans ces conditions, le cycle d'utilisation d'un piege peut étre décrit en trois phases : |'injection
des ions en continu et la dissipation de leur énergie initiale avec la méthode du "gaz tampon",
le confinement et I'accumulation des ions dans le piége et leur extraction du piége sous forme
de paquets denses.

Injection des ions dans le piege

L'injection des ions dans le piege se fait au travers d'un trou dans la premiére électrode
chapeau le long de I'axe z, que I'on nommera électrode d'entrée, telle que présentée sur la
figure 3.2.8. L'injection des ions en continu requiert |'utilisation d'un gaz tampon pour dissiper
I'énergie cinétique initiale des ions et assurer leur piégeage dans le puits de potentiel [130]. La
pression du gaz tampon dans le piege doit étre suffisamment grande pour que le libre parcours
moyen des ions soit inférieur aux dimensions du piége (pression de |'ordre de 102 mbar). Par
exemple pour une section efficace de collision ¢ ~ 50.102° m? et une pression de 0,1 mbar
(soit n ~ 2,4.10%* atome/md), le libre parcours moyen A = -L est de I'ordre du millimétre.
L'utilisation d'un gaz léger et inerte, comme I'hélium, permet le refroidissement des ions par une
multitude de collisions élastiques douces. Lorsque la masse des ions piégés est grande devant
celle du gaz tampon, mj,, >> mg,,, alors I'effet des collisions peut étre interprété en moyenne
comme une force de frottement.

Il est possible d'estimer le nombre de collisions, et donc le temps nécessaire pour la ther-
malisation des ions, en considérant en premiere approximation le cas de collisions élastiques par
un modele de sphéres dures. Ainsi, pour des ions d'énergie cinétique E. en collision avec un gaz
tampon au repos, la perte d'énergie par choc E.-E’'. est donnée par :

2 2
j + 2 on az
E.—E =E,|1— tion T Mgaz Miongaz o (G rim) (3.2.29)
(mion + Tngaz)2 (mion + mgaz)2
= Eo.f (Beam) (3.2.30)

ou 0.4, est I'angle de diffusion dans le centre de masse. Pour déterminer le nombre de collisions
nécessaires pour thermaliser les ions, on peut considérer la perte moyenne d'énergie par collision.
On montre que cette perte d'énergie est égale a la moitié de la perte maximale (cas ol O.gy, =
180°)et s'exprime AE = 1E. x f(180°) = E.f avec f = f(180°)/2 . On peut alors écrire
I'’évolution de I'énergie cinétique d'un ion en fonction du nombre de collisions subi i :

E(i) = E.(0) x e 7 = E,(0) x & 7o (3.2.31)
ou T., est le nombre de collisions nécessaire pour faire diminuer de moitié I'énergie cinétique
des ions. On peut alors estimer le temps 7 nécessaire pour refroidir les ions a partir du temps
moyen entre deux collisions (dt) = A/(v), ot on considére une vitesse moyenne des ions (v)
pendant le refroidissement et une section efficace o indépendante de |'énergie des ions, tel
que 7 = (dt) X T.u. Ainsi pour des ions de masse mj,, = 200 u.m.a et d'énergie cinétique
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Ec = 5 eV et un gaz d'hélium de masse mg,, = 4 u.m.a au repos a une pression de 0,1 mbar,
en considérant A = 0,8 mm il vient 7., = 18 collisions et (dt) = 0,4 us, soit T ~ 8 pus.

[l faut donc plusieurs dizaines de microsecondes pour thermaliser les ions a température
ambiante T ~ 300 K. Nous verrons en section 4.2.2.3 que cet ordre de grandeur est cohérent
avec les résultats de simulations de la thermalisation des ions dans notre piege de Paul. Il est
important de noter ici que ce temps de refroidissement est bien inférieur a la durée d'un cycle
de piégeage (centaines de millisecondes) nous permettant de garantir que tous les ions dans le
piege sont refroidis avant leur extraction.

Injection gaz

tampon (He)

Electrode d’entrée
Anneau RF

Electrode de sortie

Upi.s+Vocos(Qt)

Ubias

Figure 3.2.8 : Schématisation du piége et des tensions appliquées sur les électrodes pendant I'in-
Jjection des ions. Le gaz tampon est injecté dans le piége par un orifice pratiqué dans I'anneau central
du piége. Les ions entrent dans le piége par un orifice en centre de I'électrode chapeau d’entrée.

Accumulation des ions dans le piege

En injectant continuellement les ions dans le piége, il est possible de les accumuler et de
former des paquets (ou nuages) de quelques mm3.

Tant que la densité d’ions dans le piége est faible (< 105-106 ions/cm?), on peut considérer
que la trajectoire des ions n'est pas modifiée par les interactions coulombiennes entre les ions.
On est donc dans le cas de trajectoires de particules indépendantes décrit précédemment. Dans
ce cas, le nuage peut étre décrit comme un gaz de particules a I'équilibre thermique dont
I'énergie dépend du puits de potentiel du piege. On peut alors calculer la distribution de la
densité des ions dans le piege n(r,z), qui prend une forme gaussienne dans les trois dimensions
de I'espace [127] :

1 1 r\?2 z \?
_ /a3 ) —2(—) —2(-= 2.32
n(r, 2) rézo (mkpT)3/? ¢V Vz.eap [ (A'r’) <Az> ] (3:2.32)
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avec

2kpT 2kpT
Ar =20, = roy| qxi . Az =20, = 2 q‘i (3.2.33)

En prenant en compte la condition 72 = 222 alors le pseudo-potentiel du champ quadratique
est deux fois plus confinant dans la direction axiale que dans la direction radiale : V, = 2V,
entraine alors Ar = 2Az. Par conséquent le nuage d'ions est deux fois plus large dans la
direction radiale. Ainsi pour reprendre |'exemple précédent de notre piege avec rp = 10 mm,
d. = 0,4, pour des ions rapport m/q = 200 a une température T = 300 K, on obtient Az =
0,17 mm et Ar = 0,34 mm.

Dans le cas contraire ot la densité d'ions dépasse 10° ions/cm?3, I'accumulation de charge
dans le piege donne lieu a un potentiel de charge d'espace ¢, (7, z) répondant a I'équation de
Poisson [131] :

_qn(r, z)
€0

V2P (r, 2) = (3.2.34)

ou &g est la permittivité du vide et n(n,r) est la densité de particules chargées dans le piege. Le
signe négatif de ce potentiel va donc avoir |'effet de réduire la profondeur des puits de potentiel
V¥ et V. Ceci a aussi pour effet de modifier la forme du diagramme de stabilité [127]. On
voit d'aprés les équations 3.2.33 que diminuer les valeurs des puits de potentiels entraine
I'élargissement des dimensions du nuage Ar et Az et donc limite la densité du nuage. Il existe
alors un nombre maximal d'ions pouvant étre simultanément piégés. Une étude de ce phénomene
pour déterminer la capacité maximale de chargement de notre piege sera présentée en section
422,

Extraction des ions du piége

L'extraction des ions du piége se fait au travers d'un orifice au centre de la seconde électrode
chapeau le long de I'axe z, que I'on nommera électrode de sortie, telle que présentée sur la figure
3.2.9a. Une rampe de potentiel appliquée suivant I'axe z du piege permet d'extraire les ions au
travers d'un trou au centre de |'électrode chapeau de sortie. La rampe de potentiel est créée
en appliquant simultanément sur les électrodes d'entrée et de sortie, les tensions Upi,s+V¢,, et
Upias-V2,,; respectivement, comme illustré en figure 3.2.9. Dans le cas ou V¢ =V =V, le
potentiel au centre du piége lors de I'extraction est donc Uy, (par symétrie).

La rampe de potentiel crée un champ d’extraction F.,; homogene au centre du piege, qui
en premiere approximation peut étre défini par :

—>_V€t+VS

Eepp = = oo Tt ar, (3.2.35)

En réalité, la rampe de potentiel n'est pas strictement linéaire mais est déformée par les
effets de bords et la géométrie du piege. La figure 3.2.10 montre la forme du potentiel le long
de I'axe z appliqué dans le cas de notre piege (zo = 7 mm) pour Ve = 30 V. Ici, le champ
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Tension (V) /

Electrode d’entrée
Ubias +Vext h

Anneau RF
Electrode de sortie

Ubias .

U bias _Vext E

>
z

électrode centre électrode
ext d’entrée du piege desortie

et Ubias'v

(a) (b)

Figure 3.2.9 : (a) : Schématisation du piége et des tensions appliquées sur les électrodes pour
I'extraction des ions. Les ions sortent du piége par un orifice en centre de I'électrode chapeau de
sortie. (b) : Rampe de potentiel appliquée dans le piége pour I'extraction d'un paquet d'ions de
taille Az dans la direction axiale. La rampe est crée par I'application des potentiels V., et =V ,,
respectivement sur les électrodes d’entrée et de sortie, avec ici VS, = Vi = Vegt.

—
électrique est homogene au centre du piége sur + 1 mm et vaut || Ee.|| = 3,4 V/mm alors que
le calcul de I'équation 3.2.35 donne || E.¢|| = 4,3 V/mm, soit une différence de 20%.

L'énergie potentielle moyenne (E),) des ions extraits du piége est directement liée a ce
potentiel, soit (E,) = qU(z=0) = qUpias. Cette énergie potentielle est convertie en énergie
cinétique lorsque les ions traversent une zone de potentiel nul, comme la zone d’interaction
dans notre cas. Comme vu précédemment, la taille du nuage d'ions au centre du piége est
petite Az < 1 mm et on peut considérer homogene le champ d’extraction dans la dimension
du nuage. Si I'on néglige la température initiale des ions du nuage, la dispersion en énergie
AE, est alors directement reliée a la taille du nuage Az et au champ électrique || E.,|| dans la
direction axiale du piége :

AE, = gAU = qAz||Evy| (3.2.36)

Ainsi, la dispersion en énergie d'un paquet d'ions est d'autant meilleure que le champ
d’extraction est faible. En pratique cependant, plusieurs facteurs influencent la taille du nuage et
la résolution en énergie des paquets d'ions. L'étude de ces différents phénomenes sera présentée
en détail en section 4.2.2 spécifiquement pour notre dispositif. Dans notre cas, cette dispersion
en énergie est importante puisqu’elle conditionne la taille du nuage en dehors du piege. En effet
plus AE est grand, plus la dispersion en vitesse est grande et plus la dispersion en position des
ions dans le nuage augmente rapidement.
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Figure 3.2.10 : Potentiel appliqué le long de I'axe du piége pour Ve = 30 V en fonction de
coordonnée z de piege, ot z = 0 correspond au centre du piége. En rouge, potentiel appliqué déterminé
dans la géométrie réelle du piege simulé avec le programme SIMION. Le champ électrique au centre
du piége vaut Eey = 3,4 V/mm. En bleu, droite d'équation U(z) = -zVext/zp avec Eexr = 4,3 V/mm.

3.3 Spectromeétre de masse a temps de vol

La spectrométrie de masse a temps de vol est une méthode reposant sur la mesure du temps
de vol de particules chargées soumises a un champ électrique. Le temps de vol d'une particule
étant relié a son rapport masse/charge (m/q), cette technique permet donc de séparer les
différentes particules selon ce rapport et de faire I'acquisition de spectres de masse. La mesure
du temps de vol des ions nécessite la définition d'un temps ty auquel est référencé le temps t
de détection des particules chargées a I'autre extrémité du spectrometre. En pratique et selon
le dispositif expérimental, il existe plusieurs méthodes pour définir ty. On pourra citer comme
exemple la détection d'électrons émis de la cible ou du projectile diffusé, ou encore I'instant
de I'application d'un champ d’extraction E en fonctionnement pulsé, comme c'est le cas pour
notre spectrometre.

Pour un spectrométre de masse a temps de vol, on montre que le temps de vol T = t-
to d'un ion de masse m et de charge q initialement au repos, accéléré par une différence de
potentiel V, suit la relation :

T — 3.3.1
/o7 (3.3.1)
alors, pour une tension V fixée,
™ 2 (3.3.2)
q

On définit la résolution en masse m/Am comme la capacité a pouvoir séparer deux masses
proches, pour des ions de charge q fixée :

T
AT (3.3.3)

m

Am

DN | —
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3.3 Spectrométre de masse a temps de vol

ou At est la largeur en temps de vol mesurée pour des ions de masse m.

3.3.1 Configuration Wiley-Mclaren

Un spectrométre a temps de vol du type Wiley-McLaren [132, 133] offre une résolution
en masse élevée (1~ —2000). Son fonctionnement repose sur I'utilisation de deux champs
électriques 51 et b, homogenes. Le rapport de ces deux champs est ajusté de maniére a
focaliser en temps de vol les ions sur un détecteur. Cette focalisation permet de compenser
la dispersion initiale en position Azy des ions extraits suivant |'axe z du spectrométre, comme
illustré sur la figure 3.3.1. Le spectromeétre est divisé en 3 zones :

— une zone d'extraction, soumise a un champ électrique El dans laquelle se trouvent

initialement les ions a analyser,

— une zone d'accélération, soumise a un champ électrique B,

— une zone de vol libre ol les ions évoluent en |'absence de champ électrique jusqu'au

détecteur. C'est principalement dans cette zone que se fait la séparation en temps de
vol des ions de différents rapport m/q.

Zone d’extraction /

accéIéAration Zone deAvoI libre
4 A\ Y 4 \
<d—1>4d—2>- < L >
—_— H —> —_ —
E, B E=0 o
- - [N
Zp : : o
— . . [}
«— Yy, H H o
Az, : : =
" I | 1 ;L 11
Vl VZ
0 z

Figure 3.3.1 : Ve schématique d’un spectrométre de masse a temps de vol de type Wiley-McLaren.
Des grilles séparant les régions I et I1 puis I et 111 permettent d’assurer I'homogénéité des champs

électriques dans chaque région.

3.3.1.1 Equation du temps de vol

Le temps de vol total T(z,v,) d'un ion extrait dans ce type de spectrométre peut étre calculé
comme la somme des temps passés dans chacune des trois zones T(z,v,)=T;(z,v,) + T/(z,v,)
+ Ty11(z,v,). Les régions I, I et 111, de longueurs dq, d, et L, correspondent respectivement
aux zones d'extraction, d'accélération et de vol libre.

Les champs électriques El et Eg sont définis par :

P VA 1 .V
g 2 _ e

— Uz, 3.4
1 dl u (33 )
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3 Techniques pour la spectrométrie de masse

Ainsi, pour un ion de masse m, de charge q et de position initiale zg dans la région I, avec une
vitesse initiale vg, selon I'axe du spectromeétre, on peut calculer le temps T; a partir du principe
fondamental de la dynamique :

dvlz q
==F 3.35
dt m ( )
v (t) = %Elt + v, (3.3.6)
2 (t) = %Eltz + vg,t + 2 (3.3.7)

At=T,, z1(T;) = dy, et en posant z' = d;-z la distance parcourue par les ions dans la région

I, il vient :
%EJ}? Ty + 20 = ds (3.3.8)
ST + v, Ty — 2 =0 (33.9)

Cette équation admet deux solutions :
2
. =g — \JVh, + LB
TI ==
9p
m

— 2 2q /
T voz + /U5, + T1E 2
=

q
mE1

T} est la seule solution positive, on a donc :

2
Ti(2', vo.) = q”; (1/2)83 + Equz’ - UOZ> (3.3.10)
1

Ainsi, a t = Ty, la vitesse des ions vy, vaut :

2
vt = Ty) = \J0d. + L B2 = vy, (3.3.11)
m

De la méme maniere, on peut calculer T;7(z',vo,) et Trr1(z'vo,) :

m 2q
TII(Z/7 UOZ) = E [ U%zo —+ EEQdQ — UlZO] (3312)
Trri(2,v0z) = (3.3.13)
V22
ol
2 2q
Vazy = Vs (t = Typ) = ([vi,, + EEQCZQ (3.3.14)

En pratique en phase gazeuse, la vitesse des ions selon z est nulle en moyenne. Ainsi T(z',v,
= 0) définit le centroide du pic de temps de vol tandis que la dispersion ov, des ions influence
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3.3 Spectrométre de masse a temps de vol

la largeur de ce pic. On peut alors calculer le temps de vol moyen T(z',v, = 0) d'ions de masse
m et de charge q par :

T(Z/, O) T[ Z O —|— T[[ Z O —|— T[[[ Z O) (3315)
2 L
,/ D) \/ (B2 + Eady) — \/Elz
T g qEz 2q(E1,z’ + Eydy)
(3.3.16)
q [V E Ey V2E 2 + 2E5d;

_ K\/T (3.3.18)

On vérifie ainsi que le temps de vol est proportionnel a m/q. En prenant pour exemple la
géométrie de notre spectrometre caractérisé par z’ = 9 cm, d, =3 cm et L = 126 cm, avec E;
=107,3 V/cm et E; = 904 V/cm (soit V; = 4000 V et V, = 2710 V), il vient T = 1,92><\/%
s, soit un temps de vol T ~ 27,2 us pour un ion de rapport m/q = 200.

3.3.1.2 Focalisation en position et en vitesse

Nous allons maintenant voir comment il est possible de compenser la position initiale des
ions selon z. En se placant dans le cas ou la vitesse initiale est négligeable, vo, = 0 on peut
exprimer la condition de focalisation pour laquelle le temps de vol T(z') est indépendant de la
dispersion en position dz autour de zy. On obtient alors que cette condition de focalisation ne
dépend que des champs électriques El et E; et de la géométrie du systéme, z', d; et L, et suit
la relation [132] :

dT' (%) 3 1 do
=L -2k 11— ———=) = f(ky) = 3.1
dz : 0< ko + ko 2’ f(ko) =0 (3.3.19)
b "B+ do B
AV R (ST )
kg = ———== 3.2
0 JE (3.3.20)

Ainsi pour une géométrie du spectrométre donnée (d,, z' et L fixes), il existe une valeur de
ko pour laquelle la focalisation en position est obtenue. En déterminant graphiquement kg tel
que f(ko) = 0 on peut déduire le rapport des champs E; et Ey nécessaire a cette focalisation :

!/
By = El%(ko —1) (3.3.21)
Pour reprendre I'exemple précédant, avec z’ =9 cm, d, =3 cmet L = 126 cm on a kg ~ 3,8
et donc E;/E; ~ 8,4. On peut aussi remarquer qu'avec un seul champ d’extraction E, (dy =
0 et ko = 1), la focalisation en position se fait a une longueur L = 2z".
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3 Techniques pour la spectrométrie de masse

Ce type de spectrometre ne permet pas en revanche une compensation de la vitesse initiale
des ions. On peut définir AT, la différence de temps de vol entre deux ions de mémes positions
initiales mais de vitesses initiales vo, opposées suivant I'axe du spectrometre. L'ion ayant sa
vitesse initiale dirigée dans la direction opposée a celle du champ électrique El doit faire un
demi-tour au début de sa trajectoire dans la région I pour étre dirigé vers le détecteur. La
différence AT, est donnée par :

ATU = T[(Z,, _U[)z) - T[(Z/, UOz) (3322)
soit, )
Mo,
AT, = 3.3.23
qEn ( )

On voit directement |la dépendance en vg, de la largeur des pics de temps de vol et donc sur la
résolution du spectromeétre. Un champ d’extraction E; fort permet de compenser partiellement
cette dépendance. Plus cette vitesse initiale sera grande plus la résolution en temps T/AT et
donc la résolution en masse sera faible. Cependant cette caractéristique peut étre utilisée par
exemple pour analyser |'énergie cinétique libérée (KER) [134] des produits de la fragmentation
d'une molécule au sein de la zone d’extraction. Ainsi pour reprendre |'exemple du spectrometre
précédent, pour un ion de rapport m/q = 200 u.m.a fragmentant symétriquement avec un
KER de 10 eV, la vitesse des fragments dans |'axe peut atteindre vy, = 0,3 cm/pus, soit AT,
~ 560 ns. En comparaison, la dispersion en temps de vol dii a la vitesse initiale dans I'axe
z (vitesse thermique ~ 0,04 cm/us) est de ~ 70 ns. L'ordre de grandeur de AT, est donc
expérimentalement mesurable. De plus tant que la dispersion en temps de vol introduite par
le KER est grande devant celle due a vitesse initiale des ions, il est possible de remonter a
I'énergie cinétique libérée lors de la fragmentation des ions.

On peut enfin noter que si les informations de vitesses dans I'axe du spectrométre z sont
contenues dans le spectre de temps de vol, celles dans le plan transverse sont contenues dans
la position d'impact des ions sur le détecteur du spectromeétre. Ainsi, a I'aide d'un détecteur
sensible en position il apparait possible de remonter aux composantes transverses des impulsions
des ions induites par la fragmentation.

3.4 Détection sensible en position

Les détecteurs sensibles en position (DSP par la suite) sont des détecteurs plans permettant
de définir le point d'impact d'une particule a leur surface. L'utilisation de galettes a micro-
canaux couplées avec des écrans pour définir la position, permet généralement d'avoir des
surfaces de détection larges de plusieurs centimetres de diamétre. Pour la détection d'ions de
trés basse énergie (< 1 keV), il existe différentes techniques d'écrans permettant la mesure de
la position dans le plan du détecteur : anodes résistives, écrans phosphores ou encore anodes a
lignes a retard. lls présentent des caractéristiques tres intéressantes . Ces détecteurs sensibles en
position sont notamment fréquemment utilisés pour I'imagerie de faisceau de particules de faible
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3.4 Détection sensible en position

intensité (< 107 particules/s), la spectroscopie d'impulsion d'ions de recul et la spectrométrie de
masse. Sur le dispositif PIBALE nous utilisons des galettes a micro-canaux et des anodes a lignes
a retard car il offre une résolution de I'ordre de la centaine de um et une réponse temporelle
de I'ordre de la nanoseconde [135]. Nous discuterons ici de cette technique en particulier.

I

my w/iininginnniiinnng -
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bEi000) —
Ty

(a) (b)

Figure 3.4.1 : (a) : Vue schématique d’un détecteur sensible en position composé de deux galettes
en chevrons (en gris) suivies des deux plans d'anodes a lignes a retard (en orange) permettant de
reconstituer les positions d'impact en x et y. Le champ de post-accélération E, permet d’accélérer
les ions (fleche rouge) avant I'impact. La différence de potentiel entre la face arriére de la derniere
galette et les plans d'anodes permet d’'accélérer les électrons vers ces derniers. (b) : En haut, coupe
schématique d’un détecteur sensible en position. La gerbe d’électron amorcée par I'impact de I'ion
incident se répand jusqu’a I'anode a ligne a retard. En bas, schéma du processus de multiplication des
électrons le long d’un canal polarisé agissant comme une dynode continue.

3.4.1 Efficacité de détection des galettes a micro-canaux

Les galettes a micro-canaux sont réalisées en matériaux semi-conducteurs et sont caracté-
risées par leur ouverture géométrique (surface couverte par les micro-canaux), et sont généra-
lement montées en ensemble de deux a trois galettes disposées en chevron (figure 3.4.1). Le
fonctionnement d'une galette a micro-canaux repose sur le fait que chaque canal agit comme
un multiplicateur d’électrons pour produire un signal électrique, la surface intérieure d'un ca-
nal agissant comme une dynode continue (par analogie aux dynodes discrétes d'un photo-
multiplicateur), comme illustré en figure 3.4.1b. L'angle des canaux par rapport au plan de la
galette assure que les ions ayant une incidence normale au détecteur impactent la surface in-
terne des canaux et générent |'émission d'électrons secondaires. La disposition de deux galettes
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3 Techniques pour la spectrométrie de masse

en chevron permet d'augmenter l'intensité de la gerbe d’électrons (gain).

En pratique, I'efficacité maximale d'un tel détecteur est limitée par I'ouverture géométrique
totale de I'ensemble des micro-canaux par rapport a la surface totale de la galette et est noté
€g60. Cette efficacité maximale est atteinte lorsque chaque particule impactant dans un des
micro-canaux génere une gerbe d'électrons conduisant a un signal. Dans le cas ou les canaux
sont répartis réguliérement suivant un motif hexagonal, comme illustré en figure 3.4.1a, alors
€460 Peut étre exprimé par [136] :

o — \2/7% (21;)2 (3.4.1)

ou D est le diamétre d'un canal et p est le pas du motif hexagonal. Dans le cas de la plupart
des galettes commercialisées, €, est de I'ordre de 50 % [135,137]. Par exemple pour D = 25
pm et p =32 um on a g4, = 55 %.
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Figure 3.4.2 : (a) : Efficacité de détection pour des ions de gaz rares en fonction de I'énergie de
post-accélération [138].(b) : Efficacité de détection normalisée pour des oligomeres de polystyréne de
masses comprises entre 791,3 et 2352,2 u.m.a en fonction de I'énergie de post-accélération [137].

Outre I'aspect géométrique, I'efficacité des galettes est une fonction complexe dépendant,
entre autres, de la masse, de la charge, de |'énergie et de I'angle d'incidence des ions. La mesure
de I'efficacité de galettes a micro-canaux a été le fruit de nombreuses études dans les années
1990 et 2000 [136]. Cette dépendance est liée au rendement de la production des électrons se-
condaires par I'impact des ions. Les travaux de Gilmore [137] sur des oligoméres de polystyréne
ou ceux d'Oberheide [138] sur des ions de gaz rares, présentés en figure 3.4.2, montrent no-
tamment que I'efficacité de détection des galettes a micro-canaux diminue rapidement lorsque
la masse des ions augmente ou lorsque leur énergie cinétique au moment de I'impact diminue.
L'application d'un champ électrique de post-accélération Ea devant les galettes permet d'aug-
menter |'énergie cinétique des ions avant leur impact et donc d’assurer une efficacité maximale
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3.4 Détection sensible en position

des galettes (,4¢,) sur une large gamme de masse. On peut alors noter que dans notre cas,
pour I'étude d'ions de rapport m/q = 100-500 u.m.a I'énergie cinétique des ions doit étre de
4 a7 keV. On montrera dans la partie 4.1.2 une mesure expérimentale de I'efficacité de détec-
tion d'un détecteur utilisé sur PIBALE, pour des ions de différentes masses. Nous verrons que
€ < £460 pour des ions de masse m > 150 u.m.a et d'énergie cinétique E. = 2500 eV.

On notera que I'efficacité de détection diminue aussi avec le vieillissement des galettes [137],
mais que ceci peut étre compensé par une augmentation du gain, c'est-a-dire de la polarisation
entre la face avant et la face arriére des galettes.

3.4.2 Fonctionnement d’une anode a lignes a retard

milieu des fils

[

|

|
X \*({x,v) (X,’W)/ A /\ s
WYV UL LA

(a) (b)

Figure 3.4.3 : (a) : Exemple de mesure des temps t.1, tco, t,1 et t, sur les plans de I'anode a lignes
a retard apres la détection simultanée de deux ions aux positions (X,Y) et (X',Y’) sur les galettes a

micro-canaux.(b) : Schéma montrant les temps d’arrivée des différents signaux suivant la détection
simultanée sur les galettes aux temps tza = t'ga et aux positions (X,Y) et (X',Y’).

Apres I'impact d'un ion et la multiplication des électrons dans les micro-canaux, la gerbe
d’électrons est dirigée vers I'anode a lignes a retard par I'application d'une différence de potentiel
de quelques centaines de volts. Ce type d'anode est constitué de deux plans de fils conducteurs
orthogonaux enroulés en spires, permettant de mesurer la position d'une particule dans chacun
des deux axes du plan du détecteur, comme illustré en figure 3.4.1a. Lorsque la gerbe d'élec-
trons atteint les fils d'anodes, une impulsion électrique est créée et se propage jusqu'a chaque
extrémité du fil o I'on peut alors mesurer les temps t,;, t, ty1 et t,» d'arrivée de I'impulsion,
présentés en figure 3.4.3. Ces différents signaux sont tous référencés par rapport au temps tg,
auquel I'ion impacte les galettes et classés chronologiquement par le systeme d'acquisition. La
différence t,-t; de ces temps d'arrivée multipliée par une constante de calibration C correspond
alors a la différence de longueur de fil parcourue par I'impulsion. La constante C est fonction de
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3 Techniques pour la spectrométrie de masse

la vitesse de propagation des signaux dans les fils (résistivité des fils) ainsi que de la géométrie
du détecteur. On remonte alors aux positions X et Y grace aux relations :

Y =(Cx (tyg — tyl) (343)

La longueur L des fils étant fixée, la somme des temps d’arrivée t, 1 +t,y» = CxL est alors
nécessairement constante. Cette valeur dépend de la taille du détecteur et est de I'ordre de la
centaine de nanoseconde pour un détecteur de 80 mm de diametre [135]. Cette caractéristique
peut alors conditionner le choix des couples (t,1,tx2) et (ty1,t,2) lors de la détection proche de
plusieurs ions. On entend par proche le fait qu'une seconde particule soit détectée avant que les
signaux t,1, te, ty1 et ty» de la précédente particule soient mesurés. Ainsi, prenons par exemple
le cas de la figure 3.4.3 de deux particules impactant a tg=t'ga et a des positions (X,Y) et
(X",Y") différentes. Celles-ci géneérent des signaux en temps [t., te, ty1, tyo] et [t'x, t'xe, t'y,
t'yo].

Y (mm)

-20 -10 0 10 20

Figure 3.4.4 : Image calibrée de la surface active d’un détecteur sensible en position de 40 mm de
diametre.

En considérant le chronogramme de la figure 3.4.3b et en prenant en compte le classement
chronologique de |'acquisition, on reconstruirait les couples erronés :

— (ta,t'x2) avec tg + t'ho < CxL

(t'x1,tx2) avec t'yy + to > CxL
— (ty1,t'y2) avec tyg + t'yp < CxL

(t'yi,ty2) avec t'y; + typ > CxL
On voit alors que la somme des valeurs de ces couples n'est pas constante et induit néces-

sairement une erreur dans la reconstitution des positions d'impact des particules. Ainsi, en
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3.4 Détection sensible en position

conditionnant I'association des couples (tx,t«) et (ty1,t,2) tel que leur somme soit égale a
CxL, il est possible de reconstruire sans erreur la position de toutes les particules.

La détermination de la constante de calibration C peut se faire par exemple en utilisant un
masque devant le détecteur de dimensions connues, ou bien en estimant la surface visible active
du détecteur et d'en déduire la constante de calibration a partir de ses dimensions réelles, comme
présenté en figure 3.4.4. Par exemple, dans le cas de ce détecteur, le facteur de calibration C
a été évalué a C = 0,44 mm/ns.

La résolution en position est essentiellement limitée par la prise de temps des différents
signaux temporels : t ~ 0,5 ns. Celle-ci peut alors étre déduite par 0.X = §Y ~ 2.C.At ~
440 pm. Dans notre cas cette résolution est bien inférieure aux grandeurs que I'on pourrait
mesurer (nuage d'ions de plusieurs millimétre). La résolution en position n'est donc pas un
facteur limitant et pourra étre négligée par la suite.
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4 Développement du dispositif expérimental PIBALE

Le développement et la caractérisation du dispositif PIBALE représentent une grande partie
du travail de cette thése. Au début de cette these en novembre 2013, le spectrométre de
masse a temps de vol et la ligne de production et de transport des ions moléculaires venaient
d'étre raccordés, tandis que la source d'ions projectiles monochargés avait été testée mais
n'était pas encore couplée au reste du montage. Dans ce chapitre, le dispositif sera présenté
dans son état actuel et nous y détaillerons ses caractéristiques et son fonctionnement. Dans
une seconde partie sera présenté le développement d'un nouveau funnel pour la production
d'ions moléculaires ainsi que la caractérisation du piége a ions et du spectrometre de temps
de vol, points clefs du dispositif. Nous discuterons ensuite de la synchronisation en temps et
de I'alignement spatial des deux faisceaux nécessaires pour réaliser les expériences de faisceaux
croisés non continus. Une estimation du nombre d'événements attendus pourra étre déduite
des caractéristiques complétes du dispositif PIBALE. Enfin certains résultats de ces expériences
seront présentés et les différentes sources de bruits de fond et de pollutions auxquelles nous
devons faire face seront mis en évidence. En conclusion, nous discuterons des limitations du
dispositif actuel et des améliorations pouvant étre encore entreprises.

4.1 Description générale

Le dispositif expérimental PIBALE doit permettre d'étudier les processus de relaxation de
systemes moléculaires d'intérét biologique apres interaction avec des ions atomiques de quelques
keV d'énergie cinétique. L'étude de systemes tels que des protéines, des brins d'’ADN ou des
complexes non-covalents (agrégats, molécules nanosolvatées) sélectionnés en masse nécessite
I'emploi de sources d'ionisation douce telles que les sources a électronébulisation.

L'utilisation de ce type de source moléculaire produit généralement une faible intensité
d'ions. La majorité des dispositifs utilisés pour I'étude de I'irradiation de molécules ainsi pro-
duites sont composés d'un piege a ions dans lequel les molécules cibles sont accumulées
pour y &tre irradiées pendant un temps généralement long (quelques centaines de millise-
condes) [100, 139, 140]. Cette technique peut étre couplée a différentes méthodes de spec-
trométrie de masse mais ne permet pas une analyse de la cinématique de fragmentation des
molécules, comme la mesure du KER ou la détection en coincidence des fragments.

Pour obtenir ces informations, il est nécessaire de détecter les produits d'une collision
unique rapidement apres l'interaction entre la particule projectile et la molécule cible. La tech-
nique expérimentale des faisceaux croisés couplée a la spectrométrie de masse a temps de vol
permettent ce type d'étude [95, 108, 141]. Elles requiérent une densité importante de molécule
cible que les techniques de jets moléculaires neutres sont capables de produire.

Dans le but d'obtenir des informations sur les mécanismes de relaxation de systémes molé-
culaires complexes sélectionnés en masse, aprés excitation et/ou ionisation, le dispositif PIBALE
doit permettre la détection en coincidence des fragments et la mesure de leurs impulsions pour
I'analyse de la cinématique de fragmentation. Pour ce dispositif, il a été donc été choisi de
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4.1 Description générale

coupler les techniques de production d'ions moléculaires par électronébulisation, d'interaction
en faisceaux croisés et de spectrométrie de masse a temps de vol avec une détection en posi-
tion des fragments. Cependant, dans notre cas, |'utilisation de ce type de source moléculaire
associé a ce type de spectrométre nécessite une cible dense d'ions de trés basse énergie (de
I'ordre de la dizaine d'eV). De plus le spectrométre devra fonctionner dans un mode "pulsé" du
champ électrique d'extraction. Un tel dispositif n’a, a notre connaissance, jamais été réalisé et
constitue un véritable défi instrumental.
Le dispositif PIBALE représenté sur la figure4.1.1 peut-étre séparé en trois parties :

1. la source d'ions moléculaires et la préparation de paquets d'ions cibles denses,
2. la source d'ions atomiques et la mise en forme du faisceau projectile pulsé,

3. la zone d'interaction (ZI) et I'analyse des produits de I'interaction par spectrométrie de

masse a temps de vol.

Q DSPtof
a
g — Analyseur en masse
o S qguadripolaire
S
Cage de £ 8 Piége de Paul
€ E
Faraday s 2
5 Funnel
3
%) \ Source ESI

oY

Triplet de
quadripdle

Figure 4.1.1 : Schéma général du dispositif PIBALE.

En quelques mots, les ions moléculaires cibles sont produits par une source d'ionisation a
électronébulisation. lls sont sélectionnés selon leur rapport m/q dans un analyseur en masse
quadripolaire, puis accumulés dans un piege a ions tridimensionnel. Les paquets d'ions denses
ainsi formés sont ensuite extraits puis guidés vers la zone d'interaction. Le faisceau d'ions ato-
miques projectiles de quelques keV d'énergie cinétique est produit par une source ECR (Electron
Cyclotron Resonance) de type Mono1000 [142]. Ce faisceau est mis en forme pour maximiser le
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4 Développement du dispositif expérimental PIBALE

recouvrement avec les paquets d'ions cibles dans la zone d'interaction (ZI). Enfin, les fragments
chargés positivement issus de l'interaction sont alors analysés dans un spectrometre de masse
a temps de vol de type Wiley-McLaren couplé a un détecteur sensible en position.

4.1.1 Production des ions moléculaires cibles

La premiere partie de ce dispositif expérimental consiste a produire a I'aide d'une source
d'ionisation a électronébulisation des molécules d'intérét biologique en phase gazeuse selon le
principe décrit précédemment dans la section 3.1 puis de les sélectionner selon leur rapport
masse sur charge m/q. La figure 4.1.2 présente cette premiére partie ainsi que les pressions
dans chaque chambre.

Source ESI Capillaire Octopodle 1 Octopole 2

P=1atm chauffant P=~3.103mbar P = 1.10° mbar Déviateur 90

§

Qms
P=~1.107 mbar

Funnel
P=~8.101mbar

Figure 4.1.2 : Schéma technique détaillé de la source ESI jusqu'a I'entrée de la chambre du QMS
commercial (Extrel).

Différentes molécules d’intérét biologique ont été utilisées pendant cette thése pour les
tests et la caractérisation du dispositif PIBALE. Ces systemes de tests ont été choisis pour leur
fragmentation connue et rapportée dans la littérature, lors de dissociation induite par collisions
(CID), car, comme nous le verrons dans la suite, ce processus de fragmentation peut se produire
en plusieurs points du dispositif. On peut citer, notamment, |'adénine [143] et I'adénosine [144],
présentées dans la section 2.1, et la molécule de kanamycine (figure 4.1.3) [145]. Les résultats
présentés dans la suite ont été obtenus avec ces molécules.

OH
OH

HO Q HO 75 OH
e HO NH,

Ry
(@] (@]
HoN NH>

Figure 4.1.3 : Structure chimique de la kanamycine (m = 484 u.m.a.).
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4.1 Description générale

Source ESI

Pendant cette these, le dispositif PIBALE a été optimisé pour des ions chargés positifs
et nous avons donc travaillé uniquement avec des molécules protonées. La source d'ionisation
a électronébulisation utilisée sur PIBALE a, jusqu'a maintenant, permis de mettre en phase
gazeuse des molécules d'intérét biologique de une a plusieurs fois protonées sur une gamme
de rapport m/q de 100 a 1600. Les molécules sont préparées en solution a des concentrations
micromolaires (M) dans un mélange d’'eau et de méthanol en proportion équivalente (50 %
/ 50 %). L'ajout d'acide acétique assure la protonation de la molécule étudiée en solution. La
solution est transférée depuis une seringue jusqu'a I'aiguille métallique de la source le long d'un
fin capillaire en silice (75 um de diamétre) a un flux de 0,1 a 0,5 puL/min.

L’aiguille de la source ESI est montée sur un support a trois degrés de liberté x, y, z permet-
tant d'optimiser |'intensité du faisceau de molécules en fonction de la position de I'aiguille. En
pratique, |'aiguille est positionnée a 4 mm de I'entrée du capillaire et légerement désaxée pour
limiter le flux de particules neutres y entrant. Une différence de potentiel d'environ 3 kV est
appliquée entre I'aiguille et le capillaire chauffant. Les micro-gouttelettes chargées traversent ce
capillaire chauffant (T ~ 40 a 100 °C) ou le processus d'évaporation se poursuit. La géométrie
du capillaire (10 cm de long et 500 um de diamétre) permet de limiter la conductance depuis
la pression atmosphérique jusqu'a la premiére chambre a une pression de quelques 8.10°! mbar.
Un faisceau de molécules protonées et d'espéces neutres est ainsi produit.

Guidage et sélection en masse/charge

En sortie du capillaire chauffant de la source ESI, les ions sont focalisés et guidés le long d'un
funnel et de deux octopéles jusqu'a un analyseur en masse quadripolaire commercial (Extrel).
Les caractéristiques du funnel sont développées en section 4.2.1. Dans la chambre du premier
octopdle qui est a une pression de quelques 103 mbar, le libre parcours moyen des ions est de
I'ordre de la longueur de I'octopdle (une dizaine de centimétres). Le nombre de collisions avec
le gaz résiduel devient donc négligeable et |'énergie potentielle des ions correspond a q.Ug1, la
valeur du potentiel de polarisation appliquée a cet octopdle. Dans le fonctionnement normal,
I'énergie des ions est fixée entre 15 et 25 eV.

Le pompage différentiel entre les différentes chambres permet d’atteindre un vide de I'ordre
de 107 mbar dans la chambre du QMS. La tension de polarisation Ugus appliquée sur le qua-
dripdle permet aux ions de traverser I'analyseur avec une énergie de quelques eV (typiquement
1 a 2 eV pour une bonne résolution et transmission).

Aprés sélection selon leur rapport m/q, les ions traversent un déviateur électrostatique a
90° composé de quatre quarts de cylindre. Les ions peuvent étre guidés d'un coté vers un
détecteur (plaque de conversion + channeltron) ou de I'autre cté vers le piege de Paul. On
peut noter que ce déviateur permet d'éviter le transfert des espéces neutres produites par
I'ESI vers le piége et la ZI. L'intensité du signal mesurée avec le channeltron est calibrée
pour obtenir I'intensité absolue du faisceau d'ions moléculaires en pico-Amperes ou particules
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4 Développement du dispositif expérimental PIBALE

par seconde. Cette mesure d'intensité absolue en sortie du QMS, que I'on notera lgs; par la
suite, est essentielle et nous permet d’estimer |'efficacité de piégeage et de transport des ions
jusqu'a la ZI et de s'assurer de la stabilité de la source d'ions moléculaires a tout moment.
Ce QMS commercial a une résolution en masse maximale m/Am de I'ordre de 10000 selon le
constructeur. En pratique, lorsque la molécule cible est isolée de toute pollution, la résolution
en masse est volontairement réduite pour améliorer la transmission des ions dans le QMS et
donc augmenter l'intensité du faisceau. Des intensités lgs; de I'ordre de 5 a 30 pA (107-108
particules/seconde) sont généralement atteintes avec la plupart des molécules utilisées pendant
cette these pour la caractérisation du dispositif.

4.1.2 Formation des paquets d’ions cibles

Aprés sélection dans le QMS, le faisceau continu d'ions moléculaires est guidé vers la
deuxieme partie du dispositif jusqu'au piege de Paul. Les ions traversent un troisieme octopdle
dans une chambre définissant un étage de pompage différentiel pour le QMS lorsque le piége est
rempli de gaz d'hélium. L'efficacité de transmission du faisceau d'ions depuis le QMS jusqu'a la
sortie de cet octopdle a été mesurée et est de |'ordre de 70 a 90 %. Les ions sont ensuite focalisés
par des électrodes adaptées pour optimiser |'injection des ions au travers de |'orifice de 4 mm
de diametre de I'électrode chapeau d'entrée du piége. Apres accumulation, ces derniers sont
extraits du piege vers la zone d'interaction. Cette seconde section du dispositif est présentée
en figure 4.1.4. Les pressions dans les différentes chambres lorsque le gaz tampon est injecté
dans le pieége sont notées sur ce schéma.

Piégeage

Le piege de Paul utilisé sur PIBALE est un piege commercial (Jordan TOF Products, Inc.,
piege a ions C-1251 et alimentation RF D-1203) caractérisé par les dimensions o = 10 mm
et 2o = 7 mm respectant la condition 73 = 2z2. Ce piége fonctionne 3 une fréquence RF
de piégeage de 1 MHz et une amplitude V ajustable (0 a 2500 V). Les trois électrodes du
piege sont portées au potentiel Ups. Le piégeage des ions fonctionne par cycle de période
Teycle décrit par le chronogramme de la figure 4.1.5. Ce cycle est divisé en deux parties :
I'injection /accumulation des ions puis leur extraction du piége sous forme de paquet.

Le piege est rempli d'un gaz tampon d’hélium a une pression P(He) de I'ordre 0,1 mbar
pendant la moitié du cycle de facon a dissiper |'énergie cinétique des ions et les thermaliser a
300 K. Les ions sont injectés en continu dans le piége lorsqu'il est rempli par |I'hélium, pendant
une durée A;,;. Dans le fonctionnement normal, A;,; est également fixée a la moitié du cycle,
mais peut étre ajustée pour réaliser certaines mesures nécessitant un nombre limité d'ions par
paquets.

L'énergie cinétique initiale des ions est ajustée a environ 1 €V, grace au potentiel commun
Upias, pour limiter I'énergie de collision avec le gaz pouvant entrainer leur fragmentation (pro-
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Piege de Paul
P =103 mbar

Déviateur 90° l

Octopodle 3
P=10°mbar

Optique de guidage
P =10° mbar

Vers ZI
P = 103mbar

Figure 4.1.4 : Schéma technique détaillé de I'assemblage du piége de Paul et des électrodes pour
l'optique d'injection et d’extraction du piége jusqu’'a la zone d'interaction.

Teycte=200ms

Injection du B i
gaz tampon
Injection —
des ions i L
Extraction du i
paquet d’ions, T, !

! At '

Figure 4.1.5 : Chronogramme d’un cycle de fonctionnement de piégeage.

cessus de dissociation induite par collision, CID). La quantité d'ions accumulés dans le piége est
limitée par la charge d'espace et s'éleve a ~ 1,5.10° ions (section 4.2.2.1). Pour une intensité
lesi d'environ 10 pA, le piége est rempli a son maximum pour une durée d'injection A;,; de
100 ms.

Avant |'extraction d'un paquet d’'ions du piége, il est nécessaire de pomper le gaz tampon
pour limiter les collisions avec I'hélium résiduel. Ces collisions entrainent une augmentation de
la dispersion en énergie du paquet d'ions et peuvent conduire a la fragmentation des ions molé-
culaires (CID). Ainsi un délai de pompage du gaz tampon, At, d'une centaine de millisecondes
est nécessaire avant |'extraction d'un paquet d’ions (section 4.2.2.4).

Enfin I'extraction des ions intervient apres I'arrét du potentiel RF (section 4.2.2.3) et se
fait avec un champ électrique E—ez de quelques V/cm en appliquant les potentiels 4V et
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4 Développement du dispositif expérimental PIBALE

-Vt respectivement sur les électrodes chapeaux d'entrée et de sortie du piege. En pratique,
le début de I'application du champ d’extraction du piége est le signal déclencheur du cycle de
fonctionnement complet de I'expérience. On le notera temps zéro T, par la suite.

Ainsi la période d'un cycle de piégeage Ty typique est de 200 ms et contient 100 ms
pour accumuler un nombre maximum d'ions dans le piege, puis 100 ms pour pomper le gaz
tampon avant d’extraire un paquet d'ions du piege. Des mesures du temps de vie des ions dans
le piege ont été réalisées et ont montré que ce temps est long devant la durée de piégeage des
ions. La description détaillée des limitations du piégeage et des caractéristiques des paquets
d'ions fait |'objet de la section 4.2.2.

Transfert vers la zone d’interaction

Le paquet d'ions est guidé aprés extraction par plusieurs électrodes vers la zone d'interaction
dont le centre est a une distance de 529 mm du centre du piege. L'optique de guidage est
contenue dans deux chambres supplémentaires disposées entre la chambre du piege et celle de la
zone d'interaction. Des diaphragmes de faibles conductances permettent d'assurer un pompage
différentiel entre le piege et la ZI lors de I'injection du gaz tampon. Une lentille déviatrice divisée
en quatre quarts de cylindre pouvant étre polarisés a des tensions indépendantes les unes des
autres permet de corriger les défauts d'alignement pour centrer la trajectoire du paquet d’ions
dans la ZI. Apres cette derniere lentille, les ions évoluent en vol libre dans la zone d'interaction
avec une énergie cinétique de I'ordre de 15 €V a 20 eV, définie par la tension de polarisation du
piege au moment de I'extraction, soit (E.) = q.Upias.

4.1.3 Détecteur diagnostic

Un détecteur sensible en position de 40 mm de diamétre (que I'on notera DSPyiomor) €st
placé a 295 mm du centre de la zone d'interaction dans la continuité de la trajectoire des ions
(axe y). Celui-ci fonctionne tel que décrit dans la section 3.4. Ce détecteur est un élément
essentiel du dispositif car il est notre principal outil de mesure des caractéristiques des paquets
d'ions extraits du piége et nous permet notamment d'optimiser toute I'optique de guidage des
ions. Ce détecteur nous permet de mesurer :

— le nombre d'ions par paquet,

— le temps de vol des ions entre leur extraction du piege Tg et I'instant t de leur détection,

— la forme du paquet d'ions dans le plan (xOz) orthogonal a leur direction de propagation.

— la distribution en énergie des paquet d'ions (méthode indirecte).

Comme présentées sur la figure 4.1.6, plusieurs grilles atténuatrices de transmissions G,
sont placées devant le détecteur. Elles permettent de réduire le nombre d'ions impactant le
cﬁtecteur (transmission totale Gy, = 4 %), de séparer la zone du champ de post-accélération
E, de la zone d'interaction ou les ions évoluent en I'absence de champ électrique et de mesurer
I'énergie des ions. Deux grilles escamotables supplémentaires de transmissions 10 % et 1 % et
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de surface 2,5x2,5 cm sont placées devant le détecteur, comme le montre la photographie de la
figure 4.1.7. Celles-ci servent a réduire le nombre d'ions impactant le détecteur lorsque celui-ci
devient trop grand.

avant

V =-2500 V Ug

////////

Transmissions des grilles :

Figure 4.1.6 : Schéma du montage des grilles devant le DSPp;ome;. Un champ de post-accélération
E, est appliqué entre le détecteur et la premiére grille. Les grilles externes, en bleu, sont connectées
a la masse et permettent de séparer les champs électriques de chaque région. Les grilles internes,
en rouge, peuvent étre polarisées a la tension Ugijes. Elles permettent de mesurer la distribution en

énergie des ions moléculaires.

Grille escamotable G,, = 1% (en position)

1% grille externe G,, = 76%

Grille escamotable G,, = 10% (hors position)

Figure 4.1.7 : Photographie du montage des grilles escamotables de transmissions 10 % et 1 %
devant les grilles du DSPpiomo. Ici, la grille de transmission 1 % est en place face au centre du
détecteur. Les grilles peuvent étre escamotées complétement loin du passage des ions.
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4 Développement du dispositif expérimental PIBALE

Efficacité de détection

Les ions ne possédant que quelques eV d'énergie cinétique, la face avant de la galette de
ce détecteur est polarisée a une tension Va0t de -2500 V pour post-accélérer les ions avant
I'impact et améliorer I'efficacité de détection. L'efficacité du détecteur ¢ a été mesurée pour des
ions de rapport m/q = 161, 321 et 486 dans ces conditions. La méthode de mesure consiste a
comparer le comptage des ions sur le détecteur et |'intensité, en pA, lue sur la grille escamotable
de transmission 1 % au passage d'un faisceau cible continu (non piégé). L'intensité lue sur la
grille est de I'ordre de 1 pA. Les résultats sont donnés dans la figure 4.1.8. L'incertitude sur la
mesure est ici dominée par les fluctuations de I'intensité lue sur le pico-amperemétre utilisé et
par l'incertitude sur la valeur de transmission de la grille escamotable (~ 10 %). On observe
bien une diminution de I'efficacité avec |'augmentation de la masse des ions (et donc diminution
de la vitesse initiale). Ces valeurs sont cohérentes avec les résultats de la littérature [137,138]
présentée en figure 3.4.2. Ces valeurs seront utilisées par la suite pour déterminer le nombre
d'ions arrivant sur le DSPyiomol.

064 £56,=0,55 .

Efficacité €
H/

0.2 4 -

150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Figure 4.1.8 : Mesures de I'efficacité de détection € du DSPpjomor pour des ions de m/z = 161, 321
et 485 de ~ 2500 eV d'énergie cinétique. L'efficacité maximale ¢4, a été calculée selon I'équation
3.4.1 d’aprés les caractéristiques géométriques de ces galettes a micro-canaux.

Efficacité de transmission des ions

Nous définissons |'efficacité globale de piégeage et de transmission du dispositif, irans,
comme étant le rapport entre le nombre d'ions injectés a I'entrée du piége, Niy;, et le nombre
d'ions par paquet présents dans la zone d'interaction, Nzj. Ni,; est le produit de l'intensité du
faisceau de molécule en sortie du QMS, Igs), et de la durée d'injection des ions dans le piége,
Ainj. Nzi est déterminé par le nombre d'ions par paquet mesuré sur le détecteur, Nget, corrigé
de I'efficacité de détection ¢ et de I'atténuation des grilles G,.
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rans = ——— 41.1

Girans = 3 (4.1.1)
Ndet 1

. 41.2

e.Gy IESI-Amj ( )

L’efficacité globale de piégeage et de transmission des ions depuis le QMS jusqu'au DSPpiomol
est de I'ordre de 1 3 2 %.

Mesure du temps de vol et forme 2D d’un paquet d’ions

Ce détecteur sensible en position nous permet de mesurer le temps de parcours d'un pa-
quet d'ions depuis le piege. Nous utilisons le signal d'application du champ d’extraction du
piege comme Ty pour ces mesures de temps de vol. En addition, |'image du paquet d'ions est
reconstruite selon le principe décrit précédemment en section 3.4.

La figure 4.1.9 présente un exemple de mesure de temps de vol et d'image dans le plan
du détecteur pour un paquet d'ions de kanamycine de 15 €V d’énergie cinétique. On peut ainsi
déterminer les différentes caractéristiques du paquet d’ions, ici :

— temps de vol : (tof) = 293 us et Atof = 20 us (largeur a mi hauteur)

— dimensions du paquet dans le plan xOz : Ax = 15 mm et Az = 12 mm.

On notera que ce détecteur affiche une zone morte en son centre qui affecte la reconstruc-
tion de I'image. Cependant il a été vérifié, en positionnant le faisceau sur une zone active, que
cette zone morte n'a pas d'influence sur le comptage du nombre d'ions impactant le détecteur.
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Figure 4.1.9 : (a) : temps de vol et (b) : image dans le plan du détecteur d’un paquet de kanamycines
protonées (m/q = 485) de 15 eV d’énergie cinétique.
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Mesure de I'énergie des ions

La mesure de la distribution en énergie des ions repose sur le principe du « champ retardeur »
(retarding field analyser) grace a I'ensemble de grilles montées devant le détecteur. Cette
méthode consiste a mesurer la variation du nombre d'ions détectés en fonction d'un potentiel
électrique U agissant comme une barriére pour tous les ions d'énergie cinétique inférieure a
gxU.

Ici, les deux grilles intérieures rapprochées peuvent étre polarisées a une tension Ug tandis
que les deux grilles extérieures connectées a la masse permettent de séparer les différentes zones
de champs électriques. Cette tension Ug sert de barriére de potentiel pour les ions. La variation
du nombre d'ions détectés en fonction de la valeur de cette tension permet de retracer alors la
distribution en énergie des paquets d'ions extraits du piége. Un exemple de mesure de I'énergie
cinétique des ions avec cette méthode est présenté dans la section 4.2.2.2.

4.1.4 Zone d’interaction et analyse par spectrométrie de masse a
temps de vol

Au centre de la zone d'interaction (Z1), le paquet d'ions cibles dirigé suivant |'axe y croise
un pulse de quelques ps du faisceau d'ions projectiles dirigé suivant I'axe x. Ici le faisceau
projectile doit étre mis en forme de facon a optimiser la superposition du faisceau avec la forme
des paquets d'ions cibles dans la zone d'interaction (voir section 4.2.2.5). Comme présenté dans
le schéma de la figure 4.1.10, |'interaction entre les deux faisceaux se fait au sein de la zone de
champ d'extraction d'un spectrométre de masse a temps de vol de type Wiley-McLaren (voir
section 3.3), orienté dans |'axe z. Dans I'axe du faisceau projectile, deux iris (diaphragmes de
diametre variable) sont placés a I'entrée et a la sortie de la zone d’interaction, a équidistance
du centre de la ZI. Ces iris, composés de lames métalliques, peuvent étre utilisés pour limiter
le diamétre du faisceau projectile entrant dans la ZI.

La pression dans la zone d'interaction est de I'ordre de 1-2.108 mbar. Un écran froid autour
de la zone d'interaction peut étre refroidi a la température de |'azote liquide, permettant ainsi
de piéger les molécules d’eau sur les parois et de diminuer d'un facteur ~ 3 la pression du
gaz résiduel au sein de cette zone. Une pompe a sublimation de titane vient s'additionner au
systéme de pompage et permet de piéger efficacement certaines molécules du gaz résiduel,
tel que Hy, H,O, Ny, CO et CO,. Une pression de quelques 10° mbar peut étre atteinte en
utilisant ces deux techniques. A cette pression, la densité du gaz résiduel est de quelques 108
molécules/cm3.

Descriptif du spectromeétre de masse a temps de vol

La géométrie particuliere de ce spectrométre de masse a temps de vol, associé a une
détection sensible en position, permet la différenciation des ions selon leur vitesse initiale et
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™~ Cage de Faraday
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Figure 4.1.10 : Schéma technique détaillé de la zone d’interaction. Les faisceaux cible et projectile
se croisent dans la zone de champ d’extraction du spectrométre de masse a temps de vol de type Wiley-
MecLaren. Une cage de Faraday escamotable devant un profileur a fils permet de mesurer I'intensité
du faisceau projectile traversant la zone d’interaction.

donc la séparation entre les ions cibles et le gaz résiduel ionisé par le faisceau projectile. Ses
performances seront détaillées en section 4.2.4.

Nous allons ici garder les notations de la section 3.3 pour décrire la géométrie du spectro-
metre. La zone d'extraction/interaction est composée d'un total de 15 électrodes de 90 mm
de diameétre intérieur et espacées de 10 mm dans I'axe z. Le champ d'extraction E, est créé
entre la 1% et la 12¢ électrode sur une distance d; = 12 cm. L'espacement entre la troisieme
et la quatrieme électrode fait exception et est de 20 mm pour permettre le passage des deux
faisceaux : cette région constitue la zone d'interaction. Le centre de la zone d'interaction est a
une distance z' = 9 cm de la seconde région du spectrometre. Cette seconde région d’accéléra-
tion et de champ électrique E, est formée des électrodes 12 3 15 sur une longueur dp = 3 cm.
La longueur de la zone de vol libre est de L = 126 cm. Des grilles de 76 % de transmission
séparent les zones d'extraction/accélération et accélération/vol libre.

Comme présenté en figure 4.1.11, I'ensemble des électrodes d’extraction peut pivoter autour
d'une sphére en céramique dont le centre est situé 50 mm en dessous du centre de la ZI. Deux
mécanismes indépendants permettent de faire pivoter le systeme suivant les plans yOz et xOz
respectivement selon des angles 6 = +£2° et ¢ = £2°. En pratique ¢ est fixée a 0° pour orienter
6 uniquement dans le plan yOz. De cette maniére, il est possible de compenser la vitesse initiale
des ions et de modifier leur trajectoire et leur point d'impact sur le détecteur.
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Figure 4.1.11 : (a) : Ve en coupe de la zone d'extraction/accélération du spectrométre de masse
a temps de vol installé sur PIBALE. (b) : Vue de la géométrie du spectrométre dans SIMION. On
notera la présence des électrodes du miroir électrostatique dans la zone de vol libre mais non uilisées
(potentiel nul sur ces électrodes).

Pour cette géométrie, la focalisation en position est obtenue pour E,/E; ~ 8,4. En pratique,
on applique la haute tension V; sur la premiere électrode du spectrométre et un pont de
résistances permet d'appliquer les tensions sur chaque autre électrode avec le bon rapport des
champs électriques (Rg; = 1,3 k{2 entre les électrodes 1 a 12 et Rg; = 11 k2 entre les électrodes
12 a 15). Ainsi par exemple pour Vi = 4 kV, on a E; = 107,3 V/cm et E; = 904 V/cm. Par
la suite et pour simplifier, nous utiliserons le potentiel V; plutot que les champs électriques
El et Eg dans les discussions. Les temps de montées des tensions sur les électrodes ont été
mesurés et varient de ~ 200 ns pour la premiére électrode, ou est appliquée la haute tension
V1, a presque 1 us pour la derniere.

Un détecteur sensible en position de 80 mm de diameétre, noté PSD.s par la suite, est placé
au bout de la zone de vol libre dans le plan xOy. Le centre du détecteur est décalé de 80 mm
suivant I'axe y par rapport au centre de la zone d'interaction et s'étend donc sur [40; 120] mm
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dans cet axe. Deux grilles de 76 % de transmission sont placées a 4,7 mm de la face avant
de la premiere galette du détecteur. La grille la plus proche du détecteur est polarisable a la

tension U/

grine- Un potentiel de -2800 V est appliqué en face avant du détecteur pour accélérer

les ions avant leur impact et ainsi augmenter |'efficacité de détection des galettes. L'énergie
totale d'impact sur le détecteur vaut alors q.[Vz+2800] ou Vz est le potentiel au centre de la
zone d'interaction (Vz = 0,92x V).

L'utilisation d'ions de basse énergie (15 - 20 eV) implique un fonctionnement pulsé des
champs d’extraction. Ainsi les champs d’extraction sont nuls lorsqu'un paquet d'ions cibles
pénetre la zone d'interaction et la tension V; est appliquée aprés l'interaction du faisceau
projectile avec le paquet cible. Un retard de quelques centaines de nanosecondes est respecté
pour laisser ces derniers sortir de la ZI avant I'application du champ d'extraction. Ceci est
nécessaire pour ne pas dévier le faisceau projectile dont I'impact sur une paroi de la zone
d'interaction entrainerait une importante pollution des spectres de temps de vol.

On notera la présence d'un miroir électrostatique non utilisé a ce jour, composé de 54
électrodes de 150 mm de diameétre et espacées de 1 cm. Celui-ci, dessiné dans la vue SIMION
de la figure 4.1.11, s’entend dans la zone de vol libre et suit le méme axe que celui du DSP.
La derniere électrode se trouve a 9 mm de la face avant du détecteur. Ce miroir électrostatique
permettra d'utiliser le spectromeétre de masse a temps de vol en mode réflectron. Nous n'en
discuterons pas dans cette thése.

4.1.5 Source d’ions projectiles

Pour la phase de test et de développement du projet PIBALE, une source d'ions monochar-
gés intense développée au GANIL est utilisée pour produire le faisceau d'ions projectiles. Cette
source est dédiée a PIBALE et permet un fonctionnement « hors-ligne » indispensable pour la
période de test du dispositif complet. Il est cependant envisagé a terme de coupler la source
d’'ions cibles et le spectrométre de PIBALE aux sources d'ions multichargés de ARIBE/GANIL.
La source Mono1000 [142] , présentée en figure 4.1.12, est une source de type ECR permettant
d'accélérer des faisceaux d'ions monochargés jusqu'a 7 keV d'énergie cinétique. Une intensité
maximale de I'ordre de 100 pA est disponible dans la zone d'interaction. Le faisceau projec-
tile est pulsé puis mis en forme a |'aide d'un triplet de quadripdles avant d'atteindre la zone
d'interaction pour les expériences de faisceaux croisés. Une cage de Faraday escamotable et un
profileur sont placés a 455 mm apreés le centre de la zone d'interaction pour mesurer l'intensité
et les profils du faisceau. On peut noter que toute la ligne faisceau jusqu'a la zone d’interaction
est montée sur le méme axe. La propagation de particules neutres de la source vers la zone
d'interaction est donc possible.
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Cage de Faraday
diagnostic escamotable

Cavité ECR

Figure 4.1.12 : Vue d’'ensemble de la source d’ions projectiles Monol000, de la cavité ECR au
triplet de quadripéles.

Source ECR et extraction

La source ECR fonctionne a une fréquence de 2,45 GHz et une puissance nominale de
300 W. Elle est constituée d'une cavité en cuivre entourée de deux aimants permanents de
forme annulaire. La cavité est remplie avec un gaz (hélium ou argon) a basse pression ionisé
pour former le faisceau d'ions projectiles. L'extraction des ions se fait au travers d'une électrode
plasma en aluminium de 3 mm de diameétre intérieur pour limiter |I'émittance du faisceau. Un
systeme d'extraction a trois électrodes permet d'accélérer les ions en sortie de la chambre
plasma.

Filtre en vitesse

Le faisceau d'ions ainsi produit traverse un filtre en vitesse (filtre de Wien, Peabody Scien-
tific) pour sélectionner I'ion d'intérét. Le principe de fonctionnement de ce filtre, schématisé en
figure 4.1.13, repose sur la compensation de la force résultant d’'un champ magnétique a |'aide
d'un champ électrique de maniére a laisser passer les ions d'une vitesse donnée. Un champ
magnétique vertical permanent B: et un champ électrique E; ajustable créent une force de
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Lorentz F'orent> qui s'exprime pour des ions de charge q et de vitesse initiale v,o a I'entrée du
filtre :

(E + 7 A B) (4.1.3)
(B, — v,0B.).§ (4.1.4)

FLorentz =4q
=q

Les ions peuvent traverser le filtre de Wien si la force de Lorentz exercée est nulle et donc
lorsque leur vitesse remplit la condition :

E
Vgo = gy (4.1.5)

Figure 4.1.13 : Schématisation du principe du filtre de vitesse de Wien.

En pratique, la valeur du champ électrique est ajustée avec la valeur du potentiel électrique
appliqué, noté Uwjen, de maniére a sélectionner les ions d'une vitesse donnée. La résolution du
filtre dépend alors du diametre intérieur du diaphragme de sortie du filtre avec un compromis
entre résolution et transmission. Plus celui-ci est grand plus le filtre laisse passer des ions de
dispersion en vitesse Av élevée. Dans notre cas le diaphragme de sortie du filtre a un diameétre
intérieur de 20 mm pour favoriser I'intensité du faisceau.

La figure 4.1.14 présente l'intensité de faisceaux d'ions He™ et Art de 3, 5 et 7 keV d'énergie
cinétique, mesurée sur la cage de Faraday diagnostic intermédiaire, en fonction du potentiel de
compensation Uyien. On pourra noter que de plus hautes intensités peuvent étre atteintes pour
des faisceaux d'hélium dues aux caractéristiques de la source plasma [142].
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Figure 4.1.14 : Intensité de faisceaux d’ions He* et Art mesurée en sortie du filtre de Wien en
fonction du potentiel Uy, de compensation de la force de Lorentz exercée par le champ magnétique
du filtre pour trois énergies des ions (3, 5 et 7 keV).

Pulsation du faisceau

Un déviateur électrostatique (ou pulseur) composé de deux plaques paralléles de 140 mm
est placé devant la cage de faraday escamotable, comme indiqué sur la figure 4.1.12. Il permet
de couper le faisceau continu en pulses courts de quelques us en déviant le faisceau par inter-
mittence a |'aide d'une haute tension appliquée sur I'une des plaques (V ~ 1000 V, la seconde
restant connectée a la masse). Cette tension est portée a 0 V pendant une durée Ay, pour
laisser passer un pulse de faisceau vers la zone d'interaction.

De cette maniére le nombre d'ions attendus dans un pulse vaut N = IxAp,s oU | est
I'intensité du faisceau d'ions continu, en nombre de particules par seconde. Cependant, les ions
les plus en avant et en arriere du pulse d'ions ressentent le changement de tension du déviateur
entre la haute tension et zéro. La trajectoire de ces ions s'en trouve déviée et ils sont alors
perdus, diminuant le nombre réel d'ions dans le pulse. Cet effet apparait d'autant plus important
que la durée du pulse est courte et que la vitesse des ions est basse. On peut noter que les
temps de montée et de descente de |la haute tension ne sont plus négligeables lorsque la durée
du pulse devient court, entrainant aussi une diminution du nombre d'ions dans le pulse.

Cet effet peut aussi étre interprété comme un raccourcissement de la durée réelle du pulse
projectile Ay par rapport a la durée de la pulsation du déviateur Ap,.ee. La figure 4.1.15
montre ainsi I'évolution du Ao/ Apuise €n fonction Ap,yse pour des faisceaux d'He™ et d’Art
de 7 keV d'énergie cinétique (v = 581 mm/us et 184 mm/ us respectivement). C'est cette durée
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réelle qui doit étre prise en compte pour la synchronisation des faisceaux (voir section 4.2.3).
En pratique, on travaille avec des durées de pulses Ap,e de 1 2 5 ps.
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Figure 4.1.15 : Rapport Aproj/Apuise €n fonction Apyse pour des faisceaux d’ions Het et Art
de 7 keV d’énergie cinétique sur une cage de Faraday aprés la zone d'interaction. Les valeurs sont
normalisées par rapport a celles obtenues pour Apyise = 50 ps.

Mise en forme du faisceau

Un triplet de quadripdles, présenté sur la figure 4.1.12, vient terminer la ligne d’optique du
faisceau d'ions de la Mono1000. Il permet la mise en forme du faisceau dans le plan transverse
(yOz) dans le but de maximiser le recouvrement avec les paquets d'ions cibles. Le paquet d'ions
cibles ayant une forme allongée dans I'axe y (voir section 4.2.2.5), le faisceau projectile doit
étre mis en forme de « batonnet horizontal ». Des mesures de profil du faisceau peuvent étre
réalisées a |'aide d'un profileur constitué de 47 fils verticaux et horizontaux espacés de 0,5 mm.
Les mesures de profil présentées en figure 4.1.16 ont été réalisées pour faisceau d'He™ de 7 keV
d'énergie cinétique. Ces mesures montrent qu'il est possible de mettre le faisceau en forme
d'ellipsoide horizontale de Ay ~ 15 mm et Az ~ 4 mm, proche des dimensions d'un paquet
d'ions cibles dans la ZI. La fome du faisceau au niveau de la zone d'interaction est déduite de
la mesure sur le profileur et de simulations grace au logiciel SIMION.
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Figure 4.1.16 : Profil horizontal et profil vertical dans le plan (yOz) d'un faisceau d’He* de 7 keV
d’'énergie cinétique mesurés a 445 mm du centre de la zone d’interaction par le profileur.

4.2 Développement et caractérisation du dispositif

Dans cette partie, nous allons aborder plus en détails des points et aspects clefs du dispositif
PIBALE qui conditionnent la densité d'ions cibles dans la zone d'interaction et notre capacité
a obtenir un bon recouvrement entre les faisceaux cibles et projectiles. Dans un premier temps
sera présenté le développement d'un nouveau funnel destiné a augmenter I'intensité des ions
cibles en amont du piege de Paul. Les limitations de ce piege de Paul et leurs influences
sur le fonctionnement cyclique du dispositif et sur les caractéristiques d'un paquet d'ions au
centre de la zone d'interaction seront ensuite détaillées, puis nous parlerons de la méthode
utilisée pour synchroniser les faisceaux et présenterons un aspect physique observable nous
permettant d’'assurer le bon recouvrement spatial des faisceaux. Enfin, nous expliquerons en
quoi le spectrometre de masse a temps de vol de PIBALE implique I'utilisation d'ions de basse
énergie et comment la géométrie particuliére de celui-ci nous permet de discriminer les ions
selon leurs vitesses initiales.

4.2.1 Développement et mise en place d’un nouveau funnel

L'objectif de ce travail aura été d'améliorer le funnel existant de maniére a augmenter la
production d'ions moléculaires cibles. Les solutions envisagées ne devaient pas nécessiter de
modification ni de la chambre du funnel ni de de I'alimentation RF, concue pour fonctionner en
résonance avec la capacité du précédent montage (~ 200 pF). Nous verrons ici les différents
points du développement et la caractérisation du nouveau funnel. La figure 4.2.1 présente des
photographies de ce montage avant son installation sur le dispositif PIBALE.
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Figure 4.2.1 : Photographies du montage du funnel (certaines distances inter-électrodes ont été
modifées aprés la prise).

4.2.1.1 Conception du funnel

Le montage d'un funnel couplé a une source ESI permet d'améliorer la transmission des ions
en sortie d'un capillaire dans des régions de pression élevée (de 0,1 a quelques mbar). Comme
expliqué précédemment dans la section 3.2.1, un champ électrique radio-fréquence (RF) permet
de confiner les ions le long de I'axe du funnel. Cela permet de compenser les déviations des
trajectoires des ions par collisions avec les molécules du gaz résiduel. Un champ électrique axial
supplémentaire permet de guider les ions vers la sortie du funnel.

Un funnel a été précédemment concu pour PIBALE [110] en suivant la géométrie simplifiée
proposée par R.R. Julian [119]. Ce funnel est composé de 26 électrodes espacées de 5 mm
dont 11 électrodes de rayon intérieur p = 19 mm constant, suivies de 15 électrodes de rayons
intérieurs décroissants de 18 a 4 mm. Un gradient de potentiel est appliqué entre la 1° et
la 24¢ électrode, tandis que les électrodes 25 et 26 peuvent étre polarisées a des tensions
indépendantes. Un potentiel radiofréquence est appliqué sur les 26 électrodes, avec des phases
opposées entre électrodes adjacentes. Un diaphragme de 2 mm de diamétre intérieur permet
un pompage différentiel entre les chambres du funnel et du premier octopdle. Cependant le
large diamétre de la derniére électrode de ce funnel ne permet pas une focalisation du faisceau
suffisamment importante pour transmettre les ions au travers du diaphragme de sortie. Pour
cette raison |'efficacité de transmission de ce funnel est tres faible dans notre cas.

Des modifications de la géométrie de ce funnel ont été entreprises pour améliorer cette
transmission, appuyées par des simulations a I'aide du logiciel SIMION. Les simulations ont
été réalisées pour des ions de rapport m/q = 136, correspondant a une molécule d'adénine
protonée. Les collisions des ions avec le gaz résiduel ont été prises en compte en utilisant un
modele simple de collisions de sphéres dures sur des molécules de diazote a une température
de 300. Knapman et co. [146] ayant montré que les sections efficaces de collisions entre des
petites molécules (m/q < 200) et un gaz d’hélium ou de diazote sont comparables, la section
efficace de collision pour |'adénine a été déterminée dans le cas d'un gaz d'hélium. Le calcul
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réalisé avec le programme Mobcal [147,148] nous donne une section efficace 0 = 54.102° m?.

On notera que la vitesse d'écoulement du gaz le long du funnel est un paramétre critique
dans la simulation pouvant modifier jusqu'a 20 % I'efficacité de transmission du funnel. La
différence de pression entre I'atmosphere et la chambre du funnel génére une vitesse d'écoule-
ment du gaz dans I'axe du funnel de I'ordre de 100 m/s pour une pression de 1 mbar dans la
chambre du funnel [123]. L'écoulement du gaz joue un réle évident dans le transport des ions
le long du funnel et agit comme une force supplémentaire entrainant les ions vers la sortie.
Expérimentalement, on observe que les ions traversent le funnel méme lorsque le gradient de
potentiel appliqué est négatif de plusieurs V/cm. Page et co. [123] proposent que cette vitesse
d'écoulement vg,, peut s'exprimer comme un champ électrique Eg,, en fonction du coefficient
de mobilité ionique K, tel que K.Eg., = vga,. lls concluent, pour une vitesse d'écoulement de
100 m/s et un coefficient K ~ 103 cm2.V-1.s avec une pression de 1,3 mbar de diazote, que le
champ électrique équivalent vaut Egz,, ~ 10 V/cm. Comme la vitesse d'écoulement n'a pas été
déterminée expérimentalement, nous avons systématiquement comparé les résultats des simula-
tions SIMION sans et avec écoulement (100 m/s) lors de la recherche d'une nouvelle géométrie
de funnuel. Les simulations SIMION présentées dans la suite ne prennent pas en compte cet
écoulement.

5mm

Figure 4.2.2 : Schéma des électrodes 23 a 28 et du diaphragme de sortie du funnel. Les distances
inter-électrodes et le diameétre intérieur des électrodes sont indiqués en millimétres.

La principale modification de la géométrie du funnel envisagée fiit d'ajouter trois électrodes
de diameétre intérieur ¢ de 6, 4 et 2 mm pour focaliser le faisceau d'ions a proximité du
diaphragme de 2 mm de diametre. Cependant, comme présenté précédemment en section 3.2.1,
I'espacement entre deux électrodes voisines doit étre inférieur a la moitié de leur rayon intérieur
pour que le pseudo-potentiel créé par le champ RF ne soit pas a |'origine de confinement localisé
des ions. Ainsi, les distances entres les électrodes de diamétres intérieurs de 10 a8 2 mm ont été
réduites selon le schéma de la figure 4.2.2.
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Figure 4.2.3 : Simulation SIMION du funnel dans le cas ou le potentiel RF est appliqué a toutes
les électrodes. L'amplitude RF est de Vo = 100 V et le gradient de potentiel est de ~ 6 V/cm. La
vitesse d’écoulement du gaz tampon n'est pas inclue dans cette simulation. On observe le piégeage

des ions au niveau de I'avant derniére électrode de rayon p = 2 mm.

g 5

Figure 4.2.4 : Simulation SIMION du funnel dans le cas ou le potentiel RF est appliqué a toutes les
électrodes excepté les deux dernieres. L'amplitude RF est de Vy = 100 V et le gradient de potentiel
est de ~ 6 V/cm. La vitesse d’écoulement du gaz tampon n’est pas inclue dans cette simulation. Les
ions sont transmis au travers du diaphragme de 4 mm de diamétre intérieur avec une efficacité de
I'ordre de 70 %.

Comme le montrent les simulations SIMION de la figure 4.2.3 cette modification n’est pas
suffisante et des effets de confinement des ions apparaissent entre les derniéres électrodes du
funnel. En découplant les deux derniéres électrodes du potentiel RF, le pseudo-potentiel est donc
nul localement et le confinement peut étre évité. L'intérét de cette modification supplémentaire
simple est confirmée par les simulations, comme présenté en figure 4.2.4 ou les ions traversent
le diaphragme de sortie sans étre piégé. Cependant en |'absence de ce potentiel RF, il est aussi
plus délicat de conserver une trajectoire des ions proches de |'axe a proximité du diaphragme
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4 Développement du dispositif expérimental PIBALE

de sortie. Ainsi I'optimum de transmission est tres sensible aux potentiels continus appliqués
sur les deux dernieres électrodes. L'efficacité de transmission des ions au travers du funnel a
la sortie du diaphragme est estimée de I'ordre de 70 % selon ces simulations, contre moins de
10 % avec la précédente géométrie.

Le montage final de cette version modifiée du funnel suit le schéma électrique de la figure
4.2.5. Des capacités de 1 nF permettent de découpler la tension RF de confinement radiale
et la tension continue de guidage axial. Des résistances de 10 M(2 permettent d'appliquer un
gradient de potentiel sur les électrodes 1 a 26 a partir des tensions U; et Uf. Les deux dernieres
électrodes sont uniquement polarisées a une tension continue, respectivement Uy7 et Uyg. Les
électrodes 1 a 26 sont reliées au potentiel RF avec une phase opposée entre électrodes paires
et impaires.

A

Figure 4.2.5 : Schéma du montage électrique du funnel actuellement monté sur PIBALE. Un pont
de résistance R permet d’appliquer un gradient de potentiel continu entre les électrodes 1 et 26. Ces
électrodes sont connectées a une tension RF de phase opposée entre électrodes paires et impaires.
Les électrodes 27 et 28 sont uniquement polarisées par des tensions continues indépendantes.

4.2.1.2 Caractérisation du funnel

Une alimentation de tension radio-fréquence permet d'appliquer le potentiel RF sur le
funnel. La fréquence de I'oscillation délivrée (1,37 MHz) correspond a la fréquence de résonance
de I'alimentation connectée a la capacité du funnel (~ 200 pF). Il a été mesuré que la tension
réellement appliquée sur les électrodes du funnel est de 75 % de la valeur de consigne de
I'alimentation RF. Pour définir expérimentalement les paramétres de fréquence et de pression
optimaux pour un faisceau d'adénine protonée, nous avons mesuré l'intensité du signal en sortie
du QMS en fonction de I'amplitude Vgr du potentiel RF, pour différentes valeurs de pression
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dans la chambre du funnel. Les variations de pression ont pu étre réalisées en régulant la capacité
de pompage a I'aide d'une vanne manuelle entre la chambre du funnel et la pompe primaire de
cette chambre. Les résultats de ces mesures sont présentés en figure 4.2.6. On observe qu'a une
pression donnée, il existe une valeur de Vgrr qui maximise la transmission des ions au travers
du funnel. L'augmentation de la pression fait apparaitre un décalage de ce maximum vers de
plus hautes valeurs de Vgg. De la méme facon il existe un optimum de pression pour laquelle
la transmission des ions est maximale. Pour notre montage, cette pression optimale se trouve
autour de 0,8 mbar. La diminution de la transmission a plus basse pression peut s'expliquer
par le fait que le libre parcours moyen des ions augmente, donc que la vitesse acquise entre
deux chocs avec le gaz résiduel est plus importante. Ainsi I'énergie interne des ions apres une
collision est plus élevée et peut plus facilement conduire a la dissociation de I'ion parent. On
peut enfin noter que de maniére générale la valeur de Vrr doit augmenter pour le guidage
d'ions plus lourds.

De plus, les collisions dans le gaz au sein du funnel participent au processus de désolvatation
des micro-gouttelettes produites par la source ESI. Dés lors, on observe que I'augmentation de
la température du capillaire chauffant entraine une diminution de I'intensité du faisceau et une
augmentation des fragments sur les spectres de masses observés en sortie du QMS.
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Figure 4.2.6 : Intensité d'un faisceau d’adénine protonée mesurée en sortie du Q@MS en fonction de
I'amplitude de la tension RF du funnel Vgg, pour différentes pressions dans la chambre du funnel.

Pour résumer, le montage de ce nouveau funnel a permis d'augmenter d'un facteur 3
I'intensité du faisceau de molécules par rapport a un montage sans funnel. La transmission
devrait pouvoir étre encore améliorée en diminuant la distance entre les électrodes. Ceci est
en partie dii au fait que le pseudo potentiel V* varie en 1/d? (voir éq.3.2.7) permettant un
meilleur confinement le long de I'axe du funnel.

79



4 Développement du dispositif expérimental PIBALE

4.2.1.3 Perspective : augmentation de l'intensité du faisceau de molécules

Plusieurs modifications de la source d'ions moléculaires peuvent étre considérées pour aug-
menter |'intensité de molécules en amont du piege.

Une des modifications possibles consisterait a modifier complétement la géométrie du fun-
nel. Le montage du funnel développé par I'équipe de Richard D. Smith [118, 121] apparait
comme une bonne alternative puisque cette équipe a obtenu des intensités de faisceau de
plusieurs nA en sortie de ce funnel.

Une autre modification de la source d'ions est d'augmenter le diamétre intérieur du ca-
pillaire d'entrée du dispositif devant la source ESI| pour obtenir un flux de molécules plus
important. Cependant pour garder une pression optimale pour le fonctionnement de notre fun-
nel (8.101 mbar) il est nécessaire de remplacer la pompe primaire en place par une de plus
grande capacité de type Roots. Ce nouveau capillaire et cette pompe devraient étre installés au
second semestre de cette année 2016. Nous espérons pouvoir augmenter |'intensité de molécule
cible en amont du piege d'un facteur deux au minimum grace a ces modifications.

4.2.2 Piégeage et mise en forme du paquet d’ions cibles

L'accumulation des ions dans le piege de Paul et la formation de paquets d'ions cibles
denses représentent une étape clef pour la réalisation d'expériences de collisions sur le dispositif
PIBALE car la densité des paquets d'ions au sein de la zone d'interaction en dépend. Il est donc
indispensable de maximiser le nombre d'ions par paquets et d'en minimiser le volume. De plus,
la mise en forme du faisceau projectile pour optimiser le recouvrement avec un paquet d'ions
cibles requiert la connaissance des caractéristiques de ce paquet dans la zone d'interaction. On
peut aussi noter qu'un petit volume d'interaction permet de garantir une meilleure résolution
en masse et en KER dans le TOFMS.

Expérimentalement, plusieurs paramétres influencent les caractéristiques d'un paquet d'ions
dans la zone d'interaction. lls se divisent en trois parties : les caractéristiques du nuage d'ions
dans le piege, les parametres d'extraction et le transport du paquets d'ions du piége jusqu'a la
zone d'interaction.

Ainsi, dans le piege, la densité maximale d'un paquet d'ions est limitée par la charge
d'espace dont les principaux effets sont d'augmenter le volume et la température du nuage
d'ions au fur et a mesure que celui-ci se remplit. Un second effet dont nous discuterons est
I'augmentation du volume du nuage entre |'arrét du potentiel RF de piégeage et |'application
du champ d'extraction du piege.

Dans la zone d’interaction, il est important de noter que la dimension axiale du paquet est
directement reliée a la distribution en énergie des ions. Cette distribution dépend principalement
du volume du nuage dans le piége et de la valeur du champ d’extraction E.,;. De plus, comme
nous le verrons, des collisions dans le gaz tampon (hélium) au moment de I'extraction peuvent
entrainer un élargissement de la distribution en énergie du paquet d'ions. Les dimensions radiales
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du faisceau sont principalement fixées par I'optique de guidage des ions et de leur focalisation
dans la zone d'interaction.

Le DSPpiomol, détaillé plus tot en section 4.1.2, constitue le principal point de mesure
expérimental pour caractériser les paquets d'ions cibles. Le logiciel SIMION, qui nous permet
de simuler les trajectoires des ions dans cette partie du dispositif, est un outil nécessaire pour
caractériser les dimensions du paquet d'ions dans le piege et au centre de la ZI, ainsi que pour
déterminer certains optima de fonctionnement du dispositif.

4.2.2.1 Capacité maximum du piege

La charge d'espace constitue la principale source de limitation du nombre d'ions que peut
contenir le piége. La répulsion coulombienne créée par I'accumulation de charges positives dans
le piege mene a I'augmentation de la taille du nuage d'ions. Le temps de vie des ions évoluant
alors sur des trajectoires loin du centre du piége entrainent une baisse de I'efficacité de piégeage.

Pour mettre en avant ce phénoméne dans notre piege et estimer expérimentalement le
nombre d'ions maximum pouvant étre piégés, nous avons étudié |'évolution du nombre d'ions
par paquets détectés sur le DSPpiomol, Np, en fonction du nombre d'ions guidés a I'entrée du
piege, Niy;. Les grilles escamotables de transmissions 10 % et 1 % ont été utilisées pour ne pas
saturer le détecteur lors des mesures et permettre d'explorer une grande gamme de nombre
d'ions par paquets.

Nous avons réalisé des mesures pour un faisceau d'adénosine protonée (m/q = 268) avec
une intensité Igs; ~ 10-15 pA. Les ions sont extraits du piége avec Upias = 20 V et Vo = 30 V.
Pour ces mesures, la durée du cycle est de 200 ms avec At = 95 ms pour le pompage de
I"hélium résiduel.

Nin; est le produit de I'intensité mesurée en sortie du QMS, Igsi (en ions/seconde) et de la
durée d'injection des ions dans le piege Ay :

Ninj = IESI X Ainj (421)

Pour tenir compte des variations d'intensités délivrées par la source ESI, Igs; est moyenné
sur deux mesures effectuées avant et apres chaque acquisition, respectivement |; et I,. L'erreur
sur Nj,; liée a cette mesure est alors :

(L1 — Ir)?

Ny =\ g X A (4.2.2)

Pour chaque mesure de comptage sur le DSPyiomor, la durée d'acquisition t,.q est de 300 s
pour obtenir une statistique suffisante. Le nombre d'ions par paquet N, est déterminé a partir
du nombre d'ions Nge; détectés pendant un temps t,q, corrigé de I'efficacité de détection ¢ et
de la transmission des grilles Gy, et rapporté a la durée d'un cycle. Ainsi :

Tcycle Ndet
N, = X
tacq g. Gtr

(4.2.3)
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L'incertitude statistique sur la mesure de Ng.; entraine |'erreur sur N :

ANges vV Naet N,
AN, = N, x < =N, x < = P 424
b P Ndet b Ndet \/@ ( )

La figure 4.2.7 présente I'évolution de N, en fonction Ni,; pour une gamme de durée
d'injection s'étendant de 0,5 a 80 ms. On observe clairement un effet de la charge d’espace
lors de I'accumulation de charge dans le piége se traduisant par une diminution de |'efficacité
de piégeage Ny /Nip;. A titre de comparaison, la fleche pointillée bleue indique I'évolution de Np
suivant les premiers points de la courbe pour N, < N,!", ot N, correspond au nombre d’ions
limite tel que I'efficacité d'accumulation est constante. Cette efficacité est de 10 %. Avec la
charge d’espace, le nombre d'ions que peut contenir le piege s'écarte de cette droite et sature
vers une valeur N,™2. Les ions injectés dans le piege compensent la perte des ions les plus
chauds et un équilibre dynamique se crée. L'efficacité ainsi mesurée tend vers 0 % lorsque le
piege est rempli a son maximum.
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Figure 4.2.7 : Nombre d’ions par paquet N, mesuré sur le DSPpiomol en fonction du nombre d'ions
injectés a I'entrée du piége, Nin;, pour un faisceau d’'adénosine protonée d'intensité Igs) ~ 10-15 pA.
La fleche pointillée représente I'évolution de N, avec une efficacité constante de 10 % considérant la
charge d’espace négligeable.

Cette baisse de I'efficacité s'accompagne par une augmentation de la taille du nuage (dé-
confinement des ions) causé par la charge d'espace, ce qui peut se traduire par une diminution
du temps de vie des ions. De plus, comme nous allons le voir, cette augmentation des di-
mensions du nuage affecte significativement I'efficacité de transport des ions depuis le piege
jusqu'au détecteur. Il ne nous est cependant pas possible de découpler ces deux causes pour
déterminer le nombre d'ions dans le piege avant extraction.
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Finalement, de ces résultats nous pouvons déduire que les effets de la charge d'espace
entrainent la diminution de I'efficacité globale de piégeage et de transmission a partir de la
valeur de Np““, soit environ 20000 ions dans un paquet. Ainsi, le nombre d'ions maximum,
N,™2*, que peut contenir un paquet dans la zone d'interaction est estimé de |'ordre de 150000
ions.

Il est aussi important de noter ici que pour une intensité initiale de ~ 10-15 pA, une
centaine de millisecondes est nécessaire pour remplir le piege a saturation. Ceci nous impose
donc une partie de la durée du cycle de fonctionnement de PIBALE, T.,qe. Ainsi, en fonction
de l'intensité lgs) disponible, 50 a 100 ms doivent étre allouées a I'accumulation des ions dans
le piege.

4.2.2.2 Elargissement du nuage d’ions par la charge d’espace

Comme évoqué précédemment, lors de |'accumulation des ions dans le piege, la charge
d’espace provoque une augmentation de la taille et de la température du nuage, se répercutant
notamment sur les dimensions et la distribution en énergie du paquet extrait du piege. Cet effet
peut donc étre mesuré a partir des caractéristiques d'un paquet d'ions sur le DSPgigmorl.

Augmentation de la dispersion en énergie

Comme évoqué précédemment dans la section 3.2.4.2, lorsque les vitesses initiales des
ions dans le piege sont négligeables, la distribution en énergie d'un paquet d'ions extraitis;c
directement reliée a la taille du nuage dans le piége et a la valeur du champ d'extraction E,.;
selon I'équation 3.2.36. Ainsi, il est possible d'estimer la taille du nuage dans le piége a partir
de la distribution en énergie des paquets d'ions dans la ZI. On a donc :

Ay = S5 (4.2.5)

Eaae———-t
quEemt”

Les mesures ont été réalisées pour un faisceau de molécules de kanamycine protonée (m/q
= 485) avec les paramétres d'extraction du piege : Upias = 17 V et Ve, = 20 V. La durée du
cycle Teyce a été fixée a 300 ms pour allonger le temps de pompage a At = 200 ms afin de
limiter au maximum |'effet des collisions sur I'hélium résiduel a I'extraction. Le champ électrique
d’extraction au centre du piége sur I'axe y, Hﬂ” est de 2,21 V/mm (déterminer par SIMION).

Les mesures de dispersions en énergie ont été réalisées avec le détecteur diagnostic selon la
méthode présentée dans la section 4.1.3. Nous considérerons ici deux cas différents pour mettre
en avant |'effet de la charge d'espace :

— Injection courte des ions dans le piege : N, = 2800 < N,

— Injection longue des ions dans le piege : N, = 35200 > N,

Les résultats des mesures de distributions en énergie sont présentés en figure 4.2.8 et
résumés dans le tableau 4.2.1 ou AE. correspond a la largeur a mi-hauteur de la distribution
déterminée par un ajustement gaussien. Malgré le nombre d'ions peu élevé dans le cas de
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Figure 4.2.8 : Mesures de dispersions en énergie réalisées pour des paquets d’ions de kanamycine
protonée avec Upjss = 17 V et Ver = 20 V (||Ecxt]| = 2,21 V/mm). A droite, les courbes de
transmissions (fonction de répartition) des ions en fonction la tension Ugrine sont normalisées au
comptage lorsque Ugrie = 0 V. A gauche, les distributions en énergie sont dérivées des courbes de
transmission, inversées et normalisées.

I'injection longue, nous observons déja un effet de I'accumulation des ions dans le piége, et
donc de la charge d'espace, qui se traduit par une augmentation de la largeur de la distribution
en énergie du paquet d'ions. Celle-ci est ici doublée lorsque le nombre d'ions dans le piege
augmente d'un facteur dix. A partir de ce résultat nous pouvons supposer que la dimension
axiale du nuage d’ions évolue de la méme facon. Enfin on peut noter que cette dispersion en
énergie est bien supérieure a la distribution en énergie due a la température du nuage, ce qui
nous permet de confirmer que la distribution en énergie d'un paquet d’'ions dans la ZI est bien
dominée par la taille du nuage au moment de I'extraction.

Avec cette derniere considération nous pouvons donc déterminer, d'aprés I'équation 4.2.5,
la largeur a mi hauteur du nuage Ay en fonction de la largeur de la distribution en énergie. Les
résultats, résumés dans le tableau 4.2.1, nous montrent que la largeur axiale du nuage passe
de ~1 a ~2 mm sous |'effet de la charge d'espace. Pour vérifier la cohérence de ces mesures,
nous pouvons les comparer aux calculs des dimensions du nuage donnés par I'équation 3.2.33,
dans le cas ou les effets de la charge d'espace sont négligeables. En considérant les paramétres
expérimentaux de piégeage suivant : {2 = 2 7x 1 MHz, Vo =500 V et T = 300 K, pour la
kanamycine de rapport m/q = 485, on obtient les valeurs des puits de potentiel axial V, =
6,31 V et radial V, = Vy/2 = 3,16 V. On trouve ainsi Ay = 0,74 mm ce qui est cohérent avec
la mesure pour le nuage sans charge d'espace

On peut alors estimer une densité moyenne o du nuage d'ions dans le piege, en la considérant
homogene dans un volume défini par les projections dans les trois dimensions des largeurs des
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Mesures
N, 2800 + 420 35200 4+ 5300
(Ec) (V) 17,11 + 0,02 17,21 4+ 0,05
AE. (eV) 2,15 4+ 0,08 435 4+ 0,36
Calculs
Ay (mm) 0,97 4+ 0,04 1,97 + 0,16
Vol (mm3) 1,18 + 0,06 9,87 + 0,48
Omoyen (ions/cm3) | (47 £+ 0,2).10° (71 £ 0,6).10°

Table 4.2.1 : Résultats des mesures de dispersions en énergie réalisées pour des paquets d’ions de
kanamycine protonée avec Upj,s = 17 V et Vieyy = 20 V (|| Eext|| = 2,21 V/mm). ( Ec ), A Ec et leurs
incertitudes sont déterminés par un ajustement gaussien de la distribution en énergie. Pour le calcul,
AE, est déterminé a partir de I'équation 4.2.5 et de la valeur de Ay. Les incertitudes sont données a
lo.

distributions gaussiennes o, et o, = 0, = 20,. Comme 74 % d'une distribution gaussienne est
contenu dans 20, on peut considérer que 20 % des ions sont contenus dans un nuage en forme
d’ellipsoide de rayon oy, o, et o,. Ce volume vaut :

16

4
Vol = 3T0a X 0y X 0 = ?WUS (4.2.6)

N

Ainsi dans le cas présent, la densité d'ions passe de 4,7.10% & 7,1.10% ions/cm3, soit une
augmentation de ~ 70 %, lorsque le nombre d'ions dans le piége est décuplé. On peut noter
que ce calcul approximatif de densité donne un ordre de grandeur comparable avec la valeur
de 10° ions/cm® donné dans la littérature [127]. Il est important de garder en mémoire que
la densité du nuage d'ions dans le piege calculée ici est trés supérieure a la densité dans la
zone d'interaction a cause de I'élargissement spatial du paquet et de la perte d'ions pendant le
transport jusqu'a la ZI.

Augmentation de la dispersion en temps de vol

La dispersion en énergie d’'un paquet se traduisant par une distribution en temps de vol des
ions, il est aussi possible d'observer I'effet de la charge d'espace avec des mesures de temps de
vol sur le détecteur diagnostic DSPpiomol-

A partir des expériences présentées dans la section 4.2.2.1 précédente sur la capacité maxi-
male du piége, nous avons relevé |'évolution de la largeur a mi-hauteur (Aof) des pics de temps
de vol mesurés sur le DSPpiomor. Ces résultats sont présentés sur la figure 4.2.9 en fonction du
nombre d'ions par paquet N,. Le temps de vol moyen d'arrivée des ions sur le détecteur est de
~ 215 ps. L'erreur sur Ay correspond a I'erreur lors de I'ajustement des pics de temps de vol
par une gaussienne (Fityk [149]).
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Figure 4.2.9 : Largeur a mi hauteur Af des spectres en temps de vol en fonction du nombre d’ions
par paquet N, détectés sur le DSPpjomor, pour un faisceau d'adénosine protonée d’intensité Igs; ~
10-15 pA. L’erreur sur la mesure de Aor est comprise dans |'épaisseur des points.

Ici encore il apparait clairement un effet de la charge d'espace sur les caractéristiques
du nuage d'ions. En effet la largeur a mi-hauteur des pics de temps de vol s'accroit avec
I'accumulation des ions dans le piége avec une tendance quasi-linéaire. La largeur en temps de
vol augmente jusqu'a un facteur 2 sur la gamme étudiée. Il est intéressant de noter que la taille
du nuage augmente méme pour N, < N,'", gamme dans laquelle la charge d’espace n'a pas
d'effet sur I'efficacité de remplissage du piege. On peut ajouter que cet élargissement en temps
de vol est synonyme d'une élongation de la taille du paquet dans la direction de propagation
des ions y et limite la densité du paquet d'ions dans la ZI.

4.2.2.3 Déconfinement du nuage d’ions avant I’extraction

La seconde source de |I'augmentation des dimensions du nuage d'ions avant |'extraction du
piege provient du fonctionnement de I'alimentation RF du piége qui requiert une certaine durée
pour faire chuter le potentiel RF avant I'application du champ d’extraction. Pendant ce court
délai le confinement des ions n'est plus assuré par le champ quadripolaire et la taille du nuage
augmente. Cependant bien que cet effet existe nous allons montrer que la taille du nuage est
surtout dominée par les effets de la charge d'espace.

L'alimentation RF implique le fonctionnement suivant, illustré par la figure 4.2.10 :

1. réception du signal logique de commande d’extraction a tg,

2. arrét tension RF a partir de la prochaine phase négative : t;. On peut alors approximer
I'évolution du potentiel RF par : Vo(t) = cos(Q2t+).exp(-t/7), ot 7 ~ 0,7 us a été
déterminé expérimentalement,
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3. application du champ d’extraction apres un délai At.,, réglable de 0,5 us a 4 us, apres
t;.

En pratique, le délai At est fixé a la valeur minimale permise par I'alimentation RF, soit
0,5 us (cas différent de la figure 4.2.10). On peut ajouter que la durée de I'application du
champ d'extraction est réglable de 2 a 5 us et doit étre grand devant le temps nécessaire aux
ions pour sortir du piege.

1 6Oo0vs 2 3100y 20.04/ -1.6708 1.000% Trig'd

‘ \f Amplitude du potentiel RF

appliqué sur I'électrode —
centrale du piege

<—+—ArrétdelaRF:t;

<45

]
PRy SR Sy ey

<+—— > Signal effectif d’extraction
At

?
|
|

Signal d’ordre
d’extraction : t,

ext To

Figure 4.2.10 : Vue a l'oscilloscope de trois signaux différents : en vert, amplitude du potentiel
RF généré par I'alimentation en haute tension du piége; en bleu, signal de commande de |'extraction
des ions du piége; en jaune, début de I'application de champ d’extraction du piége. Ce signal, noté
Ty, sert de référence pour toute la séquence en temps du dispositif PIBALE. L'arrét du potentiel RF
débute sur une phase d’amplitude négative. Ate, est le délai entre le début de I'arrét de la RF et Ty.
Sur cette vue, Atey est réglé a 3,5 us et ne correspond pas a notre mode normal de fonctionnement.

Pour observer I'effet de ce déconfinement sur les dimensions du nuage d'ions il serait
possible de mesurer I'évolution de la distribution en énergie ou temps de vol des paquets d'ions
en fonction du délai Ate,. Cependant nous allons présenter ici des résultats de simulations
SIMION nous permettant d'observer plus en détail ce phénomene.

La figure 4.2.11 présente les résultats de ces simulations. De maniere a ce que les carac-
téristiques du nuage d'ions soient réalistes au moment de I'arrét de la RF, nous choisissons
arbitrairement les conditions initiales puis laissons évoluer les ions dans une phase de thermali-
sation et de piégeage.

Des ions de rapport m/q = 485 (équivalent de la kanamycine protonée) sont créés au
centre du piége avec des distributions arbitraires en position (o, = 0,8 mm, avec u = x, y ou z)
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Figure 4.2.11 : Résultats de simulations SIMION réalisées avec les paramétres initiaux suivants :
ions de rapport m/q = 485, de distributions gaussiennes en positions x,y,z = 0 £ 0,8 mm, ot (0,0,0)
correspond au centre du piége, et en énergie Ec = 2 + 0,42 eV (1 eV a mi-hauteur). L'anneau central
du piége est polarisé a un potentiel RF d’amplitude Vy = 500 V et de fréquence 1 MHz. Le piége est
initialement rempli d’un gaz d’hélium a une pression de 0,1 mbar pour permettre la thermalisation
des ions a 300 K. Le gaz tampon est supprimé aprés 70 us pour ne pas altérer le mouvement des
ions dans le piége. A t;, le potentiel RF commence & décroitre avec une constante de temps T =
0,7 pus. La figure du haut présente I'évolution du potentiel RF en fonction du temps. La figure du
milieu et celle du bas représentent, respectivement, I'évolution de I'énergie moyenne et des largeurs a
mi-hauteur des distributions en position radiales (A, A;) et axiales (A,) des ions.

et une énergie moyenne de 2 eV. Pour thermaliser les ions a 300 K le piege est rempli d'un gaz
d'hélium a une pression de 0,1 mbar pendant 70 us. Le potentiel RF d'amplitude Vo = 500 V et
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de fréquence 1 MHz appliqué sur I'anneau central du piege commence arbitrairement par une
phase positive. A t; = 90,5 us, I'amplitude RF se trouve a une phase négative et commence a
diminuer avec la constante de temps 7 = 0,7 us.

Les trajectoires indépendantes de 5000 ions (pas d'effet de la charge d'espace) sont enre-
gistrées par pas de 0,05 us. A chaque pas, les distributions en énergie, position et vitesse sont
déterminées a partir des caractéristiques des 5000 ions. Les valeurs moyennes et largeurs a mi
-hauteur A sont données par ajustement gaussien des différentes distributions.

Les résultats de ces simulations nous montrent que 30 a 40 us sont nécessaires pour
thermaliser les ions a une énergie moyenne de ~ 0,1 €V, ce qui est cohérent avec les estimations
présentées dans la section 3.2.4.2. Dans la méme période les largeurs axiales (A,) et radiales
(Ay et A;) du nuage se stabilisent respectivement a ~ 0,77 mm et ~ 1,55 mm, respectant le
rapport A, = 2A, pour ce type de piége. De plus la valeur de A est en accord avec les mesures
et le calcul de la taille du nuage dans le piege en I'absence de charge d'espace présentés dans
la section 4.2.2.2 précédente. Une fois le potentiel RF a zéro, les ions évoluent en |'absence
de champ électrique jusqu'a I'application du champ d’extraction. Naturellement, |'énergie des
ions reste constante apres |'arrét de la RF. En revanche, on observe une augmentation des
dimensions du nuage de ~ 0,12 mm/us dans les deux directions pendant cette période.

Cela signifie que lorsque le champ d'extraction est appliqué 0,5 us aprés I'arrét de la RF,
la dimension axiale du nuage, et donc la distribution en énergie du paquet, augmente de ~
10%. Si cet effet ne semble pas affecter grandement les caractéristiques du nuage d'ions dans
le cas ou la charge d’espace est négligeable, il est certain que cet effet est amplifié dans le
cas contraire ou la charge d'espace induit une augmentation de la température des ions dans
le nuage. Des mesures expérimentales permettraient de mettre cet effet en avant. Cependant,
méme s'il apparait clair que At doit étre le plus court possible, nous sommes en pratique
contraints par le fonctionnement de I'alimentation RF du piége.

4.2.2.4 Effet des collisions avec le gaz tampon lors de I'extraction

Comme expliqué précédemment, I'utilisation d'un gaz tampon est indispensable pour le
fonctionnement de notre piege. Cependant lors de I'extraction, les collisions avec le gaz tampon
résiduel conduisent a un élargissement de la distribution en énergie du nuage entrainant une
augmentation de la taille du paquet d'ions dans la ZI. Il est donc nécessaire de fonctionner
avec une injection d'hélium pulsée pour laisser un temps de pompage avant |'extraction. Ainsi
I'extraction des ions est retardée par rapport a la fin de I'injection du gaz tampon d'une durée
At. Ce délai dépend de la capacité de pompage dans la chambre du piége et du volume de gaz
a pomper (volume de gaz contenu dans le piége et dans le conduit d'injection). En particulier,
le conduit de notre systeme d'injection est de 150 mm de long sur une section de 1,5 mm de
diameétre, soit un volume de 265 mm3. La photographie de la figure 4.2.12 montre la partie de
ce conduit dans la chambre du piége. Nous allons voir ici par des expériences et des simulations
comment ces collisions affectent les caractéristiques du paquet d'ions dans la zone d’interaction
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et justifient |'utilisation d'un délai At d'au moins 90 ms.

Conduit d’injection du gaz tampon

Premieres électrodes pour le
transport des ions jusqu’a la ZI

Piege de Paul

Figure 4.2.12 : Photographie de I'intérieur de la chambre du piége vue du dessus.

L'évolution de la forme des spectres en temps de vol des paquets d'ions sur le DSPpiomol
en fonction du retard At est un bon moyen d'évaluer la vitesse de pompage du gaz tampon.
Plus ce retard est court plus la pression est grande dans le piege au moment de |'extraction.
L'augmentation du nombre de collisions avec la pression entraine I'augmentation de la dispersion
en temps de vol via celle de I'énergie cinétique des ions. La figure 4.2.13 présente ces résultats
pour des paquets d'adénine protonée (m/q = 136), avec Upis = 17 V et Ve, = 30 V.

Sur ces spectres, |'effet des collisions sur le gaz apparait clairement. Ces collisions entrainent
notamment une augmentation du temps de vol moyen et de la largeur des pics, due a la perte
d'énergie des ions, ainsi qu'une diminution de I'efficacité d'extraction et de transport, traduite
par I'aire des pics. Ces résultats sont résumés dans le tableau 4.2.2. L'efficacité de transmission
est normalisée par rapport a I'intégrale du spectre réalisé pour At = 90 ms.

Les simulations SIMION de la ligne de faisceau du piege jusqu'au détecteur apparaissent
comme un bon outil pour observer plus en détail |'effet de ces collisions. Les simulations sont
réalisées en appliquant sur chaque électrode le méme potentiel que celui utilisé expérimentale-
ment. L'amplitude du potentiel RF appliqué sur I'anneau central est de Vo = 350 V, commence
a décroitre a une phase négative (voir section précédente) suivie de I'application du champ
d’'extraction avec un délai de 0,5 us. Des ions de rapport m/q = 136 sont créés au centre
du piége et thermalisés dans du gaz a pression de 1 mbar pour créer des conditions initiales
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Figure 4.2.13 : Spectre de temps de vol sur le DSPpiomor de paquets d’adénine protonée (m/q =
136), avec Upj,s = 17 V et Vyr = 30 V. Les lignes pleines représentent les données expérimentales
pour différentes valeurs du retard At entre la fin de I'injection d’hélium dans le piege et I'application
du champ d’extraction. Les spectres sont normalisés sur le temps d’acquisition. Les points de couleurs
correspondent aux données issues des simulations SIMION ou Py est la pression dans le piege
au moment de l'extraction et est ajustée pour coincider avec les données expérimentales. La ligne
pointillée noire représente le résultat de la simulation dans le cas oti Pey: est nul.

Mesures Simulations
At | (tof ) | Ao | effy P et (tof ) | Aws | ( Ec ) | AE. | effy,
(ms) | (us) | (us) | (%) || (mbar) | (us) | (us) | (&) | (eV) | (%)
90 | 116,0 | 6,5 | 100 5.10°3 1154 | 7,4 | 16,2 | 3,0 | 99
50 | 1174 | 79 | 84 | 12,5.103| 1165 | 8,4 | 157 | 35 | 97
20 | 120,3 | 12,6 | 50 35.103 | 1204 | 12,3 | 14,1 | 47 | 93
1 128,0 | 18,2 | 21 70.103% | 1286 | 206 | 11,7 | 6,0 | 88

Table 4.2.2 : Résultats issus des spectres de temps vol présentés en figure 4.2.13. Pey, ( Ec ) et
AE, sont déterminés a partir des simulations SIMION.

réalistes avant |'extraction.

En ajustant uniquement la pression dans le piége au moment de I'extraction, P, il est
alors possible de reproduire correctement les spectres expérimentaux, comme le montre la figure
4.2.13. De cette maniére il est possible d’estimer la pression dans le piege en fonction du temps
du délai d'extraction At.

Les distributions en énergie des ions pour les différentes valeurs de P sont déterminées
pour chaque simulation et reportées dans le tableau 4.2.2. On observe bien la diminution de
I'énergie moyenne ( E. ) des ions ainsi que I'augmentation de la dispersion en énergie AE. avec
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I'augmentation de la pression dans le piege. On remarque que lorsque At est réduit de 90 a
1 ms I'augmentation de la dispersion en énergie d'un facteur 2 entraine ici une augmentation
de la dispersion en temps de vol d'un facteur 3.

Cependant, comme présenté dans le tableau 4.2.2, |'efficacité de transmission expérimentale
n'est pas du tout reproduite avec SIMION. On notera que les spectres SIMION sont normalisés
aux intégrales des spectres expérimentaux sur la figure 4.2.13. En effet dans le cas des simula-
tions, la transmission des ions du piége jusqu’au détecteur diminue de 10 % lorsque P, passe
de 0 mbar a 70.10°3 mbar, tandis qu'une baisse de 80 % est observée expérimentalement. Dans
les simulations SIMION, la diminution de la transmission est uniquement due a la perte des
ions au passage de certains diaphragmes, ce qui est illustré par la figure 4.2.14. Ceci résulte
de la déviation des trajectoires des ions induite par les collisions dans |'hélium, provoquant un
élargissement de la section du faisceau.

D =782 mm
b4 mm b8 mm @14 mm b8 mm ®32mm
: i i i Ty h
1 -195V 1 -195V 1 1 Y
pri-39v -56V 1-100 V 70Vt 99V :—13 vV -20v £ oV | oV

| ~ N ~ Grilles Int/Ext]l
Piege de Paul Optique de guidage Zone d’interaction DSP,0rmol
Parois de I’écran froid

Figure 4.2.14 : Trajectoires d’ions issus des simulations SIMION pour, en haut : Pey = 0 mbar
et en bas : Pey = 70.10° mbar. Les tensions appliquées sur les différentes électrodes sont notées
sur la figure et correspondent a celles utilisées expérimentalement. L'ensemble du piége est polarisé a
une tension Upjss = 17 V et un potentiel RF de 350 V d’amplitude est appliqué sur I'anneau RF du
piege. La tension Ve = £ 30 V est ajoutée, respectivement, aux électrodes chapeaux d’entrée et de
sortie du piége pour extraire les ions du piége. Les différents diaphragmes sont indiqués par les lignes
pointillées noires. Les fléeches bleues indiquent les zones ou les ions sont perdus.

Un autre phénomene qui pourrait étre a I'origine de la diminution observée expérimentale-
ment est la fragmentation des ions dans des processus de dissociations induites par collisions
(CID). Cet effet ne peut étre pris en compte dans ces simulations. Deux cas pourraient se pro-
duire. Dans un premier cas ou la fragmentation des ions interviendrait dans le piége au moment
de I'extraction, les fragments cationiques auraient une énergie proche de Uy, €t pourraient
atteindre le détecteur. Dans le second cas ou la fragmentation aurait lieu en sortie du piege,
dans une région ou le potentiel électrique est négatif, les fragments auraient alors une énergie
potentielle initiale négative et ne pourraient pénétrer dans la zone d'interaction ou le potentiel
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est nul. Le fait que nous n'observions pas de fragments sur le détecteur est cohérent avec le
second cas et pourrait étre expliqué par le fait que, dans la région des premiéres électrodes aprés
le piege, la densité de gaz résiduel est plus faible entrainant un libre parcours moyen et donc
une vitesse plus grande entre deux chocs, pouvant plus facilement provoquer la fragmentation
des molécules.

A partir des différents temps At et des valeurs de pressions P, déterminées grace aux
simulations, il est possible d'estimer la cinétique de pompage du gaz tampon du piege. La
figure 4.2.15 présente I'évolution P en fonction de At. Le modéle de sphere dure et la
section efficace de collision utilisés pour ces simulations peuvent causer un biais sur les valeurs
de Pex, cependant la tendance de cette courbe nous donne un ordre de grandeur cohérent
pouvant nous servir de référence. La constante de décroissance Tpompage ainsi déterminée est
de ~ 30 ms. Ainsi, un délai de 3 x7 = 90 ms est nécessaire pour diminuer d'un facteur vingt
la pression dans le piege. En pratique, un retard plus grand n’améliore pas sensiblement la
dispersion en temps de vol.
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Figure 4.2.15 : Evolution de Pey: avec At, déterminé a I'aide des simulations SIMION. L'ajustement
par une exponentielle décroissance A.exp(-t/T) réalisé avec Fityk donne les valeurs des paramétres A
et T et leur écart type : A = (70,5 + 4,3).10°mbar, T = 30,4 + 2,3 ms.

Enfin, on peut noter que le spectre acquis lorsque At = 90 ms se rapproche de la simulation
dans le cas idéal ol Pey = 0 mbar suggérant que ce délai de pompage est suffisant dans notre
cas (voir figure 4.2.13). Ces résultats conditionnent donc la durée du cycle de fonctionnement
de PIBALE en imposant un temps de pompage de 90 a 100 ms. En considérant les résultats
de la section 4.2.2.1, nous devons donc travailler avec une injection d’hélium pulsée et un cycle
d'une durée minimum de 200 ms. Ainsi 100 ms sont nécessaires pour remplir le piege a son
maximum puis 100 ms supplémentaires de retard At permettent de pomper le gaz tampon
avant I'application du champ d’extraction. Un moyen de diminuer ce temps de pompage serait
de modifier la ligne d'injection de gaz tampon en rapprochant au maximum la vanne pulsée
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du piege, réduisant ainsi le volume supplémentaire a pomper. La mise en place d'un telle
modification sera abordée en section 4.4.

4.2.2.5 Caractéristiques d’un paquet d’ions dans la zone d’interaction

Comme il a été montré avec les différentes études présentées précédemment, le DSPpiomol
nous permet de caractériser les paquets d'ions au niveau de ce détecteur, plusieurs dizaines
de centimeétres aprés la zone d'interaction. |l est cependant trés important de connaitre les
caractéristiques des paquets d'ions au centre de la zone d'interaction pour au moins deux
raisons :

— pouvoir adapter la forme du faisceau projectile a celle du paquet d'ions avec le triplet

de quadripoles.

— pouvoir synchroniser en temps le faisceau projectile avec un paquet d'ions au centre de

la ZI.
Compte tenu de la fidélité des résultats obtenus par les simulations SIMION par rapport aux
expériences présentées précédemment en section 4.2.2.4, nous pouvons considérer que ces
simulations sont un bon outil pour obtenir les caractéristiques du paquet d'ions au centre de
la zone d'interaction, et a fortiori en tout point de la ligne transport. Ces simulations nous
permettent notamment d'estimer la densité du paquet d'ions dans la zone d'interaction.

Pour considérer un paquet d'ions dans les conditions d’expériences de faisceaux croisés,
nous devons prendre en compte |'effet de la charge d'espace sur les dimensions du nuage
dans le piege. Nous avons choisi ici d'utiliser comme conditions initiales des simulations les
dimensions du nuage de kanamycine mesurées expérimentalement (Ay = 1,97+0,16 mm) dans
le cas ou N, > N,'"™ comme présenté dans la section 4.2.2.2. Ces paramétres ne prennent pas
en compte la corrélation position/vitesse des ions dans le piége, cependant nous pouvons faire
cette approximation car, comme nous |'avons vu précédemment, la dispersion en énergie des
ions est majoritairement due a la taille du nuage et au champ d’extraction. Ces simulations sont
validées par des comparaisons expériences/simulations des mesures de temps de vol. Lorsque
le paquet d'ions atteint le centre de la zone d'interaction, a t = 116 us aprés |'extraction du
piege, on enregistre les positions (X, y, z), les vitesses (vy,vy,v,) et |'énergie cinétique E. de
chaque ion.

La figure 4.2.16 présente les dispersions en position et en vitesse des ions dans leur direction
de propagation y et dans le plan transverse (xOz). Les résultats sont résumés dans le tableau
4.2.3. On note que la symétrie cylindrique de la ligne de transport induit des dispersions en
position et en vitesse identiques selon les coordonnées x et z. Sur cette figure est aussi repré-
sentée la corrélation temps de vol/énergie des ions du paquet. Il apparait clairement que la
dispersion en énergie se traduit par une dispersion en temps de vol. Ceci représente un bon
exemple de |'importance d'avoir une dispersion en énergie cinétique faible pour minimiser la
taille du paquet. Ceci implique donc un champ d'extraction du piege E.,; faible et une pression
résiduelle < 5.103 mbar dans le piege au moment de |'extraction. La corrélation entre |'éner-
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gie et le temps de vol, et donc la position des ions, est en revanche intéressante car on peut
des lors imaginer qu'il soit possible de réduire cette dispersion en énergie en appliquant a un
instant donné un champ électrique de compensation oc AE./Ay pour regrouper les ions. Cette
technique sera présentée dans la section suivante.

1 axial (y) 1 — axial v
= radial (x, z) 1 Y 1

Intensité (u.a)
Intensité (u.a)

-30 -20 -10 0 10 20 30 2 2.2 2.4 2.6 2.8 3 3.2

Position (mm) vy (mm/ps)
130 e

1 = radial vy =v, .

tof (us)
B I LR I I
Intensité (u.a)

10 12 14 16 18 20 22 24
Ec(eV) Vy =V, (mm/us)

-0.4 -0.2 0 0.2 0.4

Figure 4.2.16 : Distribution gaussienne en positions et en vitesses au centre de la zone d'interaction
d’'un paquet d’ions de rapport m/q = 485 déterminés par des simulations SIMION.

A partir des distributions en position, on observe que la forme du paquet d’ions est tres
allongée selon la direction de propagation des ions et que la distribution radiale du paquet est
presque homogene sur ~ 10 mm. Si la dispersion axiale est principalement la traduction de la
dispersion en énergie du paquet, la dispersion radiale dépend fortement de |'optique de guidage.

Pour estimer la densité du paquet d'ions dans la zone d’interaction, nous allons considérer
une densité homogene dans une ellipsoide de rayon o, o, et g,. Ainsi 20 % des ions sont
contenus dans ce volume en choisissant une longueur de 20, = 13,6 mm dans la direction
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y (mm) | x, z (mm) | vy, (mm/us) | vy, v, (mm/us) | Ec (eV)
valeur moyenne 0 0 2,6 0 17,3
A = 2,350 16,0 10,0 0,3 0,1 4,2

Table 4.2.3 : Valeurs moyennes et largeurs 3 mi-hauteur des distributions gaussiennes en position,
vitesse et énergie au centre de la zone d'interaction d'un paquet d'ions de rapport m/q = 485
déterminés par des simulations SIMION.

axiale. Ainsi, on a pour ces simulations :

4 .
MO, X 0y X 0, >~ 514 mm?

. (4.2.7)

Ce volume est grand et est notamment 50 fois plus grand que le volume du nuage dans le
piege au moment de |'extraction (9,9 mm3). En considérant les 35200 ions par paquets détectés
lors des expériences reproduites par ces simulations, la densité d'ions dans la zone d'interaction
est de I'ordre de 1,4.10* ions/cm3/paquet. Une valeur haute de cette densité peut étre donnée
en prenant en compte le nombre maximum d’ions pouvant étre accumulés dans le piege N,™*
= 160000. Pour un méme volume cette densité s'éléverait alors a 6,2.10* ions/cm?3/paquet.
Ces valeur sont tres faibles et montrent a quel point il est important de parvenir a minimiser le
volume du paquet d'ions dans la zone d'interaction au travers de la distribution en énergie des
ions et de leur focalisation dans la ZI grace a I'optique de guidage. De plus, en comparaison de la
densité du gaz résiduel dans la ZI, de environ 10® molécules/cm? a 10° mbar, la densité cible est
quatre ordres de grandeur plus faible, ce qui devrait se traduire par un rapport signal /bruit tres
faible. Cependant, comme nous le verrons dans la section 4.2.4, les propriétés du spectrometre
de masse nous permettent de réduire la détection du gaz résiduel ionisé par le faisceau projectile.

4.2.2.6 Perspective : amélioration des caractéristiques d’un paquet d’ions

Comme nous venons de le voir, la densité du paquet d'ions dans la zone d'interaction est
trés basse et est un point faible de ce dispositif. |l est donc important de trouver des solutions
dans le but d’en améliorer les caractéristiques. Augmenter la densité du paquet consiste a
augmenter le nombre d'ions contenu et a en réduire le volume.

Comme nous l'avons vu, le piege de Paul peut contenir un nombre d'ions limité ce qui
ne nous permet pas d'augmenter la densité du nuage par ce biais. Nous devons cependant
porter une attention particuliére au transport des ions jusqu’a la ZI pour maximiser |'efficacité
de transmission. De plus, améliorer la capacité de pompage de I'hélium du piege permettrait
de diminuer les collisions a I'extraction. Ceci aurait de plus un effet bénéfique sur la pureté du
paquet d'ions cibles en diminuant la fragmentation des molécules avec I'hélium.

Diminuer le volume du nuage dans la zone d'interaction se traduit essentiellement par
une diminution de la dispersion en énergie du paquet d'ions. Cependant I'alimentation RF du
piege ne nous permet pas I'application d'un champ d'extraction plus faible que celui que nous
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utilisons actuellement. Cette diminution de la dispersion peut toutefois étre obtenue a |'aide
d'un regroupeur.

Capacité de pompage de I’hélium du piege

Un moyen de raccourcir le délai du pompage du gaz tampon du piége est de réduire la
distance entre la vanne pulsée et le piege et ainsi de réduire le volume de gaz a pomper.

La figure 4.2.17 présente la modification du systéme d'injection pulsée du gaz tampon dans
le piege. Un puits permet de rapprocher la vanne pulsée du piege sans avoir a la placer dans
la chambre sous vide. Ce montage permet de réduire la longueur du conduit d'injection a ~
35 mm contre 150 mm avec |'ancien montage, présenté précédemment par la figure 4.2.12
(section 4.2.2.4).

Ancien montage
Conduit : 150mm

Nouveau montage
Conduit : 35mm

Vanne pulsée

7

Piege de Paul Piege de Paul

Vanne pulsée

Figure 4.2.17 : Schémas techniques de I'ancien et nouveau montage du systéme d’injection de gaz
tampon dans le piége. La vanne pulsée est représentée en bleu. Les fléches vertes indiquent la direction
de propagation des ions moléculaires cibles. Les piéces beiges sont des brides séparant la chambre du
piége de 'extérieur du dispositif.

Les premiers tests de ce nouveau montage semblent indiquer qu'une amélioration de temps
de pompage d'un facteur 2 peut étre obtenu. Cette amélioration peut étre mise a profit pour
atteindre une pression plus basse qu'actuellement au moment de |'extraction des ions et ainsi
limiter les collisions avec le gaz, ou pour réduire le délai avant I'extraction du piége qui pourrait
ainsi passer de 100 ms a 50 ms réduisant ainsi la durée du cycle.

Augmentation de la densité d’ions : développement d’un regroupeur

Comme le nombre d'ions contenus dans un paquet ne peut étre amélioré du fait des li-
mitations imposées par la charge d'espace dans le piege, augmenter la densité d'ions dans la
zone d'interaction doit se faire par la réduction du volume du paquet d'ions. Nous avons vu
que la dimension axiale du paquet Ay dans la zone d'interaction est particulierement grande
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4 Développement du dispositif expérimental PIBALE

(~ 16 mm) et est dépendante de la dispersion en énergie du paquet d'ions. Cette dispersion
est proportionnelle au champ électrique d'extraction, cependant en pratique |'alimentation en
haute tension du piége ne nous permet pas de diminuer ce champ électrique d'avantage pour
diminuer la dispersion en énergie.

—— sansregroupeur
—— avecregroupeur

Atof = 10I5 s
Atof = 313 Hs

Intensité (u.a)
o
(9]
|

210 220 230 240
Temps de vol (ps)

Figure 4.2.19 : Spectres de temps de vol sur le PSDpjome d'un paquet d’ions de kanamycine protonée
de 20 eV d’énergie cinétique moyenne. Le spectre rouge est acquis dans les conditions standard de
fonctionnement et la largeur 3 mi-hauteur du pic de temps de vol est Ao = 10,5 us. Le spectre bleu
présente un résultat préliminaire obtenu grace au regroupeur. La largeur en temps de vol est réduite
d’un facteur 3 grice a ce dispositif.

L'idée du regroupeur vient de I'observation que la dispersion en position des ions dans un
paquet est proportionnelle a la dispersion en énergie des ions, les plus énergétiques se trouvant
a I'avant et vice versa. L'objectif de ce regroupeur est donc de ralentir les ions les plus rapides
et accélérer les plus lents de maniére a re-condenser le paquet d’ions. Ceci peut étre obtenu en
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appliquant a un instant donné un champ électrique en compensation de la dispersion en énergie
des ions.

Des simulations SIMION ont permis de valider la géométrie d'un regroupeur composé d'un
empilement de 16 électrodes cylindriques, de diamétre p = 8 mm et d'épaisseur 2 mm, espacées
de 2 mm. Un pont de résistance permet d'appliquer un champ électrique homogene dans |'axe
du regroupeur. Ce dispositif, présenté sur la photographie de la figure 4.2.18, a été installé
récemment sur PIBALE et est actuellement en cours de caractérisation et d'optimisation. Les
premiers résultats, présentés en figure 4.2.19, sont prometteurs et montrent qu'il est déja
possible de réduire d'un facteur 3 la largeur de la distribution en temps de vol, et donc la taille
axiale du paquet d'ions, au niveau du DSPpiomol-

4.2.3 Synchronisation des faisceaux

Pour réaliser les expériences entre faisceaux croisés non continus, il est primordial de syn-
chroniser en temps I'arrivée du paquet d'ions cibles et du pulse de faisceau projectile au centre
de la zone d'interaction. Il est pour cela indispensable de connaitre le temps nécessaire a chaque
faisceau pour rejoindre la zone d'interaction. |l est tout aussi important de s'assurer du bon
alignement spatial des deux faisceaux, autrement dit que les faisceaux soient coplanaires. Ceci
est défini par I'alignement mécanique des lignes de transports des faisceaux cibles et projectiles
et peut étre ajusté optiquement a I'aide de certaines électrodes. Nous allons voir ici de quelle
maniére nous pouvons synchroniser les faisceaux et quel phénomeéne physique observé expéri-
mentalement nous permet de nous assurer de cette synchronisation en temps et de |'alignement
spatial des faisceaux.

4.2.3.1 Synchronisation en temps
Faisceau cible

L'instant T, ou le paquet d'ions cibles est au centre de la zone d'interaction est déduit des
valeurs moyennes de temps de vol (tof) et d'énergie cinétique (E.) mesurées sur le détecteur
diagnostic DSPy;omel- Les ions évoluant en vol libre de la zone d’interaction jusqu’au détecteur,
leur énergie et donc leur vitesse sont constantes. Ainsi, a partir de la distance D et du temps
dT entre le centre de la ZI et le détecteur nous pouvons calculer la valeur de T, pour des ions
de masse m tel que :

(tof) = T, + dT (4.2.8)
T. = (tof) — f (4.2.9)
T. = (tof) — D 2<”;> (4.2.10)
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ou D = 295 mm et (tof) et (E.) sont déterminés expérimentalement. Cette méthode est
fiable et nous permet de déterminer rapidement le temps T. quelles que soient les conditions
expérimentales (nature de I'ion, potentiel Up;s du piege, pression résiduelle a I'extraction, etc...).

Faisceau projectile

De méme que pour le faisceau cible, le faisceau projectile traverse la zone d'interaction en
vol libre donc a vitesse constante. Pour déterminer le temps d'arrivée T, du faisceau projectile
au centre de la ZI, nous mesurons, sur les iris placés de part et d'autre de la zone d'interaction,
le courant | des ions incidents. Comme le montre la vue d’'oscilloscope de la figure 4.2.20, les
temps d'arrivée du faisceau Tiis1 et Tiis2 sont mesurés par rapport au signal logique Tpyise
envoyé au déviateur électrostatique. Ainsi, T, est simplement défini par :

o 7‘;Zrisl + ,I%risQ

T, = . (4.2.11)
1 2200V 3 2009/ 100%/ 1.990% 500.0%/ Trig'd
|
el
) TirisZ rf,;r"’f |
e
.-“".'.
el
rl.-.“.-l"
Tirisl_ ,-f‘"f‘

Déclenchement
du pulseur ;
[ | S S I N A S R

Figure 4.2.20 : Vue d'oscilloscope des temps d'arrivée des impulsions créées sur les iris 1 et 2
au passage d'un pulse de faisceau projectile d'He™ en fonction du déclenchement de la pulsation du
faisceau. Ces mesures ont été réalisées au travers d'une sonde de résistance R = 10 M) et de capacité
C =11 pF.

Nous avons mesuré ces temps pour des faisceaux d'He™ et d'Ar™ de 7 keV d'énergie ci-
nétique. Ces résultats sont résumés dans le tableau 4.2.4. Ces temps sont peu affectés par les
parametres d'optique du faisceau.

Synchronisation entre la cible et le projectile

Synchroniser les faisceaux consiste a régler le temps d'arrivée du faisceau projectile par
rapport au faisceau cible. Comme tous les temps (signaux) du cycle de fonctionnement du
dispositif PIBALE sont référencés par rapport a I'extraction des paquets d'ions du piege Ty, il
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Tids1 (18) | Tinis2 (115) Tp (us)
Het 2,42 2,80 2,61
Art 7,55 8,80 8,17

Table 4.2.4 : Temps de passage T, des projectiles au centre de la ZI déduits des temps Ti.s; et
Tiris2 par rapport au signal logique du pulseur Tpyse, mesurés respectivement sur I'iris d'entrée et de
sortie de la zone d’interaction, pour des faisceaux d’He™ et d’Art de 7 keV d’énergie cinétique.

en est de méme pour le signal logique du pulseur projectile Tpyse. Ainsi pour un pulse d'ions
projectiles d'une largeur en temps A, on définit :

A T0J
Tpulse = Tc - <Tp + 7; ]> (4212)

De cette maniére, le centre du pulse projectile est synchronisé avec le centre du paquet d'ions
cibles. Ceci est résumé schématique dans la figure 4.2.21.

Zone
Piege d’interaction DSPyiomol
T, dT
Cible D 3 ?
Doroj (tof)
Projectile : >
3<—>;
< Tp ‘
Tpulse = Tc - (Tp + Aproj/z) !
Pulseur

Figure 4.2.21 : Chronogramme de la synchronisation entre les faisceaux cibles et projectiles.

4.2.3.2 Effet du champ électrique créé par le faisceau projectile

Dans cette section nous allons parler du phénomene physique observable nous permettant de
confirmer les réglages de la synchronisation des faisceaux. Ce phénomene résulte de I'interaction
coulombienne entre les deux faisceaux d'ions. En particulier I'effet du champ électrique créé
par le faisceau projectile sur le paquet d'ions modifie significativement les caractéristiques de
ce dernier, telles que I'énergie, le temps de vol et la dispersion radiale, toutes mesurables sur le

détecteur diagnostic DSPypiomol-
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La haute intensité du faisceau projectile dans la zone d'interaction (~ 100 pA en faisceau
continu) est a I'origine d'un potentiel électrique positif de quelques volts auquel les ions cibles
d'une dizaine d'eV sont sensibles. Pour calculer ce potentiel électrique, nous pouvons approximer
le faisceau projectile a un cyclindre de longueur infinie et de densité de charge linéique \ =
lproj/ Vproj- Cette premiére considération est valide compte de tenu de la vitesse de ces ions : un
pulse de 2 us d'un faisceau d'He™ a 7 keV aurait une longueur de ~ 1 metre. Ainsi le potentiel
Voroj(r) ressenti a une distance r du centre de I'axe du faisceau est défini par :

Voroi(r) = = 7;\80171 (7:)) (4.2.13)
ol €y est la permittivité du vide et ry est la distance a partir de laquelle le potentiel devient
nul Vproj(ro) = 0 V. Compte tenu de la géométrie de la zone d'interaction, on peut choisir
raisonnablement ryp = 10 cm.

Ainsi par exemple pour un faisceau d’'He*t de 7 keV d’énergie cinétique et d'une intensité de
100 pA, le potentiel ressenti a une distance R =5 mm est de V,;(R)~ 9,3 V. Ce potentiel n'est
clairement pas négligeable compte tenu de la basse énergie des ions cibles (de I'ordre de 15 eV).
Le potentiel créé dépend directement de I'intensité et de la forme du faisceau projectile ainsi
que de I'énergie des ions cibles. Le potentiel électrique V. étant proportionnel a l'intensité
du faisceau, plus celle-ci sera faible et moins cet effet sera important. De méme, plus les ions
cibles sont énergétiques et moins ils sont affectés par ce potentiel.

Cet effet a été mis en évidence expérimentalement en observant la déformation du pic de
temps de vol des paquets d'ions cibles sur le DSPy;omol €n présence du faisceau projectile. La
figure 4.2.22 présente ces résultats pour un paquet d'ions moléculaires de kanamycine protonée
(m/q = 485) de 15 eV d'énergie cinétique et un faisceau projectile d'He™ a 7 keV et de 100 pA
d'intensité en continu et pour différentes largeurs de pulses A,;. Ici, le faisceau projectile
est synchronisé en temps comme présenté précédemment, tel que le centre du pulse projectile
frappe le centre du paquet d'ions cibles. Un faible décalage du temps de vol moyen de environ
3 us est observé lorsque le faisceau est présent en continu dans la zone d'interaction (courbes
«0 us» et « 0o »). Dans le cas d'un faisceau non continu, une déformation des pics de temps
vol apparait lorsque Ay est inférieur a la largeur de la distribution en temps de vol du paquet.
En effet, I'énergie cinétique finale des ions est modifiée par le potentiel électrique créé au
passage du faisceau. Autrement dit, les ions a I'avant du paquet sont accélérés par le potentiel
électrique et arrivent plus tot sur le détecteur, alors que les ions a I'arriere sont ralentis et
arrivent a des temps de vol plus longs. Cet effet observé sur le temps de vol est d'autant plus
marqué que le point de mesure s'effectue loin de la zone d’interaction, laissant du temps pour
que les dispersions en énergie/vitesse des ions entrainent un effet observable sur le temps de
vol.

Expérimentalement, la déformation du pic de temps de vol est sensible a la synchronisation
des faisceaux. Si le faisceau projectile est en retard par rapport au paquet cible, une plus
grande partie des ions du paquet se trouve devant le passage du faisceau et est donc accélérée
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Figure 4.2.22 : Distributions en temps de vol, mesurées sur le DSPp;omor, de paquets de kanamycines
protonées (m/q = 485) de 15 eV d’énergie cinétique, en fonction de la largeur du pulse projectile
Aproj traversant la zone d'interaction. Le faisceau projectile est composé d’ions He™ de 7 keV d'énergie
cinétique pour une intensité de 100 uA en continu. La courbe rouge présente la distribution en temps
de vol en I'absence du faisceau projectile.

par le potentiel électrique. Les deux structures observées en figure 4.2.22 deviennent alors
asymétriques. Cet effet nous permet donc de vérifier et d'affiner la synchronisation en temps
de nos deux faisceaux cibles et projectiles au centre de la zone d’interaction. On peut d’ailleurs
noter que les simulations SIMION indiquent qu'une synchronisation en temps correcte se traduit
par des structures piquées symétriques

Enfin, on peut noter que |'effet de la répulsion coulombienne s’observe aussi dans le plan
transverse a la direction de propagation des ions cibles. Cet effet est d’ailleurs a |'origine de la
diminution de l'intensité observée sur la figure 4.2.22 lorsque le faisceau projectile est continu
(diminution de 40 %) qui traduit d'un fort élargissement du paquet d'ions cibles. En effet, un
pulse projectile de 1 us (ou plus) pouvant étre considéré comme infiniment long suivant |'axe x
pour les ions cibles, ceux-ci sont principalement déviés suivant |'axe z. La figure 4.2.23 montre
I'effet de cette déviation grace a des images réalisées dans le plan du DSPpiomol. On observe
ici une augmentation d'un facteur deux de la taille du paquet d'ions suivant I'axe z lorsque
le faisceau est présent en continu dans la zone d'interaction. En revanche, la dimension du
paquet dans |I'axe x reste inchangée. On note que le paquet d'ions est initialement centré sur le
détecteur et que I'augmentation selon I'axe z se fait ici symétriquement par rapport au centre
du paquet d'ions. Ceci suggere que les faisceaux sont effectivement coplanaires et se croisent
az= 0. On a alors ici une preuve expérimentale du bon alignement spatial des deux faisceaux
au centre de zone d’interaction.
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Figure 4.2.23 : Profils 2D acquis dans le plan du DSPp;omer de paquets de kanamycine protonée
(m/q = 485) de 15 eV d'énergie cinétique dans les conditions (a) sans faisceau projectile, et (b) avec
faisceau projectile continu (He™, Ec = 7 keV, lproj = 100 p1A).

4.2.4 Spectrometre de masse a temps de vol

Le spectrometre a temps de vol utilisé sur le dispositif PIBALE posséde deux particularités
qui conditionnent une partie du fonctionnement global de I'expérience. Comme décrit dans la
section 4.1.4, le centre du détecteur, noté DSP,, est décalé de 80 mm dans la direction y
par rapport au centre de la zone d'interaction. De plus, les électrodes d'extraction du TOFMS
peuvent pivoter de quelques degres autour de I'axe z permettant notamment de modifier I'orien-
tation des champs d'extractions E; et E, dans le plan yOz suivant un angle 6. Nous verrons
comment les caractéristiques de ce spectrométre nous permettent de séparer les fragments des
ions cibles et les ions du gaz résiduel sur le détecteur et dans quelles gammes de parametres
(champs d'extractions, angle 6, énergie cinétique des ions) ce fonctionnement est possible.

4.2.4.1 Différenciation en vitesse et gamme de fonctionnement

La différenciation en vitesses initiales entre les ions cibles et le gaz résiduel nous permet
de pouvoir détecter sur le DSP,. I'ion parent et ses fragments en diminuant la contribution du
gaz résiduel ionisé par le faisceau projectile. De cette facon il est possible de limiter le bruit de
fond des spectres de temps de vol. La séparation en position dans le plan du détecteur se fait
uniquement selon |'axe y, en fonction de la vitesse initiale des ions dans cet axe vy, comme le
montre |'exemple de la figure 4.2.24. En premiere approximation, nous pouvons négliger |'effet
du champ électrique dans I'axe y sur la vitesse initiale des ions v,q et sur le temps de vol total,
T. Ainsi, la position d'impact dans le plan du détecteur, Ypsp, peut étre déduite de la position
d'impact pour # = 0, en rajoutant la contribution purement géométrique de I'angle avec le
terme zpsp Xtanf, ol zpsp = 138 cm est la distance entre le détecteur et le centre de la ZI.
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Ainsi, la position Ypsp(yo,vyo, T, @), pour des ions de position initiale yo (ot yo = 0 est le centre
de la ZI), est définie par :

YDSP(?JOa UyO, T, 9) = YDSP(?/O, Uyg, T, (9 = O) + ZDSP.tCLTLQ (4.2.14)
Ypsr(Yo, vyo, T, 0) = yo + vy0.T + zpsp.tand (4.2.15)

En remplacant dans cette équation vyg = /2E./m et T = K.\/m/q, ol E. est I'énergie
cinétique des ions dans I'axe y et Kox 1/4/V] est fonction des champs électriques E; et E, et
de la géométrie du spectrométre (K = 1,92 pour V; = 4000 V), on obtient :

2F,
YDSP(y(),’Uyo,T, 9) = yO+K.\/7+zDSp.tan9 (4216)
Zone
d’extraction / Zone deAvoI libre DSP,
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Figure 4.2.24 : Exemples de simulations SIMION de notre spectrométre de masse a temps de vol.
La tension d'extraction est fixée a Vi = 4 kV, ce qui correspond a E; = 107,3 V/cm et E; = 904
V/cm, et I'angle du spectrométre a 0= -2°. (a) : vitesse initiale nulle dans I'axe y. Les ions suivent la
direction du champ d’extraction et n'atteignent pas le détecteur. (b) : vitesse initiale non nulle dans

I'axe y, avec E. = 17 €V. L’angle 0 et le champ électrique permettent de guider les trajectoires vers
le centre du détecteur. On notera la présence des électrodes d’un miroir électrostatique dans la zone
de vol libre mais non utilisées (potentiel nul sur ces électrodes).

On voit alors que pour l'ion parent cible, la position sur le détecteur est indépendante de
la masse et ne dépend que de E. pour q, yg et 8 fixés. De plus, I'augmentation de V; permet
de redresser les trajectoires et de ramener les ions dans |'axe du champ d’extraction, et ainsi
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de compenser la contribution de I'énergie cinétique initiale des ions. De plus |'orientation du
champ d'extraction du spectrométre suivant 6 nous permet de modifier la position des ions
dans le plan du détecteur sur la gamme de + 50 mm pour 6 compris entre -2° et 42°.

Différenciation du gaz résiduel

La position moyenne sur le détecteur des ions du gaz résiduel, dont les distributions en
vitesses sont nulles en moyenne, est uniquement dépendante de |'angle d’extraction 6 et de leur
position initiale yg, soit de la largeur du faisceau projectile dans la zone d'interaction. Ainsi,
pour des ions au centre de la ZI, yo = 0, un angle de 1,7° est nécessaire pour positionner les
ions sur le bord inférieur du détecteur (Ypsp = 40 mm). Nous verrons qu'il est possible, grace
a I'angle 6, de sortir les ions du gaz résiduel du détecteur et de réduire la pollution des spectres
de temps de vol.
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OH*
= ! -
2
p= ,0*
(%] N+
S 50 ||2 i
+—
£
N+Oz+
H’
L I o e B B o o e T e B e

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/q

Figure 4.2.25 : Spectres de temps vol acquis sur le DSP;.s pour une tension d'extraction V; =
4000 V. En rouge et en bleu sont comparés en fonction de I'angle 6 du spectrométre, les spectres de
gaz résiduel ionisé par un faisceau d’He* de 7 keV d'énergie cinétique et de longueur de pulse Ap;
= 3 us.

La figure 4.2.25 illustre parfaitement cet effet dans le cas de spectres de temps de vol
du gaz résiduel ionisé apres le passage d'un pulse faisceau d'He™ de 7 keV d'énergie cinétique
(Aproj = 3 s, V1 = 4000 V). On observe ici clairement I'effet de I'orientation du spectrométre
sur la détection du gaz résiduel. Lorsque I'axe du spectromeétre est orienté vers le DSPs avec
0 = +1,5° (spectre rouge, figure 4.2.25), on détecte les molécules du gaz résiduel ionisé H,O,
N, et O,*. Les fragments de ces molécules, N™, Ot et OH™ sont aussi observés, ainsi qu’'un
pic intense d'He™ di a |'effusion de I'hélium depuis le piege jusqu'a la zone d'interaction. Ce
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spectre présente de plus un large fond sans structure identifiable s'étendant jusqu'a quelques
centaines de m/q, gamme dans laquelle peuvent apparaitre des fragments de la molécule cible.
En tournant I'orientation du spectrometre a # = -1,5°, la majorité des ions n'atteint plus
le détecteur et le bruit est considérablement réduit (spectre bleu, figure 4.2.25). On observe
cependant encore les pics correspondant a N* et O™. En effet, ces ions acquierent de I'énergie
cinétique lors de I'explosion coulombienne des dications Ny2* et 0,2+ (KER pouvant étre
compris entre 5 et 30 eV). De fait, seuls les ions possédant une vitesse non nulle dans la
direction y peuvent alors atteindre le détecteur.

Cette figure présente deux cas extrémes d'orientation du spectrometre, mais nous pouvons
aussi définir quel est I'angle )i, en dessous duquel le gaz résiduel se retrouve hors du détecteur.
Ainsi, en considérant le cas de molécules de N, formés loin du centre a yo = 10 mm (a
I'extrémité d'un faisceau projectile en forme de batonnet horizontal), et un élargissement di a
la vitesse initiale thermique des ions (300 K, 0,5 mm/us), avec une tension d'extraction V; =
4000 V, le temps de vol de ces ions est de Kx+/m ~ 10 us et leur position dans le plan du
détecteur a € = 0° est donc :

Ypsp = 10+ 0,5 x 10 = 15mm (4.2.17)

Ainsi I'angle limite 6, pour que ces ions restent en dehors du détecteur, soit Ypsp < 40
mm (bord inférieur du détecteur), vaut 6y, ~ 1°.

Energie cinétique des ions cibles et tension d’extraction

La position d'impact des ions cibles sur le détecteur étant dépendant de leur énergie ci-
nétique initiale, de la tension d'extraction V; et de I'angle 6, il est possible en ajustant ces
paramétres de « choisir » cette position d'impact Ypsp. Cependant la position moyenne des
fragments sur le détecteur par rapport a celle de I'ion cible doit également étre prise en consi-
dération pour déterminer les paramétres (E., Vi, 6). En effet, les fragments d'une molécule ont
une masse inférieure et donc un temps de vol T.,e plus court que I'ion parent, de masse m et
de charge q (en considérant qs.g > q). La vitesse moyenne des fragments étant peu modifiée
lors de la collision par rapport a la vitesse initiale de I'ion parent, leur position d'impact est donc
inférieure a celle de I'ion parent. De plus, |'énergie cinétique acquise par les fragments suite a la
fragmentation (KER) se traduit par un élargissement autour de leur position moyenne, et peut
donc étre négligée ici. L'écart en position AY entre I'ion parent de masse m, et un fragment
de masse m¢, de méme charge qg., = q, suit donc la relation :

AY = K, /;fn; (/7T — V/7T7) (42.18)

Cet écart augmente donc avec I'énergie cinétique initiale des ions cibles. Cependant comme K
o 1/4/V4, il est possible de resserrer les positions d'impacts des fragments en augmentant la
tension d’extraction.
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Figure 4.2.26 : Simulation SIMION des positions d'impacts d’ions parents de masse m, = 485
u.m.a et fragments de masses m¢ = 160 et 325 u.m.a. Les caractéristiques initiales du nuage d'ions
dans la zone d’interaction, avant |'application du champ d’extraction V; de 4 kV, sont celles du tableau
4.2.3. Les ions ont une vitesse positive selon y. Y = 0 correspond au centre de la zone d’interaction
et le détecteur, centré sur Y = 80 mm et X = 0 mm, est délimité par la ligne pointillée bleue.

La figure 4.2.26 illustre cet écart en position a partir de simulations SIMION. Elle présente
la position d'impact dans le plan du détecteur d'ions parents de m/q = 485 et deux fragments
de m/q = 160 et 325, extraits avec un potentiel V; de 4 kV et un angle 6 de 0°. Sur cet
exemple, la position des ions parents sur le détecteur Ypsp est de ~ 115 mm et I'écart AY
avec les fragments de m/q = 160 et m/q = 325 est respectivement de ~ 50 et 20 mm. Le
détecteur s'étendant de 40 a 120 mm, les deux ions peuvent étre détectés.

La figure 4.2.27 reprend cet exemple et présente I'évolution de AY en fonction de la masse
du fragment et pour des énergies cinétiques de |'ion parent de 15, 25 et 35 €V. En considérant
que les ions parents sont centrés sur le bord supérieur du détecteur a Y = 120 mm, alors les
fragments dont I'écart AY est supérieur 80 mm sont hors du détecteur, constituant une coupure
de la détection des fragments de faibles masses. La valeur de cette coupure en masse augmente
avec |'énergie cinétique des ions cibles, passant ainsi de m¢ = 25 u.m.a pour 15 eV a m¢ = 120
u.m.a pour 35 eV. Ceci met en avant |'importance de pouvoir orienter la position d'impact des
ions parents Ypsp vers le bord supérieur du détecteur pour garder le plus de fragments dans la
zone de détection.

Les simulations SIMION nous permettent de déterminer la position des ions dans le plan
du détecteur en fonction des parametres ((Ec, Vi, 0). La figure 4.2.28 présente pour un angle

= 0° < 6}, I'évolution de la positon du centroide d'un paquet d'ions parents dans le plan du
DSP..s en fonction de la tension d'extraction V; pour différentes énergies cinétiques initiales
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Figure 4.2.27 : Ecart en position AY des fragments de masses m¢ par rapport a la position de I'ion
parent de masse m, = 485 u.m.a, d'énergie cinétique E. = 15, 25 et 35 eV et de méme charge q =
le, pour une tension d’extraction VV; = 4000 V. Les fragments de masse my dont AY est supérieur
a 80 mm (diamétre du détecteur, représenté par la ligne pointillée orange) sont hors détecteur si la
position de I'ion parent Ypsp est inférieure a 120 mm (position du bord supérieur du détecteur).

des ions. On voit ainsi que pour un angle donné il existe des couples (E., V1) tel que (Ypsp) =~
120 mm, représenté ici par la zone entourée. En diminuant 6, cette zone se décale vers des
tensions d’extraction Vi plus faibles et des énergies cinétiques plus hautes. On peut noter
comme limite que pour des énergies cinétiques inférieures a 10 €V ou supérieures a 30 eV, la
tension d'extraction V; doit étre respectivement inférieure a 3 kV et supérieure a 10 kV. De plus
on observe de maniere générale dans ces simulations que lorsque la position des ions Ypgp est
supérieure a 140 mm, une partie des ions est perdue en frappant les électrodes d’extractions.
Par exemple pour des ions 35 €V d'énergie cinétique il faut au minimum V; = 5 kV pour
redresser la trajectoire des ions avant que ceux-ci ne heurtent les électrodes. Il n'est donc pas
possible de ramener ces ions sur le détecteur en orientant 6 vers -2°.

En pratique, le montage électrique réalisé pour appliquer la haute tension V; ne nous permet
pas pour le moment d'appliquer une tension supérieure a 7 kV. Notre plage de fonctionnement
correspond donc a :

Vi € [3;6] KV
Ec € [15;25] eV
0 € [-15;0]°
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Figure 4.2.28 : Position Ypsp du centroide de paquets d'ions cibles dans le plan du détecteur en
fonction de la tension d’extraction V7 et de I'énergie cinétique initiale des ions E. dirigée suivant I'axe
y, d’aprés des simulations SIMION. Ypsp = 0 mm est le centre de la zone d’interaction. La zone
hachurée représente I'emplacement du détecteur de 80 mm de diamétre, centré en Ypsp = 80 mm.

4.2.4.2 Exemple d’imagerie du paquet d’ions cibles

Dans cette section, nous allons montrer brievement I'exemple d'une mesure en temps de vol
et en position d'un paquet d'ions extrait depuis la zone d'interaction et détecté sur le PSD,s.
Ces mesures ont été réalisées pour un paquet de kanamycine protonée (m/q = 485) d'une
énergie cinétique de 17,0 + 3,2 €V, avec un champ d’extraction V; de 6 kV de maniére a
observer le paquet en entier sur le détecteur. Pour pouvoir réaliser correctement ces mesures,
le taux de comptage doit étre faible sur le détecteur. L'intensité du paquet d'ions est donc
volontairement réduite (quelques ions par paquet) et il n'y a donc pas de charge d'espace dans
le piege.

La figure 4.2.29 présente |'image sur ce détecteur et les profils dans les axes X et Y. La
coordonée (0,0) sur le détecteur correspond au centre du détecteur. A partir des profils nous
pouvons déterminer les dimensions du paquet :

— (y ) = 13,0 mm (soit Ypsp = 93 mm) et Ay = 26,8 mm

— (x) =105 mm et Ax = 15,2 mm
Les largeurs du nuage sont cohérentes avec celles déterminées par SIMION au centre de la
zone d'interaction (section 4.2.2.5, tableau 4.2.3), en considérant que les dimensions du nuage
s'élargissent dans le tube de temps de vol du fait des vitesses initiales des ions. La position du
paquet sur le détecteur Ypsp est aussi en accord avec celle attendue d'apres les simulations
SIMION présentées dans la figure 4.2.28 de la section précédente.

Le pic de temps de vol de ce paquet d'ions est présenté dans la figure 4.2.30. Dans ces
conditions nous mesurons un temps de vol moyen T de 31,5 us et une largeur a mi hauteur AT
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de 170 ns. La résolution en masse m/Am déduite de cette mesure est de ~93, ce qui est loin de
la résolution optimale d'un spectrométre de ce type. Cette valeur traduit une forte dispersion
en vitesse dans |'axe z des ions, qui est |'effet dominant sur la largeur du pic de temps de vol.
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Figure 4.2.29 : Image et profils d'un paquet d'ions de kanamycine (m/q = 485) de 17 eV d’énergie
cinétique obtenus sur DPS,.r pour un potentiel d’extraction de 6kV. Les axes X et Y sont centrées
sur le détecteur, délimité par la ligne pointillée orange. La trajectoire initiale des ions cibles (fléche
verte) selon I'axe Y va de gauche a droite et celle des ions projectiles (fléche rouge) selon I'axe X va
du haut vers le bas.
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Figure 4.2.30 : Temps de vol mesuré sur le DSPy¢ d’'un paquet d'ions de kanamycine (m/q = 485)
de 17 eV d’énergie cinétique, pour un potentiel d’extraction de 6kV.
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4.3 Bilan et premiéres expériences en faisceaux croisés

Nous allons ici faire le bilan de toutes les informations importantes énoncées dans les sec-
tions précédentes dont, notamment, la densité d'ions cibles et |'intensité du faisceau projectile,
afin d'estimer le taux d'événements attendus lors d’'expériences réalisées sur ce dispositif. En-
suite, nous présenterons dans premier temps le fonctionnement d'une acquisition en quatre
cycles nécessaire a la soustraction des différentes sources de pollution des spectres de collisions
et dans un second temps, les résultats d'une expérience réalisée avec des ions moléculaires cibles
de kanamycine protonée et un faisceau projectile d'He™ de 7 keV d’énergie cinétique. Nous y
détaillerons les différentes informations que nous pouvons obtenir des spectres de temps de vol
et des positions d'impact des ions.

4.3.1 Bilan

Comme il I'a été présenté tout au long de ce chapitre, le fonctionnement global de ce
dispositif est principalement régi par les caractéristiques du piége a ions et du spectrometre de
masse a temps de vol. Nous avons ainsi identifié différentes contraintes liées au fonctionnement
du dispositif :

— La durée du cycle Tcye = 200 ms est imposée par le temps nécessaire pour remplir
le piege au maximum de sa capacité et par la vitesse de pompage du gaz tampon
avant |'extraction d'un paquet d'ions. Nous avons vu que pour une intensité initiale de
bio-molécules de ~ 15 pA, une centaine de millisecondes est nécessaire pour remplir le
piege a son maximum. Ce temps est directement lié a I'intensité de faisceau en amont
du piége et a I'efficacité d’'injection et de piégeage des ions. De plus, nous avons mis en
évidence qu'une centaine de millisecondes est nécessaire pour pomper le gaz tampon du
piege avant d’extraire un nuage d'ions et ainsi limiter les collisions dans le gaz résiduel
pouvant altérer les caractéristiques du paquet.

— Le nombre maximal d'ions que peut contenir un paquet est limité par I'effet de la
charge d'espace lors de I'accumulation des ions dans le piege. Nous avons estimé qu'un
maximum d’environ 1,6.10° ions monochargés peut étre accumulé dans le piége.

— Les dimensions d'un paquet d'ions dans la zone d'interaction dépendent principalement
de la distribution en énergie des ions. Cette distribution est directement liée a la taille
du nuage dans le piege (influencée par I'effet de la charge d'espace) et a la valeur du
champ d’extraction du piége || E.||. Nous avons estimé a I'aide de simulations SIMION,
pour un piege rempli (1,6.10° ions), que la densité d'un paquet d'ions dans la ZI est
d’environ 6,2.10* ions/cm3/paquet, pour des ions de rapport m/q = 485 (équivalent a
la kanamycine protonée) de 17,4 eV d'énergie cinétique, dont les dimensions du paquet
dans la ZI sont de Ay ~ 16 mm et Ax = Az ~ 10 mm.

— Afin de détecter tous les fragments produits lors d'expériences de collisions sur le DSP.¢
et limiter la détection du gaz résiduel ionisé par le faisceau projectile, le fonctionnement
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du spectrometre exige certaines contraintes. Dans la plage de fonctionnement possible,
nous travaillons avec des ions d'énergie cinétique entre 15 et 20 €V, une tension d'ex-
traction de 4 kV et un angle de 0° a -1°.

— La source d'ions projectile Mono1000 peut fournir des faisceaux d'ions atomiques in-
tenses (jusqu'a 100u:A en continu disponible dans la zone d'interaction) jusqu'a 7 keV
d'énergie cinétique. En particulier, le faisceau peut étre mis en forme pour maximiser le
recouvrement des faisceaux. Nous avons ainsi montré que le faisceau peut prendre une
forme de batonnet horizontal de dimension Ay ~ 15 mm et Az ~ 4 mm. Des pulses
de faisceaux de 1 a 5 us sont utilisés.

— Enfin, I'effet du potentiel électrique créé par le faisceau projectile sur les paquets d'ions
cibles nous permet de nous assurer de la bonne synchronisation des faisceaux et de leur
bon alignement vertical.

4.3.2 Calcul du taux d’événement attendu

A partir de ces parametres, nous pouvons estimer le taux d'événement R attendu pour de
telles expériences de faisceaux croisés. En particulier dans le cas de faisceaux croisés continus,
le taux d'événement par seconde R peut s'exprimer comme [150] :
l [1-12 Urel
F q1.q2 v1v8in 0

R=o (4.3.1)

— o est la somme des sections efficaces des réactions possibles (excitation dissociative,
ionisation, capture électronique) entre les deux faisceaux, dont les produits peuvent étre
identifiés par spectrométrie de masse (en m?),

— |y, g1 et vy sont respectivement l'intensité (en A), la charge (en C) et la vitesse (en
m/s) du faisceau projectile,

— |y, go et v, sont respectivement l'intensité (en A), la charge (en C) et la vitesse (en
m/s) du faisceau cible,

— Ve = \/v% + v3 — 20105 cos 0 est la vitesse relative des deux faisceaux,
— 6 est I'angle entre les deux faisceaux.
— F est le facteur de forme (en m) et représente le recouvrement des faisceaux dans la
dimension orthogonale au plan des deux faisceaux,
On montre que dans le cas de faisceaux coplanaires de profil gaussien dans la dimension
orthogonale (z) au plan des faisceaux, le facteur de forme F peut s'exprimer par :

F — \/0'21 + 0'22 V 27T (432)

ol 0, et o, sont les écarts types des distributions des profils du faisceau projectile et du
faisceau cible respectivement. Ce facteur de forme se simplifie si I'un des faisceaux a un profil
homogene sur une largeur z grande devant I'écart type de I'autre faisceau (z > 40,) et devient
simplement F = Z.
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De plus, dans notre cas les faisceaux se croisent a angle droit & = 90° et la vitesse des ions
du faisceau projectile est grande devant celle des ions cibles v; > v, (581 mm/us pour des
ions He* de 7 keV d'énergie cinétique contre ~ 2,6 mm/us pour des ions de m/q = 485 et de
17 eV d'énergie cinétique). Dans ces conditions on peut réécrire :

_ a1 (4.3.3)
vUssind vy

L'équation 4.3.1 devient alors :

(4.3.4)

R est ainsi inversement proportionnel a la vitesse des ions cibles. Ainsi dans notre cas malgré
une intensité cible |, faible, I'utilisation d'ions cibles de basse énergie nous permet d’augmenter
le taux d'interaction.

Cependant cette formule est valable pour des faisceaux continus et il nous faut I'adapter
pour prédire un taux de collision en fonctionnement pulsé. Pour cela nous devons considérer
deux points.

D’une part, la densité du paquet d'ions cibles doit étre ramenée a une intensité de faisceau
équivalente [,%9 pour un faisceau continu. Elle peut étre calculée comme le produit de la densité
de charge linéique A\, du paquet avec la vitesse moyenne des ions v,. Ainsi pour un paquet
cylindrique de section S = 7 (Ar/2)? (par symétrie cylindrique Ar = Ax = Az) et de longueur
Ays, et un nombre d'ions par paquet N, la densité d'ions p vaut N,/(S.Ay) et la densité de
charge linéique s'exprime par :

N

p
Sy — -t 43,
Ag = qa-p X S DA, (4.3.5)

L'intensité équivalente pour un faisceau continu est alors donnée par :

Y= )\, X vy = QQi\fypg X Uy (4.3.6)
D’autre part, il faut prendre en compte, dans une seconde, le temps d'irradiation effectif
du paquet d'ions cibles par le faisceau projectile, Tes, pour pondérer l'intensité de faisceau
projectile. En considérant que le facteur de forme F est constant pendant toute la durée du
pulse projectile Ay, alors Teg est simplement le produit de Ay et du nombre de cycles par
seconde Neyce = 1/Teycle-
L'équation 4.3.4 devient alors dans le cas de faisceaux pulsés :

11 [1 X Teff )\q.UQ
o——

F vy q1 4z

11 Apoj N,

F qQ1 Tcycle AyQ

R= (4.3.7)

(4.3.8)
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Dans notre cas, le profil selon |'axe z du paquet d'ions cibles peut étre approximé comme
homogene sur une largeur Z; de 10 mm, ce qui est grand devant I'écart type du profil du
faisceau projectile (40,, = 6,5 mm). Nous pouvons utiliser I'expression simplifiée du facteur de
forme. L'équation devient alors :

15 Ay N,

R=og—-towa T
Zo q1 Tcycle AyQ

(4.3.9)

En considérant que le processus de capture électronique est le processus dominant pour un
faisceau projectile d'He™* a 7 keV, nous utiliserons, pour le calcul de I'ordre de grandeur du taux
d'événement attendu, la section efficace de 12.102° m? rapportée pour des collisions d'He* a
10 keV sur une cible de CH, [151]. Les données pour ce type de section efficace sont courantes
dans la littérature pour des petites molécules neutres mais peu de données existent pour des
molécules d'intérét biologique protonées.

Ainsi, avec les paramétres expérimentaux suivants :

— faisceau projectile : I; = 100 pA, g1 = le, 0,1 = 1,6 mm et A,; = 3 ps,

— faisceau cible : N, = 1,6.10°, Ay, = 16 mm (soit [,*9 = 1,6 nA) et Z3 10 mm,

— Teyete = 200 ms,
le calcul du taux d'événements attendus nous donne R = 1,1 événements par seconde, soit 0,22
événement par cycle de collisions. Toutefois, pour considérer le nombre d'événements détectés
Rget sur le DSP.f, nous devons prendre en compte l'efficacité de détection des galettes a
micro-canaux (£q6, = 0,55) ainsi que la transmission des quatre grilles (76 % de transmission
chacune) sur le parcours des ions dans le tube de temps de vol. Le taux d'événement détecté
en est réduit d'un facteur ~ 5 et est de I'ordre de :

Rast =~ 0,2 coups par seconde (0,05 événements par cycle).

Cette faible valeur traduit que le temps d'irradiation effectif est I'un des points faibles de
ce dispositif et met en évidence que les caractéristiques du paquet d’'ions doivent étre optimales
(volume le plus petit possible) pour atteindre des taux d'événements acceptables. Le faible
taux de comptage attendu nécessite de pouvoir limiter les sources de bruit pour assurer un
bon rapport signal/bruit. Quelques méthodes peuvent étre mises en place expérimentalement
pour réduire ce bruit, mais une part importante peut se faire par la soustraction des différentes
contributions lors de I'analyse des résultats.

4.3.3 Résultats

Compte tenu de la faible densité des paquets d'ions cibles dans la zone d'interaction et
donc de la faible probabilité d'interaction, il est d'autant plus important de réduire toutes les
sources de bruit de fond. En plus des différentes méthodes envisagées pour réduire le bruit de
fond, il est possible de faire I'acquisition de spectres de temps de vol indépendants pour prendre
en compte et soustraire chaque contribution au bruit de fond. Dans cette section, nous allons

115



4 Développement du dispositif expérimental PIBALE

donc présenter ce mode de fonctionnement en quatre cycles puis les résultats d'une expérience
de faisceaux croisés analysés avec cette méthode.

4.3.3.1 Cycle d’acquisition

Plusieurs sources de bruit sont a l'origine de la pollution des spectres de collisions. On
considere comme bruits toutes les contributions d'un spectre de temps de vol qui ne sont pas
des produits de l'interaction cible/projectile. Ces sources de bruit peuvent étre séparées en trois
catégories :

— Les pollutions du paquet d'ions cibles, notamment les fragments de la molécule parent
produits par collisions avec le gaz résiduel (CID) a I'extraction du piége et/ou pendant
le transport jusqu'a la ZI.

— Le gaz résiduel ionisé par le faisceau projectile lors de son passage dans la zone d'in-
teraction.

— Le bruit de fond généré par les particules neutres issues de la source ECR (par exemple
les photons de désexcitation de I'He et I'He™, voir section 4.3.3.2).

De maniere a isoler et comptabiliser les contributions de chacune de ces sources pour les
soustraire aux spectres de collisions nous avons recours a un fonctionnement en quatre temps,
comme schématisé en figure 4.3.1. Ce fonctionnement permet |'acquisition de quatre jeux de
données :

1. Les faisceaux cibles et projectiles se croisent dans la zone d'interaction : spectre de
collision, contenant les fragments issus de la collision et toutes les sources de bruits.

2. Le faisceau projectile seul traverse la zone d'interaction : spectre projectile contenant le
gaz résiduel et le bruit de fond.

3. Le faisceau cible est seul dans la zone d'interaction : spectre cible contenant la molécule
parent cible et les pollutions, ainsi que le bruit de fond.

4. Aucun des faisceaux ne traverse la zone d'interaction : spectre neutre, contenant uni-
quement le bruit de fond.

De plus, I'acquisition cyclique de ces spectres nous permet de ne pas étre sensible aux variations
dans le temps de |'intensité des sources d’ions cibles et projectiles. Ceci ne serait pas possible en
réalisant simplement de longues acquisitions indépendantes pour déterminer les contributions
de chaque source de bruit.

Ainsi, pour obtenir le spectre des produits de la collision uniquement, les spectres (2) et
(3), respectivement du projectile et de la cible, doivent &tre soustrait au spectre collision (1).
En soustrayant ces deux spectres, la contribution des neutres, présent dans chaque spectre,
est alors soustraite deux fois. Il faut donc additionner le spectre (4) pour obtenir le spectre
final.
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Figure 4.3.1 : Schématisation du principe de I'acquisition en quatre cycles successifs. L extraction
du contenu de la zone d’interaction dans le TOFMS a lieu a chaque cycle et permet I'enregistrement

des données dans quatre configurations différentes : (1) collision (cible + projectile), (2) projectile
(projectile seul), (3) : cible (molécule parent et pollution) et (4) neutre (aucun faisceau).

4.3.3.2 Collision entre un faisceau d’He* a 7 keV et une cible de kanamycine
protonée

Nous allons aborder ici les méthodes du traitement des données obtenues avec le DSPtof
nous permettant d'analyser le contenu des spectres de masse. Les résultats de quatre heures
d'acquisition d'une expérience de collision entre un faisceau d'He™ de 7 keV d'énergie cinétique
et des ions cibles de kanamycine a 17 €V sont présentés. Une tension d'extraction V; de 4 kV
et une angle 6 de -1° ont été utilisés. Pour cette expérience, ni le refroidissement de la zone
d'interaction a |'azote liquide, ni la pompe a sublimation de titane n'ont été utilisés.

La figure 4.3.2 présente les quatre spectres acquis avec la méthode décrite précédemment :
cible, projectile, neutre et collision. Le pic parent (m/q = 485) présente un pic trés intense
a 39,2 us. Deux contributions peuvent étre distinguées sur le spectre de collision. En dessous
de 16 us, le spectre est dominé par la contribution du gaz résiduel et au dela, par le contenu du
spectre cible. Nous détaillerons ces différentes structures par la suite. La gamme de temps de
vol comprise entre 0 et 5 us (inférieure 3 m/q = 5,5) est volontairement exclue de la gamme
d’acquisition des données car il ne contient que le pic intense de I'He™ (voir figure 4.2.25).

Pour calibrer ce spectre selon le rapport masse-sur-charge, nous avons utilisé les pics cor-
respondants a N™ et OT (respectivement 6,60 et 7,02 us) ainsi que le temps de vol de I'ion
parent, obtenu avec précision lors d'une acquisition séparée, avec un bas taux de comptage
(quelques ions par paquet, comme présenté dans la section 4.2.4.2). Pour avoir un point inter-
médiaire, nous pouvons utiliser le pic a 31,51 us correspondant a un rapport m/q de 324. Dans
une précédente expérience, nous avons identifié que ce pic est un fragment de la kanamycine
par CID [145]. La calibration est obtenue en ajustant ces points par une fonction polynomiale
d’'ordre 2 (figure 4.3.3).
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Figure 4.3.2 : Spectres de temps de vol cible, projectile, neutre et collision pour un faisceau
projectile d’He™ a 7 keV et une cible de kanamycine protonée de 17 eV d'énergie cinétique (Vi = 4 kV
et 0 = -1°). La ligne pointillée indique un bruit électronique produit par la fin de I'application de la
tension du champ d’extraction du spectrométre.
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Figure 4.3.3 : Calibration en masse 3 partir des pics N* (14 u.m.a) et O* (16 u.m.a), du pic parent
(485 u.m.a) et d'un fragment de la kanamycine (324 u.m.a).

En plus des informations obtenues a partir des spectres de temps de vol, la position d'impact
des ions sur le détecteur nous apporte des données supplémentaires importantes pour identifier
les différentes structures observées. La figure 4.3.4 présente les images d'impacts des ions pour
chacun des quatre spectres obtenus (le pic parent est exclu pour la reconstruction de I'image).
L'utilisation de ces images brutes ne nous donne que peu d'informations. D'une part, nous
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pouvons observer qu'une majorité des ions arrivent sur le bord inférieur du détecteur (Y = -

40 mm), ce qui est cohérent avec le fait que le détecteur soit décentré selon cet axe par rapport

au centre de la zone d'interaction. D'autre part, la symétrie le long de I'axe y autour de X =

0 mm nous confirme que le spectrométre est « correctement » aligné selon cet axe.

Une maniere d'obtenir plus d'informations est de représenter la position d'impact d'un ion

en fonction de son temps de vol (ou rapport m/q), séparément pour chacun des axes x et y.

Nous utiliserons ces informations par la suite pour expliquer I'origine des structures présentes

dans chaque spectre.
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Figure 4.3.4 : Position d’impact des ions sur le DSPyor pour les spectres : (a) cible, (b) projectile,

(c) neutre et (d) collision. La trajectoire initiale des ions cibles (fléche verte) selon I'axe Y va de

gauche a droite et celle des ions projectiles (fleche rouge) selon I'axe X va du haut vers le bas.
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Spectres projectile et neutre

Pour rappel, pour cette expérience |I'angle du spectrometre est tel que nous ne détectons
pas la majorité des ions du gaz résiduel, mais seulement ceux qui fragmentent avec une vitesse
positive selon I'axe y (voir section 4.2.4). La contribution du gaz résiduel domine largement le
spectre de collision pour les temps de vol inférieurs a 16 us (m/q < 80). Le spectre projectile
(figure 4.3.5) montre de nombreuses structures dont les deux pics majoritaires, identifiés précé-
demment dans la section 4.2.4, sont attribués aux ions N* et OF. Les rapports m/q des autres
pics sont notés sur la figure 4.3.5. Ces pics ne sont pas attribués mais compte tenu de leur
masse ils ne correspondent pas, a priori, a des molécules du gaz résiduel. Ces ions pourraient
provenir de matiére pulvérisée depuis les surfaces frappées par le faisceau (iris, cage de faraday).
On note que le pic d'hélium ionisé n'apparait pas ici dans la gamme de masse étudiée pour ces

spectre.
3000 — I —— . — — — — . .
N
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N
2500 0 neutre
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N
(6]
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Figure 4.3.5 : Spectres projectile et neutre dans la gamme de temps de vol comprise entre 5 et
25 us (m/q < 210).

La figure 4.3.6 nous donne des informations supplémentaires intéressantes sur cette partie
du spectre. Par exemple dans I'axe x (axe du passage du faisceau projectile), les ions N* et O
occupent toute la largeur du détecteur, ce qui est cohérent avec l'ionisation du gaz résiduel le
long du passage du faisceau projectile dans la zone d'interaction. De plus, en considérant que le
faisceau traverse bien la Zl en Ypsp = 0, nous pouvons estimer grossiérement |'énergie cinétique
moyenne des ions du gaz résiduel selon leur position moyenne d'impact sur le détecteur selon
y (axe du faisceau cible). Par exemple pour O (02— OF + O), la position moyenne des
ions selon y est de -20 mm par rapport au centre du détecteur, soit Ypsp = 60 mm. A partir de
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Figure 4.3.6 : Représentation de la position d’impact des ions, suivant les axes Y et X, en fonction
de leur temps de vol, dans la configuration projectile.

I'équation 4.2.15 (section 4.2.4) et en considérant le décalage di a I'angle 6 de -1° (-24 mm),
I'énergie cinétique moyenne de I'ion est d'environ 12 eV.

Le spectre neutre présente un fond peu intense sans structure résolue, dont la partie la
plus intense est comprise entre 8 et 15 us. L'origine de ce bruit de fond a pu étre définie
en observant que cette contribution disparait lorsque la source ECR du faisceau projectile est
éteinte ou lorsqu'un obstacle physique est interposé sur la ligne du faisceau projectile, entre la
source ECR et la zone d'interaction (cage de faraday escamotable, vanne d’isolement entre la
ligne projectile et la zone d'interaction). Ce spectre est donc généré par des particules neutres
provenant de la source ECR. En effet, au sein de la source ECR peuvent étre produits un
grand nombre de particules neutres dont des photons X. L'extraction de cette source étant
dans |'axe de la zone d'interaction, les particules neutres comme les photons peuvent traverser
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la ligne de faisceau projectile jusqu'a la zone d'interaction ; elles ne sont en effet pas affectées
par la haute tension du déviateur électrostatique permettant de bloquer les ions chargés du
faisceau projectile. Ces photons sont alors susceptibles de ioniser les particules du gaz résiduel
a tout moment. En |'absence du champ d’extraction ces ions peuvent diffuser librement dans
les zones d'extractions et d'accélérations du spectrométre. Ainsi lorsque le champ d’extraction
est appliqué, ces ions sont extraits et accélérés depuis un volume trés large dans la zone
d'interaction. Par conséquent la résolution en temps de vol pour ces ions est extrémement
basse et est |'origine de I'absence de structures résolues sur ce spectre.

On notera qu'au dela de 25 pus (m/q = 210), le spectre de gaz résiduel ne contient plus
que la contribution des ions du bruit de fond.

Spectre cible : origine des pollutions

Le spectre cible devrait contenir uniquement le pic parent, cependant comme le montre
la figure 4.3.2, ce spectre contient aussi de nombreuses pollutions qui représentent la majeure
contribution du spectre de collision au dela 16 us (m/q > 80). Trois parties peuvent étre
distinguées : la région de temps de vol inférieur a 16 us provient essentiellement de la contri-
bution du bruit de fond (spectre neutre), la région de temps de vol compris entre 16 et 26
ps (m/q compris entre 80 et 220) est composée de cing structures intenses, et enfin celle au
dela de 25 us est composée de quelques pics peu intenses et du pic parent. Nous allons décrire
séparément ces deux dernieres régions.

Les cing structures intenses dans la région de temps de vol compris entre 16 et 26 us sont
une importante source de pollution du spectre dans une région ou nous pouvons nous attendre
a observer des fragments de la molécule cible. La figure 4.3.7 nous montre que ces ions sont
centrés sur le détecteur dans I'axe x, mais impactent le bord inférieur du détecteur selon y. Un
test avec une molécule parent différente a montré que ces cing mémes structures sont aussi
présentes mais a des rapports m/q décalés, par exemple inférieurs lorsque la molécule parent a
une masse plus faible que la kanamycine. Ceci nous montre que ces structures ne sont pas des
fragments de la molécule parent.

Des tests supplémentaires nous ont permis de déterminer |'origine de ces structures. No-
tamment, pour Vi = 4 kV, nous avons observé que leur intensité est fortement réduite en
appliquant une tension Ug égale ou supérieure a 2800 V sur une grille placée devant le détec-
teur (figure 4.3.8). Ces ions ont donc une énergie inférieure a celle des ions parents (Vz =
0,92xV; ~ 3,7 kV), ce qui suggere qu'ils ne sont pas créés au centre de la zone d'interaction.
En supposant que ces ions sont créés au repos et a un certain potentiel électrique définissant
leur énergie cinétique, nous pouvons déduire qu'ils sont créés sur la grille séparant les champs
électriques El et EQ de la zone d’extraction/accélération du TOFMS, ol un potentiel V, égal
a environ 0,68x V1, soit environ 2720 V, est appliqué. En effet, au moment de I'application du
champ d’extraction, le paquet d'ions cibles, contenant jusqu'a quelques 10° ions, est accéléré
et possede une énergie cinétique de environ 1 keV au niveau de cette grille. A leur passage,
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Figure 4.3.7 : Représentation de la position d’impact des ions, suivant les axes Y et X, en fonction
de leur temps de vol, dans la configuration cible.

ceux-ci sont susceptibles de pulvériser de la matiére de la surface de cette grille. Des ions ainsi
produits sont accélérés par le potentiel V,. En prenant en compte le temps de vol des ions
parents jusqu'a cette grille, nous pouvons estimer les masses correspondantes de ces différentes
structures, noté sur la figure 4.3.8. On peut noter que ces masses sont trés proches des pics
non attribués du spectre de gaz résiduel (figure 4.3.5), ce qui apparait cohérent avec notre
attribution a des molécules pulvérisées depuis des surfaces dans la zone d'interaction. On peut
noter que la seconde grille séparant les zones d'accélération et de vol libre étant connectée a
la masse, les ions créés sur cette grille se sont pas accélérés vers le détecteur et ne contribuent
pas au bruit de fond.

La seconde région du spectre présente quelques pics de faibles intensités. Contrairement
aux structures provenant des grilles, ces ions ne sont pas affectés par la tension Ug (figure

123



4 Développement du dispositif expérimental PIBALE

100

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII“_|_
_ — Ug=0V |
. structures "grille" S = 7
8o | & | Ug=2800V || ]
11 | 1
_ m/q = 28* |
""s - 4
el 60 .
N} T T
= - 1
a =16* :
2 40 4 ~38* .
£ . |
] ~50* ]
=65* . .

20 H l pollutions de la cible | .
] I ! 1
0 1 A ‘N“"“d |

A e  Tas Fa e A e R e S SV

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Temps de vol (ps)

Figure 4.3.8 : Spectres de temps de vol acquis sur le DSP;,¢ pour un paquet d’ions de kanamycine
protonée de 15 eV d’énergie cinétique avec une tension d’extraction Vi = 4 kV et un angle du
spectrométre 0 ~ -1°. La tension Ug = 2800 V (spectre rouge) permet de supprimer les structures
provenant de la grille du spectrométre séparant les champs E, et Es.

4.3.8), ce qui nous indique qu'ils sont a priori présents dans la zone d'interaction au moment
de I'extraction. La distribution de la position en X de ces ions sur le détecteur (figure 4.3.9)
est moins large que les ions du gaz résiduel ou des grilles, et celle en Y, plus centrée sur le
détecteur que ces structures, nous indique que ces ions possédent une certaine vitesse initiale
selon y. Des expériences supplémentaires ont montrés que l'intensité de ces pics varie avec
les paramétres d'extraction du piége (pression, valeur de champ d'extraction, tensions sur la
premiére électrode de I'optique de guidage en sortie du piege). Tout ceci nous confirme que
ces pics sont des fragments de la molécule parent formés par CID sur la gaz tampon pendant
I'extraction du piege. Ceux-ci peuvent étre présents dans la zone d'interaction au moment de
I'application du champ d’extraction du spectrometre et donc étre détectés.

Ces fragments de CID représentent une source de pollution importante car les mémes
fragments issus de l'interaction avec le faisceau projectile sont susceptibles d'étre créés. Par
exemple pour la kanamycine, le fragment observé a 31,5 us (m/q = 324) correspond a la
perte d'une sucre (161 Da) de la molécule [145]. Pour qu'un fragment de l'interaction ait une
part significative de |'intensité d'un tel pic, il est nécessaire que le taux de comptage du pic de
pollution ne soit pas grand devant le taux de comptage attendu pour les expériences de collision
(section 4.3.2). A partir de I'expérience présentée en figure 4.3.8, nous pouvons estimer que le
taux de comptage dans le pic a 31,5 us du spectre cible est de environ 0,08 coups détecté par
cycle soit, en prenant compte |'efficacité de détection et la transmission des grilles, environ 0,5
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Figure 4.3.9 : Représentation de la position d’impact des ions, suivant les axes Y et X, en fonction
de leur temps de vol, dans la configuration cible. Zoom dans la région 26 - 38 us.

ion par paquet dans la ZI. En comparant cette valeur a ~ 10° ions cibles dans un paquet, cela
donne un rapport pollution-sur-cible inférieur a 10°. Toutefois, malgré la grande pureté de la
cible, cette valeur de comptage est du méme ordre de grandeur que le taux de comptage pour
les fragments produits par collision avec le faisceau projectile (calculé précédemment).

Identification des fragments de la collision

En résumé, grace a la méthode d'acquisition en quatre temps mise en place et a I'analyse de
la position d'impact des ions sur le détecteur, nous avons identifié quatre sources importantes
de pollution du spectre de collision. Le spectre projectile comporte des pics produits par
une fragmentation énergétique des molécules du gaz résiduel, émis dans le transverse vers le
détecteur avec une vitesse v, positive, ainsi que des structures que nous attribuons a des ions
pulvérisés depuis des surfaces proches de la zone d'interaction. La contribution des molécules
du gaz résiduel doit pouvoir étre réduite en améliorant le vide dans I'enceinte de la zone
d'interaction. Le spectre neutre est dii a I'ionisation des molécules du gaz résiduel par des
particules neutres émises depuis la source ECR. Le spectre cible présente des structures intenses
générées par la pulvérisation de matiére sur une grille. Cette source de pollution peut étre
largement réduite en appliquant une tension adaptée devant le détecteur. Enfin, ce spectre
présente des pics peu intenses attribués a des fragments de la molécule parent, produit par
CID lors de I'extraction du piege. Cependant, comme de « vrais » fragments de la collision
sont susceptibles d'étre détectés aux mémes rapports m/q et que le taux de comptage des
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pollutions dans ces pics est du méme ordre de grandeur que le taux de comptage attendu
pour les expériences de collision, il est nécessaire de travailler a I'optimisation des parameétres
d'extraction du piege pour réduire cette source de pollution.

Pour conclure sur la présence de fragments issus de la collision entre le faisceau projectile
d'He™ et la cible de kanamycine protonée, nous devons soustraire les différents spectres de
bruit au spectre de collision. La figure 4.3.10 nous permet de comparer les spectres soustraits
de [collision - gaz résiduel] et de [cible - bruit de fond]. Sur la grande majorité de la gamme
de m/q, aucun surplus n'est présent dans le spectre de collision, dii a I'absence de fragment
ou a une statistique insuffisante. Toutefois, une structure a m/q = 17 se détache dans le
spectre de collision, qui pourrait étre le produit de l'interaction entre les deux faisceaux. Ce
pic pourrait correspondre a NH3™ ou OH™, qui sont des petits fragments pouvant étre formés
dans la kanamycine. De plus, le taux de comptage dans ce pic est de environ 0,04 coups par
cycle, ce qui est de I'ordre de grandeur du taux calculé attendu. Cependant pour confirmer, ou
infirmer, que ce pic correspond réellement a un fragment issu de la collision, des expériences
dans de meilleures conditions (refroidissement de la zone d'interaction, pompe a sublimation
de titane, tension Ug appliquée) avec des acquisitions plus longues doivent &tre réalisées.
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Figure 4.3.10 : Comparaison des spectres soustraits [collision - gaz résiduel] et [cible - bruit de
fond].
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4.4 Conclusion

Le dispositif PIBALE a pour objectif d'étudier I'interaction d'un ion atomique avec une
molécule d'intérét biologique isolée ou environnée, sélectionnée en masse. La spectrométrie de
masse a temps de vol et la détection des fragments cationiques en coincidences sont deux
techniques qui nous permettront d'explorer les processus de fragmentation qui suivent cette
interaction. Cependant, la faible densité de cible et le faible taux de comptage attendus pour
ces expériences posent un challenge expérimental.

Au cours de ces trois années de these, le développement et la caractérisation de PIBALE
se sont principalement portés sur |'augmentation de la production d'ions cibles, |'optimisation
du piégeage et des caractéristiques des paquets d'ions dans la zone d’interaction, les propriétés
du spectrométre de masse a temps de vol et la synchronisation des faisceaux.

En particulier, I'amélioration et la caractérisation du funnel a permis d’'augmenter d'un
facteur trois l'intensité du faisceau de molécules cibles en amont du piege et d'identifier les
points clefs pour la réalisation d'un nouveau funnel avec de meilleures performances.

L'étude des propriétés des nuages d'ions constitue une importante partie de ce travail de
these. Nous avons ainsi mis en avant |'effet de la charge d’'espace sur les caractéristiques du
nuage et quantifié le nombre maximum d'ions pouvant étre accumulés ainsi que le volume du
nuage dans le piege. De plus, tous les parametres d'injection et d'extraction du pieges ont été
optimisés pour réduire la fragmentation des molécules dans le gaz résiduel et ainsi limiter les
pollutions de la cible transférées vers la zone d'interaction.

Par ses propriétés, le spectrometre de temps de vol nous permet de positionner le gaz
résiduel hors de la zone de détection. Nous avons souligné que I'utilisation de ce spectrometre
et la détection des fragments de collisions entrainent certaines contraintes quant a I'énergie
cinétique des ions cibles, a la valeur du champ d'extraction et a I'angle du spectrometre.

Enfin, I'identification des différentes sources de bruits sur les spectres de collisions, les
différentes solutions mises en place pour les limiter ainsi que la méthode d’acquisition en quatre
temps font partie des éléments clefs nécessaires a la réussite de ces expériences malgré le faible
taux d'événements attendu. Cependant, des expériences dans de meilleures conditions (vide
résiduel plus bas, limitation de la détection des pollutions des grilles, acquisition plus longue)
doivent encore étre réalisées afin de confirmer la détection des produits d'une collision.
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5 Etude de la stabilité de peptides de collagéne aprés photo-absorption

Ce chapitre est dédié aux expériences de photo-absorption réalisées sur des peptides de col-
lagene en phase gazeuse. Ce travail représente le fruit des différentes collaborations construites
au cours de ces trois années de these. Dans une premiére partie, le contexte scientifique de cette
étude et certains faits marquants sur la photo-absorption de peptides et de protéines en phase
gazeuse seront développés. Ensuite, aprés une description des dispositifs expérimentaux utilisés
pour cette étude, les résultats sur la photo-absorption d'une séquence peptidique du collagéne
seront présentés. Enfin, nous discuterons des récents résultats obtenus sur l'irradiation d'un
modele de la triple hélice de collagene.

5.1 Présentation

Ce travail thématique autour du collagéne s'articule autour de la recherche en radio et
hadron-thérapie. Le collagene est la protéine structurale la plus abondante dans le corps humain.
De ce fait, elle joue un role important dans les effets indirects et les complications a long termes
liés a ce type de traitement dont |'arthrose articulaire (dégradation du cartilage) radio-induite
tardive est I'une des séquelles connues de la radiothérapie conventionnelle. Cette étude a été
motivée par une collaboration interdisciplinaire au sein du laboratoire CIMAP entre les équipes
de recherche AMA (physique moléculaire), MADIR (radiochimie de la matiére organique) et
LARIA (radiobiologie de tissus d'intérét médical). L'objectif est de mettre en évidence des
molécules libérés par la matrice extra-cellulaire ou sécrétés par les cellules apres irradiation
par des rayonnements ionisants et pouvant induire un stress cellulaire. Notamment, I'un des
objectifs de ce projet est d'irradier des protéines de collagéne avec des faisceaux d'ions sur le
dispositif PIBALE.

Dans le cadre de ce projet, nous nous intéressons a des peptides de collagéne irradiés
avec des photons sur une large gamme d'énergie afin d’en étudier certains processus physico-
chimiques fondamentaux et de pouvoir, par la suite, comparer ces résultats avec ceux obtenus
apres irradiation par des ions. Nous avons ainsi amorcé de nouvelles collaborations avec les
groupes de Philippe Dugourd (Institut Lumiére Matiére, Lyon, France) et Thomas Schlathél-
ter (Zernike Institute for Advanced Materials, Groningen, Pays-Bas) pour étudier la photo-
absorption de peptides de collagene par photons UV, VUV et X.

5.1.1 Contexte scientifique

Effets indirects : modifications radio-induites de la matrice extra-cellulaire

Le chondrosarcome est un cancer du cartilage qui représente 20 % des cas de tumeurs
de I'os chez I'adulte. Sa faible teneur en oxygene (hypoxie) le rend naturellement radio- et
chimio-résistant. Cette tumeur est un bon candidat pour les traitements par hadron-thérapie
qui allient efficacité balistique et thérapeutique, et qui présentent une alternative a la chirurgie
extensive, toujours invalidante.
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5.1 Présentation

Parmi les différents types de cartilage, le cartilage articulaire est le plus répandu dans le
corps humain. On le trouve aux extrémités des os et sa fonction principale est de permettre
leurs mouvements sans friction ni choc. La capacité d'absorption des chocs par le cartilage
articulaire est directement liée a la structure et a la composition de la matrice extracellulaire
qui le compose. Cette matrice est majoritairement constituée d'un réseau dense et hautement
organisé de protéines structurantes spécifiques. Le collagéne représente plus de 95 % de ce
réseau tandis que le chondrocyte, qui est I'unique type cellulaire présent dans le cartilage,
représente 2 % du volume total. Cette structure permet d'assurer |'élasticité et la robustesse
du cartilage lors des tensions associées au mouvement des os.

Les chondrocytes et la matrice qui les entoure ont des activités biologiques réciproques
fortes qui contrdlent le renouvellement du cartilage. Ainsi, les chondrocytes régulent la matrice
extracellulaire en produisant I'ensemble de ses composants tandis que leur activité métabo-
lique, leur différentiation et leur prolifération sont controlées physiologiquement par certains
constituants de la matrice [152,153]. De plus, lors de la détérioration de la matrice extracel-
lulaire induite par |'arthrose, les constituants dégradés sont absorbés par les chondrocytes afin
de procéder a une digestion enzymatique. Certains composés pourraient alors agir comme des
messagers de stress modifiant le métabolisme cellulaire [154].

La matrice extracellulaire du cartilage ne peut donc étre considérée comme un matériau
biologique inerte car des transformations de sa structure ou de sa composition peuvent avoir un
impact au niveau cellulaire. L'étude des modifications radio-induites (fragmentation, modifica-
tions structurale et fonctionnelle) de la matrice extracellulaire est donc un champ d'investigation
extrémement intéressant au regard des effets indirects que ces modifications peuvent induire
sur la survie cellulaire. La protéine de collagene, composant essentiel de la matrice du cartilage
mais aussi des os, a donc un role central dans cette étude.

Le collagéne, une protéine structurale modeéle

Le cartilage est composé, entre autre, de longues fibres de collagéne résistantes et inex-
tensibles, assurant la résistance mécanique a |'étirement des tissus. Chacune de ces fibres est
composée de nombreuses protéines de collagéne prenant la forme d'un filament de 300 nm de
long et de 1,5 nm de diamétre. Cette protéine ne présente donc pas la forme repliée classique
de certaines protéines fonctionnelles. Ces filaments sont agrégés parallelement entre eux dans
le cartilage, et lui donnent ses propriétés mécaniques.

La protéine de collagéne (~ 300 kDa) est formée de trois sous-unités liées de maniere
non covalente par des liaisons hydrogénes (figure 5.1.1.a). L'assemblage de ces trois chaines
polypeptidiques forme une structure particuliére en triple hélice (figure 5.1.1.b). La modification
de sa structure chimique, soit par |'apparition de défauts dans les chaines le constituant (rupture
des liaisons covalentes), soit par rupture des liaisons hydrogeéne qui en assurent la cohésion peut
entrainer |'altération de ses propriétés biomécaniques.

Les chaines polypeptidiques sont constituées de la répétition du motif d'acides aminés X-Y-
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5 Etude de la stabilité de peptides de collagéne aprés photo-absorption

G, ou G est la glycine et X et Y peuvent étre d'autres acides aminés. Ce motif se distingue par
une grande richesse en proline (~ 20 %) et par la présence fréquente de deux acides aminés peu
courants, la 4-hydroxyproline (Hyp) (figure 5.1.1.c) et la 5-hydroxylysine (Hyl). On peut ajouter
que seules les prolines en position -Y- peuvent étre hydroxylées. Ces chaines sont elles-mémes
enroulées en une structure secondaire d'hélice gauche (différente de I'hélice alpha) résultant de
la répulsion des cycles pyrrolidines des résidus de proline.

D’apres plusieurs études, I'hydroxyproline joue un role important dans la stabilité de la triple
hélice en phase condensée [155]. En particulier, il a été montré que la température de perte
de structure du modele de la triple hélice du collagéne ((PPG)10)s augmente d’environ 35°C
lorsque les prolines en positions -Y- sont remplacées par des hydroxyprolines [156]. Par ailleurs,
Jariashvili et co. [157] ont observé une diminution des dommages induits par irradiation UV
par substitution des prolines par des hydroxyprolines.

N, N,
Gly PI‘Q
b C=0 -
POc0 —-oNy Y OH
pro Pro ,’/él‘l
~ H-Ngly GIyN-H’ Prg R3 @)
- P> RN 4
3 C0r=-~_Pro _ r9/’ ~
A . = - ll_l\/‘é L NH
Pr Pro .- Sl TNH 4 _
~ H-Ngly GIyN H* Pro —/ O C-terminal
- N-terminal
&~ Pro G
S 0=C
Pro
C3
(a) (b) (c)

Figure 5.1.1 : (a) : Liaisons hydrogéne (lignes pointillées) entre les trois chaines polypeptidiques,
composées du motif Pro-Pro-Gly, d’'une triple hélice de collagéne. Les liaisons sont formées entre les
groupements NH du N-terminal des glycines et les groupements C=0 du C-terminal des prolines en
position -X- d'une chaine voisine [158]. (b) : Structure tridimensionnelle d’'un modéle de triple hélice
((PPG)10)3 [158]. (c) : Ajout d'un groupement hydroxyle -OH sur le cycle pyrrolidine de la proline
pour former le résidu 4-hydroxyproline (Hyp).

Objectifs

Comme nous |'avons vu dans le chapitre 2, I'étude des processus physiques et physico-
chimiques résultant de l'interaction entre différents types de rayonnement et des molécules
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5.1 Présentation

d'intérét biologique a été le fruit de nombreux travaux depuis plusieurs dizaines d'années.
Ces travaux se sont principalement concentrés sur des systémes moléculaires présents dans
les cellules, tels que les acides nucléiques, les protéines et leurs composants élémentaires. Les
études d'irradiation en phase gazeuse par des photons, des électrons et des ions ont permis
d’analyser les processus résultants (ionisation, transfert de charge, fragmentation...) jusqu'a
quelques centaines de millisecondes aprés |'irradiation.

Malgré l'intérét évident d'étudier les molécules de I'environnement cellulaire tel que la
matrice extra-cellulaire du cartilage, a notre connaissance aucune expérience n'a été réalisée
en phase gazeuse sur des peptides de collagéne. C'est pourquoi nous nous intéressons a la
dégradation du collagene en phase gazeuse a I'échelle moléculaire par des méthodes d’activation
impliquant I'excitation et |'ionisation du systéme. Nous cherchons, notamment, a identifier si
la séquence spécifique (XYG) peut induire des sites préférentiels de rupture du peptide.

Nous souhaitons aussi étudier |'effet de |'hydroxylation des prolines sur la stabilité et la
variété des voies de dissociation d'une chaine polypeptidique isolée. Nous nous intéressons, de
plus, a un modele de la triple hélice du collagene reproduisant sa structure tridimensionnelle,
qui joue un role clef dans les propriétés biomécaniques du collagéne.

Afin d'explorer ces différents effets de structure et de composition des peptides, nous avons
choisi d'étudier la séquence peptidique isolée [423-448] de la chaine -1 du collagéne de type
| en fonction de son état de charge et de sa composition en hydroxyproline (section 5.2). De
plus, pour étudier la structure particuliere en triple hélice du collagéne, nous allons comparer
le peptide isolé (PPG)1o et le modele de triple hélice ((PPG)10)s (section 5.3). Un tel trimere
comporte pres de 30 liaisons hydrogéne inter-moléculaires permettant la cohésion de la structure
hélicoidale.

Pendant cette these, j'ai choisi de me focaliser sur I'étude de différents processus de re-
laxation aprés excitation électronique et ionisation de ces systemes induits par I'absorption d'un
photon sur une grande gamme d'énergie :

— excitation électronique des liaisons peptidiques par photons UV (220 nm, 5,6 €V),

— excitation électronique et/ou ionisation en couche de valence par des photons VUV de

12 a2 150 eV,

— excitation électronique et/ou ionisation en couche atomique interne par des photons X

de 288 a 545 €V.

5.1.2 Faits marquants

L'absorption d'un photon par une molécule est une méthode d'activation permettant de
déposer une certaine quantité d'énergie dans la molécule. En fonction de I'énergie du photon,
la molécule peut atteindre des états vibrationnels ou électroniques pouvant entrainer sa frag-
mentation. Dans cette section, nous allons discuter des faits scientifiques marquants dans le
domaine de la photo-absorption de peptides et de protéines protonés en phase gazeuse, et qui
seront utiles dans la discussion des résultats.
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5 Etude de la stabilité de peptides de collagéne aprés photo-absorption

5.1.2.1 Photo-excitation vibrationnelle par photon Infra-Rouge

Les photons du domaine infra rouge (IR) ont une énergie de I'odre de 0,1 eV, ce qui
correspond a I'écart entre les niveaux vibrationnels d'une molécule ; celle-ci devient donc excitée
vibrationnellement aprés absorption d'un tel photon [17]. Cette faible énergie rend |I"absorption
d'un grand nombre de photons nécessaire pour entrainer la fragmentation de peptides (IRMPD,
infrared multiphoton dissociation) (processus 5.1.1). L'action globale de ces photo-absorptions
consiste en une élévation progressive de |'énergie interne ro-vibrationnelle. La fragmentation qui
en résulte est statistique, comme ce qui est observé en CID de basse énergie (quelques eV) [159],
c'est a dire qu’elle intervient apres le transfert de I'énergie du photon dans les modes de vibration
et de rotation de la molécule. La fragmentation de peptide par IRMPD mene principalement a
la rupture des liaisons peptidiques et la formation d’ions de types b et y [32,160]. Dans le cas
des peptides protonés, cette fragmentation se fait via des réactions impliquant les protons selon
le modele du « proton mobile » [161]. En présence d’'acides aminés basiques (comme ['arginine
et la lysine), les protons sont séquestrés par la forte affinité protonique de leur chaine latérale
et la fragmentation se fait alors par des processus différents impliquant les chaines latérales des
acides aspartique et glutamique. En I'absence d'acides aminés basiques, I'activation du peptide
permet au proton de se mouvoir vers différents sites de protonation, tels que les azotes des
liaisons peptidiques, et entrainer la fragmentation du peptide a différents endroits [161].

ABn+ MAer‘i‘Ber (n:m+p) (511)

Pour initier la fragmentation d'un peptide avec I'absorption d'un unique photon, il est né-
cessaire de porter un électron dans des états excités, ce qui requiert une énergie plus importante.

5.1.2.2 Photo-excitation électronique par photon UV

L'absorption de photons du domaine visible jusqu'a I'ultra-violet lointain (VUV, Vacuum
ultra-violet) permet d'atteindre les états électroniques excités des molécules. A ces longueurs
d'onde, correspondant a des photons d'une énergie de quelques eV (I'ordre de grandeur d'une
liaison covalente), la fragmentation de la molécule peut étre initiée par I'excitation d'un électron
induite par I'absorption d'un seul photon. Si I'électron est porté vers un état électronique
dissociatif, la fragmentation du systéme peut se produire rapidement, en quelques dizaines
de femtosecondes. D'autre part, une conversion interne de |'énergie électronique en énergie
vibrationnelle peut entrainer la fragmentation du systéme dans son état fondamental. Cette
fragmentation peut intervenir avant ou apres la redistribution de |'énergie du photon dans les
modes de vibrations de la molécule (IVR, intramolecular vibrational redistribution). La photo-
dissociation de peptides peut étre séparé en deux domaines de longueurs d'ondes : lorsqu’elle
est comprise entre 280 et 240 nm, la molécule est excitée localement au niveau des acides
aminés aromatiques (tyrosine, phénylalanine et tryptophane) [23, 24], si elle est inférieure a
240nm, des transitions au niveau des liaisons peptidiques [162] sont principalement impliquées.
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Photo-absorption par les chaines latérales aromatiques ( 240 nm < A < 280 nm)

L'absorption d'un photon dans la gamme des longueurs d'ondes comprises entre 240 et
280 nm permet d'exciter un chromophore dans la chaine d'acides d'aminés. Les trois acides
aminés possédant des chaines latérales aromatiques sont la phénylalanine (F), la tyrosine (Y) et
le tryptophane (W) dont les bandes d'absorption larges sont centrées autour de A\,ps = 257 nm,
275 nm et 280 nm, respectivement. Les électrons des liaisons 7 des cycles aromatiques sont
ainsi excités via les transitions électroniques w7*. La fragmentation du peptide depuis un état
dissociatif peut se produire de maniére non-statistique via des ruptures de liaisons covalentes
a proximité des chromophores [28,29] et la perte d'un atome d'hydrogéne dans le cas du
tryptophane [30]. La fragmentation aprés conversion interne de |'énergie électronique dans les
modes de vibration du peptide entraine une fragmentation statistique des liaisons peptidiques
comme en CID.

Plusieurs études réalisées par W. Gabryelski et L. Li [163] et les groupes de M.S. Kim [28,29]
et P. Dugourd [30,164] dans les années 2000 ont été menées sur des peptides protonés contenant
des chromophores, excités grace a des lasers Nd :YAG a une longueur d’onde de 266 nm. Dans
le cas de la photo-dissociation de la leucine-enképhaline (YGGFL), décrite comme un modeéle
pour I'étude des peptides, des fragments de types a, b et y ainsi que des ions immonium de la
tyrosine et de la phénylalanine sont observés [30,163]. De plus, la perte de la chaine latérale
de la tyrosine est majoritaire et n'est pas présente en CID. Cette perte peut s’expliquer par une
dissociation non statistique dans I'état excité S; [30]. De la méme facon, la photo-dissociation
de différents peptides contenant de la tyrosine présente la perte de la chaine latérale de ce
chromophore [164]. De maniére générale les ruptures du squelette des peptides comprenant un
acide aminé aromatique se font préférentiellement du c6té du C-terminal de ce chromophore,
formant les ions de types a (majoritaires), y et z répartis sur I'ensemble des peptides [28, 29].

L'absorption a ces longueurs d'onde provoque donc majoritairement une fragmentation
trés spécifique et localisée autour des acides aminés aromatiques. Pour exciter avec un seul
photon un peptide ne contenant pas ces chromophores et/ou exciter les électrons des liaisons
peptidiques, il est nécessaire d'utiliser des photons de plus haute énergie.

Photo-absorption par les liaisons peptidiques (A < 240 nm)

Une technique alternative a la photo-excitation des chromophores, et applicable pour n'im-
porte quel type de peptide sans chaine latérale aromatique spécifique, est d'utiliser des photons
de longueur d'onde inférieure a 240 nm qui implique I'absorption par des électrons des grou-
pement NH et C=0 des liaisons peptidiques. En particulier cette gamme de longueur d'onde
permet d'exciter les peptides via les transitions électroniques n7* (215 - 230 nm) et 77* (185
- 200 nm) ainsi qu’une transition de transfert de charge (150 - 175 nm) [25, 165]. Seulement
quelques domaines de longueur d'onde sont accessibles par les lasers pour étudier I'excitation
de peptides et de protéines. Le groupe de P. Dugourd [30,166-168] utilise un laser OPO accor-
dable en longueur d'onde leur donnant accés a un domaine de longueur d’'onde s'étendant de
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2 pum a 210 nm, tandis que d’'autres groupes, dont ceux de J.P. Reilly et de M.S. Kim utilisent,
respectivement, des lasers émettant a 193 nm (6,4 eV) et 157 nm (7,9 eV) [31].

A 220 nm, la leucine-enképhaline fragmente principalement apres IVR (comme en CID) [30],
mais aussi par des pertes de chaines latérales des acides aminés aromatiques (Y et F) et d'un
atome d’hydrogene, formant le radical cation M**. |l est intéressant de noter que I'activation
consécutive de ce radical cation par CID entraine majoritairement la perte de la chaine latérale
de la leucine, ce qui n'est pas observée par CID du peptide intact et suggere donc un effet
du radical. D'une maniére similaire, la fragmentation de la gramicidine A (contient quatre
résidus de tryptophane) [30] et du pentapeptide AGWLK [167] est dominée par des pertes
d'atomes d’hydrogenes et de la chaine latérale du tryptophane. Cette fragmentation provient
d'un transfert d'électron dii a un couplage entre des états excités nn* et wo* créé par la
proximité du tryptophane et du groupement protoné -NH;™ [167]. Ils observent de plus, dans le
cas du peptide AGWLK, une diminution de I'efficacité de la fragmentation avec |'augmentation
de I'état de charge du peptide, ce qu'ils attribuent a I'éloignement de ces deux groupes avec
I'élongation du peptide induit par la répulsion coulombienne des charges.

Plus récemment, M. Girod et co. [168] ont étudié la photo-absorption a 213 nm pour
des peptides contenant des prolines. Les spectres de masse obtenus présentent des fragments
similaires a ceux observés en CID mais des fragments additionnels apparaissent : y,-2, a,+2
et b,+2 Da ou n correspond a I'emplacement des prolines dans les peptides. Ces fragments
n'apparaissent ni par photo-absorption a 266 nm ni pour des peptides ne contenant pas de
proline mais ont également été observés a 157 nm [169]. Ces fragments sont attribués a une
excitation des électrons des liaisons C-C et C-N proches des prolines, suivie par des dissociations
homolytiques de ces liaisons et un transfert de 2H.

La photo-absorption a 193 nm (6,4 €V) a été étudiée pour la premiére fois en 1984 par W.D.
Bowers et co. [170] sur le dipeptide Leu-Ala qui se dissocie par perte de CO, et par formation
de I'ion a;. De nombreux travaux sur la substance-P [31, 171, 172] ou sur d'autres peptides
de plus grandes tailles [173-177] montrent que la photo-absorption a cette longueur d'onde
entraine une fragmentation importante couvrant I'ensemble de la séquence peptidique. Des ions
de tous types sont formés, dont les conventionnels a, b, c, X, y et z, ainsi que ions d, v et w
provenant de pertes de chaines latérales depuis, respectivement, les ions a, y et z. Le groupe de
M.S. Kim [174,175], en étudiant une variété de peptides protonés composés d'une arginine a
I'extrémité soit N-terminale soit C-Terminale, conclut grace au type de fragment observés, que
le proton est séquestré par I'arginine et n'est pas impliqué dans ces processus de fragmentation.
On peut noter que les études présentant des résultats sur des peptides comportant des prolines
montrent des fragments dont les pics les plus intenses correspondent a des dissociation du
c6té du N-terminal des prolines [176, 177], ainsi que certains fragments internes produits par
des ruptures de liaisons peptidiques proches des prolines [173]. Par conséquent, une certaine
spécificité de la fragmentation des peptides a proximité des résidus de proline semble se détacher.

La majorité des expériences a 157 nm (7,9 €V) ont été réalisée par le groupe de J.P.
Reilly [31, 33, 34,169, 178-180]. La dissociation des peptides étudiés présente de nombreux
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fragments de tous types (a, b, ¢, x, y, z, v, w) couvrant la majoritée de la séquence peptidique,
comme a 193 mn [174,175], mais aussi des pertes de chaines latérales depuis le peptide parent.
Il a notamment été proposé [174,175,178] que la formation des ions x+1 soit une premiére
étape menant a celle des fragments x, v et w. Des calculs ab initio/DFT ont montré que cette
premiere étape se fait via un processus de haute énergie impliquant une dissociation homolytique
de la liaison C,-CO [34].

Des expériences de dissociation résolue en temps sur des peptides protonés au C-terminal
[33], montrent que 300 ns aprés |'absorption du photon, seuls les ions de type x et les pertes
de chaines latérales depuis le peptide parent sont présents sur les spectres de masse. Les ions
de type y, de méme que des ions de type a, b et ¢ (nécessitant un transfert de proton du C-
vers le N-terminal), apparaissent plusieurs us aprés I'absorption du photon, et dépassent en
intensité les ions x au bout de 10-15 us. Ainsi, il semble que les ions de type x, de méme que
les pertes de chaines latérales, sont effectivement propres a I'absorption d'un photon de haute
énergie et mettent en jeu des processus radicalaires, tandis que les ions de types y, formés dans
un second temps, sont propres aux processus d'excitation vibrationnelle comme observé en CID
ou IRMPD, et donc formés par transfert de proton.

L'utilisation de lasers pour induire la dissociation de peptides et de protéines est donc
possible grace a l'importante énergie d’excitation électronique transférée a ces systemes. En
comparaison de |'excitation des acides aminés aromatiques qui produit une fragmentation lo-
calisée prés de ces chromophores, |'excitation des électrons des liaisons peptidiques avec des
photons de plus haute énergie produit une bien plus importante variété de fragments. A |'excep-
tion de la proline, la fragmentation est en général peu spécifique de I'arrangement des acides
aminés et produit des fragments de toute sorte par rupture des liaisons peptidiques tout au long
de la séquence. Cependant, les longueurs d'ondes accessibles par les lasers limitent cette tech-
nique et, sans laser accordable, ne permettent pas de faire de la spectroscopie en dessous de 210
nm. Des sources de lumiére différentes telles que les synchrotrons permettent d’accéder a une
gamme d'énergie de photon beaucoup plus grande, jusqu'au keV. L'énergie d'ionisation d'une
biomolécule étant de I'ordre de 10 eV, il devient alors possible de transférer, par I'absorption
d'un unique photon, une énergie capable de libérer un électron de ces systémes.

5.1.2.3 Photo-ionisation et photo-excitation par photon VUV et X

La photo-absorption a plus haute énergie requiert des sources de photons différentes des
lasers disponibles en laboratoire. C'est pourquoi les récents travaux du groupe de T. Schla-
tholter [181] et ceux de A. Giuliani et A. Milosavljevi¢ [139] ont été réalisés sur les lignes des
synchrotrons BESSYII (Allemagne) et SOLEIL (France), respectivement.

L"absorption d'un photon X ou d'un photon VUV suffisamment énergétique peut ioniser une
molécule depuis, respectivement, une orbitale atomique ou une orbitale de valence. L'éjection
de I'électron laisse la molécule sous forme radicalaire (avec un électron célibataire). La molécule
peut alors fragmenter si I'énergie déposée, sous forme d’excitation électronique ou vibrationnelle,
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est suffisante. L'excitation ou I'éjection d'un électron d'une orbitale interne peut mener a une
relaxation de la molécule par un processus Auger et I'éjection d'un ou plusieurs électrons.

Absorption de photon VUV en couche de valence

Dans des expériences pionnieres en 2011, S. Bari et co. [182] ont étudié la photo-absorption
du peptide leucine-enképhaline protoné sur la gamme 8 - 40 €V, peptide qui fut ensuite étudié
par A. Giuliani et A. Milosavljevi¢ [45] avec des photons de 6 a 14 €V. En dessous du seuil
d’ionisation (calculé a 8,87 eV [182]), les spectres de photo-fragmentation sont similaires a ceux
obtenus a 193 nm (6,4 eV) [183], avec une variété d'ions de type a, mais présentent aussi des
pertes de molécules neutres depuis le peptide parent (H,O et chaines latérales de la tyrosine
et de la phénylalanine). Le maximum du rendement de photo-dissociation est observé autour
de 20 eV, soit environ 11 eV au dessus du seuil d'ionisation du peptide [182]. L'irradiation de
la substance P protonée [44] présente, en-dessous du seuil d'ionisation, des spectres de masse
obtenus similaires a ceux obtenus avec des lasers a 193 nm [174] et 157 nm [179], avec une
distribution d'ions de type a et une variété de pertes de chaines latérales neutres. Au-dessus du
seuil d'ionisation mesuré a 10,3 €V, et jusqu'a 20 eV, les spectres sont dominés par le peptide
photo-ionisé radicalaire intact M2** et la perte de 74 Da de ce dernier, attribuée a la chaine
latérale de la méthionine. Les seuils d'apparition mesurés pour les pertes de molécules neutres
(en majorité attribuées aux chaines latérales) depuis le peptide parent s'étendent entre 5 et
9,5 eV, tandis que celles depuis M2** varient de 0,7 et 3 €V au dessus du seuil d'ionisation [44].
Ainsi, au seuil d'ionisation, le photon libere un électron de |'orbitale moléculaire occupée la plus
haute (HOMO) et laisse peu d'énergie d'excitation dans le peptide photo-ionisé radicalaire.
Lorsque I'énergie du photon dépasse le seuil d'ionisation, le peptide M?** est porté dans des
états électroniques excités et peut alors dissocier par la suite [182].

La photo-absorption de protéines dans cette gamme d’'énergie de photon a été étudiée par
A. Giuliani et A. Milosavljevi¢ [46, 60, 184, 185]. Par exemple pour le cytrochrome C [46], les
spectres de photo-absorption présentent la protéine photo-ionisée radicalaire intacte et accom-
pagnée d'une perte de CO,, mais pas de fragmentation du squelette, ce qui apparait com-
pletement différent des résultats obtenus sur les plus petits peptides (leucine-enképhaline et
substance P). Leurs études ont permis de mettre en avant I'augmentation de I'énergie d'ioni-
sation des protéines avec leur état de charge initial, ce qu'ils ont attribué a une augmentation
de I'attraction coulombienne exercée par les protons sur |'électron libéré.

La longueur du peptide semble donc étre un facteur important sur le comportement des
peptides et des protéines aprés absorption d'un photon VUV. L'étude des peptides YG,F (n =
0,1, 3,5, 10) par absorption de photons de 8 a 30 €V [186] montre que pour n < 5, les peptides
présentent une forte fragmentation impliquant les acides aminés Y et F, sans que le peptide
photo-ionisé radicalaire intact ne soit observé. Pour n = 10, la fragmentation est réduite et le
peptide photo-ionisé radicalaire intact est présent sur le spectre de masse.
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Absorption de photon X en couche interne

A. Milosavljevi¢ et co. ont pour la premiere fois étudié la photo-absorption en couche in-
terne 1s du carbone, de I'azote et de I'oxygéne d'une protéine en phase gazeuse [35] et mesuré
ses spectres NEXAFS (Near Edge X-ray Absorption Fine Structure). Ces spectres permettent
d'identifier les transitions électroniques résonantes des électrons de couche atomique 1s vers
des orbitales moléculaires. En particulier pour le cytochrome C, ils attribuent un pic a 288,3
eV a la transition d'un électron 1s du carbone vers un état 7* (C=0) des liaisons peptidiques,
notée C 1s— m5_,. De méme pour I'azote et |'oxygene, ils identifient les transitions N 1s—
To—o a 401,4 eV, N 1s— o _y autour de 406 eV et O 1s— 7/5_ a 531,4 eV. Cette étude
sur le cytochrome C et celle réalisée sur |'ubiquitine [47] montrent que la photo-excitation d'un
électron 1s entraine la formation de la protéine photo-ionisée radicalaire intacte apres désexci-
tation Auger, et accompagnée de la perte de CO,, sans fragmentation supplémentaire. Lorsque
cet électron atteint le continuum (ionisation), cela entraine majoritairement la formation de la
protéine doublement ionisée M("+2)+** via une désexcitation Auger, toujours sans fragmenta-
tion. Pour chaque protéine, |'observation de la multi-ionisation suggére que des processus Auger
simultanés ou en cascade peuvent se produire. Comme mis en avant pour la photo-ionisation
par photon VUV, le potentiel d'ionisation de la protéine en couche 1s du carbone augmente
avec |'état de charge [47].

La photo-absorption en couche 1s du carbone pour de plus petits peptides comme la leucine-
enkephaline [49] présente un spectre NEXAFS similaires aux protéines [35]. En revanche, leurs
spectres de masses sont radicalement différents, comme c'est aussi le cas en VUV. Ainsi, dans le
cas de la leucine-enképhaline, la photo-excitation d'un électron 1s a 285,5 et 288,5 €V présente
principalement des ions de m/q inférieur a 150 et quelques fragments plus gros dans la gamme
de m/q entre 150 et 300. Cependant au dela du seuil d'ionisation des couches 1s, la proportion
des petits fragments augmente tandis que les ions de m/q > 150 disparaissent.

De maniére générale, en dessous du seuil d'ionisation de valence, la fragmentation des
peptides est semblable a celle obtenue par laser a 193 nm et 157 nm, et présente des pertes
de molécules neutres depuis le peptide parent ainsi qu'une forte fragmentation au niveau des
liaisons peptidiques tout au long de la séquence. Au dela du seuil d'ionisation des électrons
de valences, les pertes de molécules neutres depuis le peptide photo-ionisé dominent pour des
systémes comme la substance P ou le cytochrome C. En revanche, la leucine-enképhaline, un
peptide de plus petite taille, fragmente fortement et I'observation du peptide photo-ionisé intact
n'a pas pu étre mise en évidence. Apres absorption d'un photon X, il apparait que la taille du
peptide joue aussi un role important sur la survie ou la dissociation du peptide simplement ou
multi-photo-ionisé.

En collaboration avec I'équipe de T. Schlatholter et dans I'objectif d'éclaircir ce dernier
point, nous avons récemment publié un article présentant les spectres de photo-absorption en
couche 1s du carbone pour une grande variété de peptides et de protéines (masses de 555
a 12kDa) [48]. Nous y proposons que I'énergie électronique du systéme aprés émission d'un
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électron Auger est entiérement convertie en énergie interne ro-vibrationnelle ce qui induit la
fragmentation des petits peptides. La survie aprés multi-ionisation d'un systéme par rapport
a un autre dépend alors de la taille du systeme et donc du nombre de degrés de liberté dans
lesquels peut étre répartie I'énergie.

A la lumiére de ces résultats, pour étudier des peptides de collagéne par photo-absorption sur
une large gamme d'énergie (UV, VUV et X) nous devons utiliser différentes sources de lumiére,
laser et synchrotron. Nous allons maintenant voir quels sont les dispositifs expérimentaux,
couplés a des sources de lumiére, qui nous ont permis de réaliser ces études.

5.1.3 Dispositifs expérimentaux

Les deux dispositifs expérimentaux ayant permis I'étude de la photo-absorption des peptides
de collagéne en phase gazeuse, en collaboration avec le groupe SpectroBio de Philippe Dugourd
(Institut Lumiére Matiere, Lyon, France) et le groupe de Thomas Schlathélter (Zernike Insti-
tute for Advanced Materials, université de Groningen, Pays-Bas), ont un fonctionnement assez
similaire a celui du dispositif PIBALE (chapitre 4). On retrouve donc la production des ions
moléculaires par ESI, la sélection de I'ion cible selon le rapport m/q, le piégeage des ions, I'in-
teraction avec les particules projectiles et |'analyse des produits par spectrométrie de masse. La
différence majeure vis-a-vis du dispositif PIBALE est le fait que les interactions sont ici réalisées
au sein du piege a ion, ne donnant acces qu'aux spectres de masse de tous les ions présents
dans le piége et non a la dynamique de fragmentation. Ces deux dispositifs expérimentaux sont
décrits dans cette section.

5.1.3.1 Dispositif pour les expériences de photo-absorption UV

Les expériences d'absorption de photons UV ont été réalisées dans le groupe SpectroBio
de I'lnstitut Lumiére Matiére, a I'aide d'un spectrométre de masse tandem commercial LTQ
(Linear Trap Quadrupole, Thermo Fischer, San Jose, CA, E-U). Le LTQ présenté en figure
5.1.2 utilise une source ESI pour mettre en phase gazeuse des systémes moléculaires protonés
ou déprotonés. Les ions ainsi formés traversent deux quadripdles, et un octopdle jusqu'a un
piége a ions quadripolaire (QMS). Avant irradiation, la molécule d'étude est isolée dans le piege
par sélection de son rapport m/q selon le principe décrit dans la section 3.2.2. Un gaz d'hélium
est injecté dans le piége a une pression de |'ordre de 10-3 mbar pour optimiser le piégeage tandis
que la pression dans la chambre du piége, au niveau des détecteurs, est de I'ordre de 10-> mbar.
L'analyse en masse des ions contenus dans le piege s'effectue en les extrayant au travers de
fentes pratiquées dans les électrodes du piege. L'extraction et la sélection en masse se font en
appliquant sur les électrodes du piége des tensions RF et DC en résonance avec un rapport m/q
donné, de sorte que ces ions aient des trajectoires instables et soient éjectés du piege. Les ions
sont ensuite collectés par des plaques de conversion couplées a des multiplicateurs d'électrons
(type channeltron). L'analyseur en masse fonctionne sur une gamme de m/q allant de 50 a
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4000 pour une résolution m/Am pouvant s'étendre jusqu'a 30000 [187].

Ce spectrométre de masse est couplé a un faisceau laser introduit le long de I'axe du piége
linéaire au travers d'une fenétre en quartz transmettant 90% du faisceau. Celui-ci est produit
par un laser accordable en longueur d'onde composé d'un oscillateur paramétrique optique
(OPO) pompé par un laser Nd3* :YAG de fréquence 10 Hz fournissant des impulsions laser de
5 ns. Le systeme complet permet de couvrir une gamme de longueurs d’'ondes s'étendant de
210 a 2200 nm. Un obturateur électromécanique et un générateur de délai permettent de régler
le temps d'irradiation des ions dans le piege [187].

Les peptides de collagene étudiés ne contenant pas d’acides aminés aromatiques, il n'est pas
possible de les exciter a la longueur d'onde de 260 nm correspondant a une bande d'absorption
des cycles aromatiques [30, 162]. Ainsi, pour les expériences de photo-dissociation réalisées,
la longueur d’onde du laser a été fixée a A = 220 nm (E, = 5,6 €V) et a une puissance a
3 mW. Cette longueur d'onde correspond a une bande d'absorption impliquant des transitions
électroniques au niveau des liaisons peptidiques [162, 168]. Cette longueur d'onde est de plus
caractéristique de la structure tridimensionnelle en triple hélice du collagéne [157] et en induit
une forte dissociation. Les molécules sont irradiées dans le piege pendant des temps typiques
de 500 ms, correspondant a 5 pulses laser. La méthode d'acquisition des données ne nous
permet pas ici d'assurer la condition d'absorption d'un seul photon par les molécules. Toutefois,
I'analyse des spectres, détaillée plus loin dans la section 5.2.2, permet d'écarter une contribution
majoritaire d'absorption multi-photonique.

l— OPO | Nd:YAG

Téléscope <
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conversion \ ’_ de délais électromécanique
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Figure 5.1.2 : Schéma détaillé du couplage entre le spectrométre de masse commercial LTQ et le
laser UV, d’aprés V. Laraillet et co. [57].
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5.1.3.2 Dispositif pour les expériences de photo-absorption VUV et X

Les expériences de photo-absorption dans I'UV lointain (Vacuum-UV, VUV) et de rayons X
(RX) ont été réalisées au synchrotron BESSY Il (Helmholtz-Zentrum Berlin), respectivement
sur les lignes de faisceaux U125-2_NIM et U49-2_PGM-1. Le spectromeétre de masse tandem
Paultje, présenté en figure 5.1.3.a a été couplé avec ces lignes pour étudier la photo-absorption
des peptides de collagene sur une large gamme d'énergie, de 12 a 540 eV.

Spectrométre de masse tandem Paultje

Cet instrument présente de nombreuses similarités avec le dispositif PIBALE et a été pré-
cédemment détaillé dans les theses de S. Bari [188] et O. Gonzalez-Magafia, [43]. Les ions
moléculaires sont produits par une source ESI et entrent dans le dispositif au travers d'un
capillaire chauffant. Les ions sont ensuite focalisés dans un funnel, guidés dans un octopdle,
sélectionnés selon leur rapport m/q dans un QMS et enfin accumulés dans un piege de Paul.
lls sont alors irradiés dans le piege et les produits cationiques sont extraits avec un fort champ
électrique jusqu'a un détecteur a galettes a micro-canaux pour étre analysés par spectrométrie
de masse a temps de vol. La résolution en masse de ce spectrométre est de m/Am ~ 400. Le
faisceau de photons traverse le piege en son centre grace a des trous pratiqués dans |'anneau
central. L'intensité relative du flux de photons est mesurée aprés le piege par une photodiode
SXUV a jonction p-n (Opto Diode, Camarillo, E-U). La durée de l'irradiation est réglée par
un générateur de cycle et un obturateur électromécanique. On peut noter que la chambre du
piege de Paul est refroidie a I'azote liquide pour diminuer la densité du gaz résiduel et donc les
sources de bruit de fond.

Le cycle de fonctionnement standard pour ces expériences est décrit par le chronogramme
de la figure 5.1.3.b. Les ions moléculaires sont injectés pendant une centaine de millisecondes
dans le piége rempli d'un gaz tampon d'hélium pour dissiper I'énergie cinétique des ions. Un
délai de plusieurs dizaines de millisecondes permet de pomper le gaz tampon avant |'irradiation
du contenu du piege. On peut noter que I'énergie d'ionisation de I'hélium est de 24,6 eV et
qu'il est donc important qu'il y ait peu d'hélium dans le piége au moment de l'irradiation. Dans
le cas contraire, I'absorption des photons par I'hélium pourrait réduire le nombre de photons
pouvant interagir avec les ions moléculaires. De plus, la présence d’'un grand nombre d'He™ dans
le piege pourrait altérer les caractéristiques du nuage d'ions par I'effet de la charge d’espace,
comme nous |'avons montré pour PIBALE dans la section 4.2.2.

Lors de ces expériences, |'amplitude de la tension RF était de |'ordre de 1000 V, correspon-
dant a un puits de potentiel axial d’environ 20 V. De ces valeurs, nous pouvons estimer d'apres
I'équation 3.2.25 que les ions de rapport m/q inférieur a ~ 100 ne sont pas piégés. Les frag-
ments dans cette gamme ne pourrons donc pas étre observés. De plus, il est probable qu'une
dissociation avec un KER élevé provoque la perte des fragments produits. La valeur du KER a
partir de laquelle les fragments seraient perdus n'a pas été évaluée, mais pourrait étre estimée
par des simulations SIMION. Pour dissiper I'énergie cinétique des fragments chauds conservés
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dans le piege, une seconde injection d'hélium rempli celui-ci aprés I'irradiation. Ceci permet de
ne pas dégrader la résolution en masse du spectrometre en gardant un paquet d'ions de petite
taille. Enfin, un délai de 100 ms est respecté afin de pomper a nouveau I'hélium du piége avant
d’extraire les ions et ainsi éviter des collisions avec ce gaz, qui entraineraient une diminution
de la résolution du spectrométre et pourraient conduire a la dissociation des molécules.

Faisceau
de photons
Obturateur
électromécanique
(a) -
Piege de Paul Galettes 3
\ micro-canaux
z T ‘
N )
Y
Source ESI Funnel Octopole QMs v TOFMS
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d’hélium Irradiation d’hélium du piege
T
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! »T ... =~1-1,5s

' N » Tcycle
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Figure 5.1.3 : (a) : Schéma détaillé du couplage entre le spectrométre de masse tandem Paultje et
les lignes de faisceaux du synchrotron BESSY Il. (b) : Chronogramme d’un cycle de fonctionnement

typique du dispositif.

De méme que sur le dispositif PIBALE, les ions moléculaires sont susceptibles de fragmenter
par collision avec le gaz tampon a l'injection et a I'extraction du piege. De tels fragments sont
détectés sur les galettes a micro-canaux et constituent une source de pollution des spectres de
masse. Pour prendre en compte cette éventuelle contribution, un spectre avec le faisceau de
photon (spectre de photo-absorption) et un autre sans (spectre témoin) sont acquis consécuti-
vement en laissant I'obturateur électromécanique fermé un cycle sur deux. On soustrait ensuite
le spectre témoin de celui de photo-absorption. On peut noter que I'intensité du pic parent
dans le spectre de photo-absorption est nécessairement inférieure a I'intensité dans le spectre
témoin. Ainsi, la soustraction de ces deux spectres fait apparaitre un pic parent négatif dont
I'intégrale est proportionnelle a la quantité de molécules ayant absorbé un photon, subi une
ionisation et/ou une dissociation. Les différents spectres et résultats obtenus par cette méthode
sont normalisés par rapport a l'intégrale de ce pic. De plus, pour identifier et soustraire les pics
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de pollutions, nous enregistrons un spectre du bruit de fond, obtenu en irradiant le contenu du
piege en |'absence de la molécule cible (source ESI éteinte).

En pratique, la durée de l'irradiation est réglée pour que l'intensité de la perte de l'ion
parent soit < 10 %. De cette maniére en considérant que les absorptions successives de photons
sont indépendantes et que la probabilité d'absorption par un fragment est la méme que par le
parent, les fragments impliquant |'absorption de deux photons représentent moins de 1 % des
fragments détectés. Cela nous permet de considérer que ces expériences sont réalisées dans
des conditions d'absorption d'un seul photon. La durée d'irradiation est donc dépendante de
la probabilité d'absorption a une énergie de photon donnée, et varie de 300 a 1000 ms sur la
gamme d'énergie de photon étudiée. Ainsi la durée totale d'un cycle varie de 1 a 1,5 seconde.
De maniére générale 500 acquisitions permettent d'obtenir une statistique correcte.

Synchrotron BESSY Il

Le synchrotron BESSY Il est une source de troisieme génération de haute intensité et
brillance sur une large gamme d'énergie de photon (6 meV - 150 keV). Les électrons sont
injectés dans I'anneau de stockage depuis un accélérateur linéaire a une énergie 1,72 GeV et un
courant de I'ordre de 300 mA. Une cinquantaine de lignes de faisceau sont disposées autour du
synchrotron.

La ligne U125-2_NIM [189-191] produit des photons VUV de 4 a 40 eV a des flux de I'ordre
de 10'2 photons/s. Des fentes permettent d'améliorer la résolution en énergie du faisceau au
détriment du flux. Pour ces expériences d'irradiation de molécules en phase gazeuse, une haute
intensité de faisceau est primordiale et les fentes restent largement ouvertes. La résolution en
énergie dans ces conditions est de AE@/ESD = 0,04 %, soit une dispersion en énergie de I'ordre
de la dizaine de meV. Cette résolution est suffisante car la largeur des bandes correspondant a
des transitions électroniques moléculaires est de I'ordre de 1 eV [192]. Di au fonctionnement
de I'ondulateur de cette ligne, on peut noter que pour des photons d'énergie F, inférieure a 14
eV, le faisceau est contaminé par des photons d’harmoniques n supérieures et d'énergie nx E,
pouvant perturber nos mesures.

La ligne de photons X U49-2_PGM-1 [193, 194] propose une large gamme d’'énergie, de
85 a 1600 eV pour des flux de I'ordre de 103 photons/s (E,, € [85-500] eV) a 102 photons/s
(E, € [500-1600] €V). On peut noter que le flux de photons diminue d'un facteur ~ 10
grandeur dans la gamme d’énergie correspondant au seuil d'ionisation du carbone en couche
interne. Ceci est dii a la forte absorption de ces photons dans les matériaux composant les
miroirs et le monochromateur de la ligne du faisceau. De méme que pour la ligne de photons
VUV, des fentes permettent de régler la résolution en énergie du faisceau, mais nous les avons
gardées ouvertes pour maximiser le flux de photons. La résolution en énergie est alors de I'ordre
de AE,/E, = 0,1 %, soit une dispersion en énergie de I'ordre de la centaine de meV.

Comme nous I'avons présenté précédemment dans la section 5.1.2.3, I'absorption par un
acide aminé, et plus largement par une protéine, d'un photon X dans cette gamme d'énergie va
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5.1 Présentation

porter un électron de couche atomique interne (1s) du carbone, azote ou oxygene vers des états
excités moléculaires ou vers le continuum. Pour étudier I'influence du site d'excitation ou d'ioni-
sation sur les voies de dissociation des peptides étudiés, nous avons exploré différentes énergies
de photon autour des énergies de liaison des électrons de couches internes 1s du carbone, de
I'azote et de |'oxygene. Il est important de noter que nous n'avons pas réalisé de mesure systé-
matique pour obtenir les spectres NEXAFS (Near Edge X-ray Absorption Fine Structure) des
peptides étudiés par absorption de photon X. Cependant, il a été montré récemment que les
spectres NEXAFS de protéines en phase gazeuse sont semblables a celles de protéines en films
minces [35,195,196]. De plus, Y. Zubavichus, et co. ont largement exploré les structures fines
pour le carbone, |'azote et |'oxygeéne des 22 acides aminés (incluant I'hydroxyproline) [195] et
de plusieurs protéines (dont une triple hélice de collagéne de type | de 300 kDa) [197,198]. lIs
montrent que les spectres NEXAFS de ces protéines sont clairement corrélés avec leur com-
position en acides aminés. Nous nous sommes donc référés a ces données pour déterminer les
différentes énergies de photon correspondant a celles des électrons 1s du carbone, de I'azote et
de |'oxygene.

’ Atome ‘ transition électronique ‘ acides aminés ‘ énergie (eV) ‘

C 1s — 1*(C=0) tous 288,2
1s — continuum tous 300

N 1s — 7*(C=0) tous 401
1s — 0*(C-N) tous 406
1s — o*(C-N) Pro, Hyp 409,6
1s — continuum tous 412

O Is — m(C=0) tous 532
1s — 0*(C-OH) Ser, Thr, Hyp 538
1s — 0*(C=0) tous 545

Table 5.1.1 : Energie des photons utilisés pour la photo-ionisation des couches internes du carbone,
de 'azote et de I'oxygéne. Les transitions électroniques et les acides aminés correspondants sont aussi
indiqués.

Le tableau 5.1.1 regroupe les différentes énergies de photon utilisées et les orbitales molé-
culaires vers lesquels un électron 1s est excité apres absorption du photon. Pour le carbone, E,
= 288,2 eV correspond a la transition électronique depuis la couche 1s vers |'orbitale 7*(C=0)
de la liaison peptidique, tandis que E, = 300 eV permet d'éjecter directement un électron de
couche 1s du carbone vers le continuum. Pour I'azote, F, = 401 eV correspond également a une
transition vers |'orbitale 7*(C=0) de la liaison peptidique. E, = 406 eV correspond a |'orbitale
o*(C-N) pour la majorité des acides aminés, tandis que E, = 409,6 eV est caractéristique de
cette méme transition dans le cas de la proline et de I'hydroxyproline dii au cycle pyrrolidine
formé par la chaine latérale [195]. E, = 412 €V a été utilisée pour I'ionisation directe depuis
la couche 1s de I'azote. Enfin dans le cas de |'oxygene, nous avons utilisé £, = 532 eV pour
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5 Etude de la stabilité de peptides de collagéne aprés photo-absorption

I'orbitale 7*(C=0) de la liaison peptidique [195]. On peut noter qu'une énergie de 531,4 eV a
été mesurée pour le cytochrome c en phase gazeuse [35]. £, = 538 €V est attribuée a la tran-
sition 0*(C-OH) présente dans la sérine, thréonine et hydroxyproline [195]. Enfin E, = 545 eV
correpond a une résonance large pour la transition o*(C=0) [195].

5.1.4 Nomenclature pour les fragments peptidiques

Dans la suite de ce chapitre et pour nommer les différents fragments peptidiques, nous
utiliserons la régle de nomenclature introduite par Roepstorff & Folhman [11] et Biemann
[12,13], que nous avons détaillée dans la section 2.1.3 du chapitre 2.

Dans la suite, des schémas tels que celui présenté dans la partie inférieure de la figure 5.1.4
pour un peptide [ABCD] sont joints aux spectres de masses de différents peptides étudiés, pour
donner une information rapide sur les liaisons peptidiques rompue. Ainsi le symbole | entre A et
B indique une rupture de la liaison entre ces deux acides aminés et la production d'ions ay, by
et/ou c;. De méme le symbole [ entre C et D représente les fragments xy, y; et/ou z; et enfin
le symbole _"entre B et C indique la production d'ions des deux cotés de la liaison rompue.

N-Terminal i C-Terminal
O R, 0O R4
H
H-oN ﬁ\\\N/;Z‘_&\\/% ~ OH
H H
R @] R3 0
Squelette peptidique J 1 4 4 ]
a b C a, b C a. b

1 1 1 2 2 2
Figure 5.1.4 : Nomenclature des fragments peptidiques : exemple pour un peptide composé de

quatre acides aminés [ABCD], ayant les chaines latérales R;, Ro, R3 et Ry. Chaque carbone relié a
ces chaines est appelé C,.

5.2 Stabilité d’une séquence peptidique du collagene

Cette section présente |'étude de la photo-absorption d'un peptide de collagene en phase
gazeuse ainsi que l'influence de |'état de charge et de I'hydroxylation du peptide sur ses processus
de relaxation. Ce travail a été mené sur une large gamme d'énergie, de 5,6 a 540 €V et n'avait,
a notre connaissance, jamais été réalisé auparavant pour des peptides ou protéines.
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5.2 Stabilité d’une séquence peptidique du collagéne

5.2.1 Séquence peptidique du collagéne PK26-P et PK26-Hyp

Le collagene de type | est la protéine de collagene la plus abondante dans le corps. On
le trouve notamment dans les tissus cicatriciels, les ligaments et les os et présente donc un
intérét biologique évident. Chaque protéine est composée de trois sous-unités, deux chaines
a-1 et une chaine a-2, chacune contenant plus de mille acides aminés (m > 100 kDa). De
plus, le collagéne de type | est le principal composant de modeles tridimensionnels utilisés
comme matrice extra-cellulaire pour des chrondrocytes articulaires, dont |'équipe de recherche
du LARIA étudie I'irradiation par des ions et des photons [199, 200].

Pour étudier les processus moléculaires de dissociation du collagéne sur un systeme plus
simple qu'une protéine entiére, nous avons choisi d'étudier la séquence peptidique [423-448]
de la chaine -1 du collagene de type | et son équivalent hydroxylé. La composition en acides
aminés de ce peptide est intéressante car il contient plusieurs sites de protonation ainsi que six
prolines. Il est ainsi possible d'étudier I'influence de I'état de charge et de |'hydroxylation sur la
photodissociation de ce peptide. Ces deux peptides sont composés de 26 acides aminés (AA)
et suivent les séquences suivantes :

— PK26-P : PGG-PPG-PKG-NSG-EPG-APG-SKG-DTG-AK

— PK26-Hyp : PGG-PHypG-PKG-NSG-EHypG-AHypG-SKG-DTG-AK

Dans la suite, nous ferons référence a ces peptides en utilisant les notations PK26-P et
PK26-Hyp. Il est a noter que ces peptides respectent la répétition du motif d'acides aminés
X-Y-G et que I'hydroxylation du peptide PK26-Hyp n'est effectuée que sur les trois prolines en
position -Y-. Ces deux peptides possedent une forte proportion de glycine (35 %) et de proline
(23 %), ce qui est typique des protéines de collagéne. On notera la présence d'acides aminés
basiques potentiellement protonés, (lysine, K) et acides, potentiellement déprotonés, (acides
aspartique, D et glutamique, E) sur leur chaine latérale respective. La chaine latérale de la
lysine est la plus basique (affinité protonique ~ 988 kJ/mol [201]) pour ces peptides, faisant
des trois lysines les sites de protonation les plus probables. De plus, la forte affinité protonique
de I'amine secondaire de la proline au N-terminal (~ 960 kJ/mol [202]) rend également ce site
favorable a la protonation.

La figure 5.2.1 montre un exemple de spectre de masse pour le peptide synthétique PK26-P
produit par la source ESI du dispositif lyonnais (LTQ, voir section 5.1.3.1). Les pics correspon-
dant au peptide trois et quatre fois protonés sont les plus intenses. A droite de ces pics on peut
voir les substitutions de proton par des ions sodium et potassium. Ces complexes sont aussi
observés dans les spectres de masse fournis par le fabriquant de ces peptides de synthése (Pro-
teoGenix). On observe aussi a de plus faibles intensités les pics correspondant au peptide deux
et cinq fois protonés. L'ajout d'acide en solution permet de largement favoriser la production
du [PK26-P+4H]** au détriment du [PK26-P+3H]3*. Cette distribution d'état de charge est
cohérente avec les sites de protonation présentés précédemment.

L'encart de la figure 5.2.1 présente un zoom sur la région du pic du [PK26-P+4H]** acquis
sur ce méme dispositif. Le spectre expérimental en gris fait apparaitre clairement la distribution
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isotopique due principalement a la contribution du Carbone-13. L'abondance naturelle du C-13
par rapport au C-12 étant de 1,109 %, la probabilité que le peptide comporte un isotope, et
posséde une masse augmentée de 1 Da, est donc de 105 %. La courbe rouge montre la distri-
bution isotopique calculée selon ce principe et reproduit correctement le spectre expérimental.
L'écart, en masse, entre les pics de la distribution isotopique d'un fragment nous permet d'en
définir I'état de charge et donc d’en faciliter I'attribution.

Le tableau 5.2.1 donne les rapports m/q monoisotopiques et moyens pour ces deux peptides
en fonction de leur état de charge.

PK26-P PK26-Hyp
mono moy | mono moy

[M+H]* [ 22741 22754 [ 2322.1 23234
[M+2H]2+ | 1137.6 11382 | 1161.6 1162,2
[M+3H]3+ | 758.7 7591 | 7747 7751
[M+4H]* | 569.2 5696 | 581.3 581,6
[M+5H]5+ | 455.6 4559 | 4652 4655

Table 5.2.1 : Valeurs mono-isotopiques et moyennes des rapports m/q pour les peptides PK26-P
et PK26-Hyp en fonction de leur état de charge.

aRL T T T T T T T T T T T T T L S N AN SN AN
[PK26-P +3H]3* - -
[PK26-P +4H]* |
»,-UT‘ | I
= [PK26-P +4H]* .
g
£ _
[
9 B 4
= 569 569.5 570 570.5 571
[PK26-P +2H]%*
1 [PKZf—P +5H]° l 1
A A pilliamer T f E—— L m— T 1 T T L T t T f
0400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

m/q

Figure 5.2.1 : Spectre de masse d’une solution du peptide PK26-P (produit en source ESI) diluée
dans un mélange eau/méthanol (50/50) sans ajout d’acide. Les états de charge 2+ a 5+ sont observés.
L'encart présente la distribution isotopique du peptide [PK26-P+4H]** et sa comparaison avec la
théorie (courbe rouge).
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5.2 Stabilité d’une séquence peptidique du collagéne

5.2.2 Dissociation induite par photon UV

Dans cette section, la dissociation du peptide de collagene PK-26 aprés absorption d'un
photon de 5,6 €V est présentée. Aprés avoir détaillé le cas du peptide triplement chargé [PK26-
P+3H]*, nous présenterons I'effet de I'état de charge et de I'hydroxylation des prolines sur la
dissociation de ce peptide.

5.2.2.1 Peptide [PK26-P+3H]3+

La figure 5.2.2 montre le spectre de masse de photo-dissociation du peptide [PK26-
P+3H]3* apres absorption d'au moins un photon UV de 5,6 €V (220 nm). Ce spectre est
normalisé par rapport a l'intensité du pic parent, indiqué par M3+ a m/q = 759,1. La fenétre
d'acquisition s'étend ici de m/q = 200 a 2000.

Ce spectre présente de nombreux pics dont la majorité peut étre attribuée a des fragments
issus de ruptures de liaisons peptidiques, en cohérence avec |'excitation de ces liaisons par les
photons de 220 nm. On peut noter qu'aucun fragment n'est observé au dela de m/q = 1400
bien que la masse totale du peptide soit de 2277,3 Da. Ceci nous indique qu'il n'y a pas de
grand fragment monochargé, ce qui est cohérent avec la répartition des charges sur le peptide,
et donc avec les sites de protonation indiqués précédemment, si I'on suppose que les transferts
de proton sont minoritaires.

PGGPPGIPKGNSGEPGAPGSKGDTGAK
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7 - = typea
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Figure 5.2.2 : Spectre de masse de photo-dissociation du peptide [PK26-P+3H]** 4 220 nm. Les
traits de méme couleur correspondent a la rupture de la méme liaison peptidique.

Les pics les plus intenses correspondent a des fragments y;"* simplement et doublement
chargés, formés par des dissociations du c6té du N-terminal de chaque proline du peptide. Les
deux autres pics remarquables de ce spectre n'impliquent pas les prolines et sont attribués a
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yat et (xo-HyO)*. Nous discuterons séparément de ces différents types de fragments. Nous
observons, de plus, une perte de molécule neutre de 28 Da depuis le peptide parent, que nous
attribuons a la molécule CO. En revanche, aucune perte de chaine latérale n'est présente sur
le spectre.

Rupture des liaisons peptidiques impliquant les prolines

Pour chacun des fragments y;"* (indiqués par des traits continus), on observe les fragments
complémentaires a;™" et b;™* (indiqués respectivement par des traits pointillés et des tirets) tels
que i+j = 26 et n+m = 3, avec de plus faibles intensités. On observe ainsi ces fragments pour i
= 22,20, 13,10 (j =4, 6, 13, 16). On peut noter que les fragments a3 ™ et b3+, complémentaires
de I'ion y»3%*, ont des masses inférieures a la limite basse de la fenétre d'acquisition et n'ont
pas pu étre détectés. Le fait que I'on observe de grands fragments tels que y»3%T, y22 et yxo?T,
avec de hautes intensités indique que |'absorption de plusieurs photons par le peptide n'est pas
un processus majeur ici.

En outre, pour chaque couple de fragments complémentaires, nous observons la formation
des fragments y;-2, aj+2 et bj+2 Da, attribuables a des transferts de deux hydrogenes depuis
les ions y;. La figure 5.2.3 présente des zooms sur les régions de I'ion y1o™ et de ses fragments
complémentaires a;62* et big>* ol sont clairement observés les fragments (y10-2)*, (a;6+2)**
et (b1g+2)2*, I'intensité de ces derniers étant méme supérieure a celle des ions a1 et byg?*.

] (byg +2)%*

1 Y10

+

(316 +2)2+

intensité (u.a)
v ol by by by
PR T HR N T S S AT S SN T SN AN R

I T I T I T I T I T I T T I T I T I T I T I T I T
665 666 667 668 679 680 681 682 914 915 916 917 918 919 920 921

m/q m/q m/q

Figure 5.2.3 : Régions du spectre de photo-dissociation du peptide [PK26-P+3HPP* a 220 nm
correspondant aux fragments complémentaires a;6°*, big?* et yio™.

Ces fragments ont déja été observés pour des peptides contenant des prolines dans le cas
de photo-absorption a 157 nm (7,9 eV) par T.Y. Kim et co. [169] et a 213 nm (5,8 eV)
par M. Girod et co. [168] mais ne sont pas formés dans des processus de dissociation induite
par collisions [203-205]. Ces deux études proposent des mécanismes de ruptures homolytiques
similaires donnant lieu a la formation des fragments apres photo-excitation d'un électron d'une
liaison C-C ou C-N a proximité d'une proline. Ces mécanismes sont présentés sur la figure 5.2.4.
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Figure 5.2.4 : Mécanismes de dissociation d'un tripeptide proposé pour la formation de (a) : y»-2
Da et a;, (b) : x1 et bj+2 Da, et (c) : y»-2 Da et a;+2 Da, d'aprés M. Girod et co. [168].
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Ces mécanismes dépendent notamment de la conformation cis ou trans de la proline. T.Y.
Kim et co. ont montré par photo-dissociation de peptides sélectionnés en conformation que
seule la conformation trans de la proline méne a la production d'ions a;+2 et b;+2 Da (figures
5.2.4.b et 5.2.4.c). Toutefois, les deux conformations cis et trans de la proline peuvent conduire
a la formation d'ions y;-2 Da (figure 5.2.4.a et 5.2.4.c) aprés photo-dissociation de la liaison
peptidique N-CO du c6té N-terminal de la proline. On peut noter que les mécanismes (a) et (c)
impliquent la perte du groupement CO. La perte d'une molécule neutre de 28 Da depuis |'ion
parent, observée dans le cas du PK26, pourrait étre ici un indice en faveur de ces mécanismes.
Une telle perte de neutre n'a cependant pas été observée dans les expériences de T.Y. Kim et

M. Girod.

Fragmentation n’impliquant pas les prolines

Le spectre de photo-dissociation du [PK26-P+3H]3* présente aussi deux fragments n'im-
pliqguant pas une liaison peptidique avec une proline : y;+ (m/q = 376) et (xo-H,O)* (m/q
= 226). Nous les avons observés tous les deux en CID (voir annexes A). Le premier met en
jeu la rupture de la liaison peptidique entre un acide aspartique (D) et une thréonine (T). |l
a été montré que la rupture de la liaison D-X est une voie de fragmentation trés basse en
énergie [206] et se trouve favorisée dans les expériences de dissociation induite par collisions
(CID) [207-209]. La premiere étape proposée consiste en un transfert de proton depuis le
groupement carboxylique COOH de la chaine latérale de |'acide aspartique vers I'amide de la
liaison peptidique de son coté C-terminal. Ce mécanisme pourrait dans notre cas étre amorcé
apres la redistribution de I'énergie du photon UV parmi les modes d’excitation vibrationnelle
du peptide. Différents mécanismes ont été proposés [206,207,210] pour expliquer la rupture de
la liaison D-X, mais en aucun cas le proton transféré depuis I'acide n'est conservé pour former
des fragments y* de type NH3™-X. Ainsi la présence du fragment y,* est cohérente avec la
protonation de la chaine latérale de la lysine (K) a I'extrémité C-terminale. Enfin, le fragment
(x2-H20)™ pourrait étre formé par un transfert de proton de la chaine latérale de cette lysine
vers le C=0 de la liaison peptidique Gly-Ala [211] pour former un ion metastable x,. La perte
de H,O peut ensuite provenir de |'oxygene de cette liaison peptidique ou du groupe COOH du
C-terminal [212] apres transfert de proton.

Nos observations sont donc cohérentes avec la coexistence de fragmentations spécifiques a
I'excitation UV via la dissociation homolytique de la liaison peptidique du c6té N-terminal des
prolines, et de fragmentations non spécifiques se produisant apres redistribution de I'énergie
dans les modes de vibration du peptide (IVR).

5.2.2.2 Peptide [PK26-P+4H]** : influence de I'état de charge

La figure 5.2.5 présente le spectre de photo-dissociation du [PK26-P-+4H]** dans les mémes
conditions expérimentales. Tous les fragments majoritaires correspondent aux ruptures des

152



5.2 Stabilité d’une séquence peptidique du collagéne

PGGPPGPKGNSGEPGAPGSKGDTGAK

R e B oo o o L

14 -
|M4+

——typea
....typeb

intensité (u.a)

harahosld 1L

PPy
LN I B NN I B B N B B B B L D B L B B B L B

0 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
m/q

Figure 5.2.5 : Spectre de masse de photo-dissociation du peptide [PK26-P+4HJ** 4 220 nm. Les
traits de méme couleur correspondent a la rupture de la méme liaison peptidique.

mémes liaisons peptidiques que dans le cas du peptide triplement protoné. On peut cepen-
dant noter que les ions (ai;3+2)%* et (b;3+2)%* ne sont pas formés dans le cas présent. La
conformation globale du peptide pourrait étre altérée par le proton supplémentaire de telle
sorte que la proline #14 (liaison E-P) soit en conformation cis dans laquelle les mécanismes de
production des ions a+2 et b+2 sont défavorisés [169].

On remarque, comme le présente la figure 5.2.6, que le rapport y10/(y10-2) est bien plus
faible pour I'ion monochargé que pour le doublement chargé. De plus, dans le cas du pep-
tide [PK26-P+4H]**, les deux lysines présentes sur le fragment yjo sont selon une trés forte
probabilité, toujours protonées. Aussi la formation de I'ion y;o™ implique-t-elle sans doute le
transfert du proton d'une lysine vers le fragment complémentaire byg, ce dont les mécanismes
de fragmentation présentés en figure 5.2.4 ne parlent pas. Ceci est donc cohérent avec un mé-
canisme de type CID pour la formation de y;o™, qui est effectivement observé dans le spectre
de CID (voir annexe A). Apres absorption d'un photon, il peut donc y avoir une compétition
entre dissociation homolytique produisant des ions y-2 et dissociation induite par un transfert
de proton produisant des ions y. On peut noter cependant I'absence du fragment complémen-
taire byg3* sur ce spectre de masse. Cela pourrait s'expliquer par le fait que le fragment y;o™
provienne de la dissociation d'ions y metastables plus gros (y233*, y223* ou y23* par exemple)
disposant encore d'énergie interne a dissiper, ou par la dissociation secondaire du fragment
b1s3*. Toutefois, nous n'avons pas pu mettre en évidence de fragments internes des ions yp33t,
y223T et yao3t complémentaires du fragments yio*, qui auraient pu confirmer cette premiére
hypothése.
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Figure 5.2.6 : Régions du spectre de photo-dissociation du peptide [PK26-P+4H[** 3 220 nm
correspondant aux fragments y10°* et yio7.

5.2.2.3 Peptides PK26-Hyp : influence de I’hydroxylation

La photo-dissociation des peptides hydroxylés [PK26-Hyp-+3H]** et [PK26-Hyp-+4H]**
(spectres de masse présentés en annexe B) montrent exactement les mémes voies de fragmen-
tation que les peptides [PK26-P+3H]3* et [PK26-P+4H]**. Comme les groupements hydroxyles
sont situés sur des prolines, ceci est cohérent avec le fait que les dissociations observées cor-
respondent a des ruptures des liaisons peptidiques et n'impliquent pas les chaines latérales des
acides aminés non-basiques et non-acides. L'hydroxylation n'a donc pas d'effet sur la stabilité
ou les voies de relaxation du peptide apres irradiation a 220 nm.

En résumé, nous avons observé que la photo-absorption a 220 nm de ces peptides de colla-
gene induit une dissociation des liaisons peptidiques préférentiellement du co6té du N-terminal
des prolines et produit les ions a, b, y, et a+2, b+2 et y-2 avec différents états de charge. En plus
de ces fragments spécifiques a |'absorption d'un photon, des fragments de type CID sont aussi
observés, suggérant la coexistence de différents mécanismes de désexcitation du peptide. Nous
avons vu que |'état de charge du peptide pourrait avoir des conséquences sur la conformation
des prolines, permettant la formation ou non des ions a+2, b+2 et y-2. Ce point nécessiterait
cependant des expériences supplémentaires pour sonder la structure tridimensionnelle des pep-
tides et ainsi tester cette hypothese. Enfin cette fragmentation systématique observée pour les
liaisons peptidiques mettant en jeu chacune des prolines présentes dans le peptide peut étre
interprétée comme une hyper-sensibilité des protéines de collagene, trés riches en prolines, aux
photons UV de 220 nm. Ceci pourrait donc étre la raison de la forte dégradation du collagene
observée par Jariashvili et co. [157] en phase liquide a cette méme longueur d'onde.
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5.2.3 lonisation et dissociation induites par photon VUV et X

Nous allons discuter dans cette partie de la dissociation du peptide de collagene PK-26
apres absorption d'un photon de plus haute énergie, de 14 a 540 €V. Nous allons explorer
I'influence de I'énergie du photon absorbé, de I'état de protonation et de |'hydroxylation des
prolines sur la dissociation de ce peptide.

5.2.3.1 Peptide [PK26-P+3H]3+

La figure 5.2.7 montre les spectres de masse du peptide [PK26-P+3H|3* aprés absorption
d'un photon d'énergie £, de 14, 22 ,150, 288 et 538 eV. Comme discuté précédemment
dans la section 5.1.3.2, le pic parent noté M3* apparait négatif. Ces spectres sont clairement
différents du spectre de photo-dissociation a 5,6 eV (figure 5.2.2). Contrairement a celui-ci,
on observe ici un plus faible nombre de fragments a des rapports m/q inférieurs a celui du
M3+, On peut d'ailleurs noter qu'aucun pic n'est observé pour m/q > 759, indiquant qu'aucun
grand fragment simplement ou doublement chargé n’est détecté. Pour les photons d'énergie E,
inférieure a 288 €V, on observe principalement le peptide photo-ionisé radicalaire M*** (m/q =
569.3) accompagné de pertes de molécules neutres, tandis que des petits fragments a, b, x, y
et z du squelette du peptide sont principalement produits dans la gamme des rayons-X (E, >
288 €V). On observe globalement une évolution réguliere avec I'énergie du spectre de masse.
On peut noter qu'une évolution réguliere des spectres de photo-absorption de 10 a 570 eV
a également été observée dans le cas de I'oligonucleotide [dGCAT+2H]?* [43] et celui de la
vanilline neutre (CgHgO3) en phase gazeuse [213].

Composition des spectres de masse

A basse énergie, les pics majoritaires des spectres correspondent au peptide photo-ionisé
radicalaire intact M*+* et aux pertes de molécules neutres depuis le peptide parent et le peptide
photo-ionisé. Nous observons plusieurs pics a des rapports m/q inférieurs aux peptides M3+ et
M#4+e. Ces pics correspondent a -18, -30 et -44 Da pour M3* et -30, -44 et -72 Da pour M*+* et
sont cohérents avec des pertes de molécules neutres, comme cela a été observé dans le cas de
la substance P [44]. Nous détaillerons I'origine de ces pertes dans la suite. |l n’apparait qu'une
tres faible fragmentation du squelette du peptide, représentée par les ions z;+ (m/q = 130,2),
yst (m/q = 376,4), z,© (m/q = 359,4), z;3%" (m/q = 563,6), b;3?>" (m/q = 567,1), aj6>"
(m/q = 665,7) et big?* (m/q = 679,3).

Pour les photons de plus haute énergie, nous observons principalement la disparition du
peptide photo-ionisé intact et une augmentation, avec |'énergie, de l'intensité de petits frag-
ments issus de ruptures de liaisons peptidiques. Le peptide multi-ionisé intact n'est détecté a
aucune énergie.

Il est intéressant de noter que malgré I'augmentation de l'intensité des fragments, leur
diversité est réduite principalement a quelques ions monochargés composés de 1 a 4 acides
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Figure 5.2.7 : Spectres de masse de photo-absorption du peptide [PK26-P+3H]** pour 14, 22, 150,
288 et 538 €V. La ligne pointillée représente I'emplacement du pic parent 3 m/q = 759 d'intensité
négative sur ces spectres. Les traits de méme couleur correspondent a la rupture de la méme liaison
peptidique. Les astérisques indiquent des pics de pollutions.

aminés : les fragments a,* (m/q 127,2), bo™ (m/q 155,2), co* (m/q 172,2), a3t (m/q 184,2),
bs* (m/q 212,2), a,™ (m/q 281,2), byt (m/q 309,3), z;7 (m/q 130,2), (x.-H,O)* (m/q
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226,3), z4" (m/q 359,4) et y4™ (m/q 376,4). Quelle que soit I'énergie du photon absorbé sur la
gamme étudiée, nous n'avons observé aucune modification de la nature des fragments produits.
Une évolution similaire de la fragmentation avec I'énergie des photons entre 12 et 570 eV a
été observée dans le cas de I'oligonucléotide [dGCAT+2H]?* (1175 Da) [43] et de la vanilline
neutre (153 Da) [213].

Curieusement, nous pouvons remarquer qu'aucun fragment complémentaire de ces ions
n'est présent sur ces spectres. Une raison a cela pourrait étre une fragmentation consécutive
de ces ions, pouvant produire une variété de fragments neutres et ionisés. Par exemple, les
doublets d'acides aminés -Pro-Gly- et -Gly-Pro- apparaissent six fois dans le peptide et la
rupture des liaisons C-N de chaque c6té forme les ions internes [C;N,O,H10+H]™ (m/q 155,2)
qui pourraient contribuer au pic de I'ion by, qui est de la forme de la forme NH-Pro-Gly-CO
+H*. Une autre explication serait que le fait que ces ions, a cause d'une énergie cinétique de
recul (KER) trop grande s'échappent du puits de potentiel du piége et soient perdus.

Evolution des voies de relaxation avec I'énergie du photon absorbé
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Figure 5.2.8 : Abondance relative des différents ions formés aprés absorption d’un photon entre
14 eV et 545 eV par le peptide [PK26-P+3HJ**. L’évolution des fragments représente la somme des
fragments majoritaires (z;*, ax*, bo™, b3™, (xo-H20)*, ag™, bs™, z4" et y47). Les incertitudes sur les
aires sont données par ajustement gaussien des pics avec le logiciel Fityk.

Afin d'avoir une meilleure compréhension des processus menant a la dissociation du peptide,
nous allons nous intéresser a |'évolution des voies de relaxation avec I'énergie du photon. La
figure 5.2.8 présente les évolutions des intégrales des pics de pertes de molécules neutres depuis
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le peptide précurseur (M-18)3+ et (M-44)3*, du peptide photo-ionisé intact M*+* et des pertes
de molécules neutres associées (M-44)*+* et (M-72)%"*, et des fragments de type a, b, x, y et
z. Comme les fragments présentent la méme évolution, leur somme est représentée sur la figure
5.2.8.

De 14 a 20 €V, on observe la disparition des pertes de molécules neutres depuis I'ion
parent, tandis que I'abondance du peptide photo-ionisé M*+* augmente jusqu'a un maximum
autour de 21 eV. La perte de 44 Da depuis le peptide photo-ionisé radicalaire intact suit la
méme évolution que celui-ci, avec un rapport relativement constant quelle que soit I'énergie du
photon. Au dela de 22 eV, I'abondance du peptide M*** diminue doucement jusqu'a disparaitre
au dela de 300 eV. Les pertes de molécules neutres depuis M*+* suivent cette méme tendance.
La diminution du pic de photo-ionisation s'accompagne de |'augmentation de |'abondance des
fragments peptidiques avec |'énergie du photon. Ce comportement peut avoir au moins deux
causes : la premiere est |'augmentation du dépot d'énergie interne dans le peptide photo-ionisé
M4+ et la seconde est |I'apparition de la multi-ionisation du peptide aprés absorption d'un seul
photon énergétique. Nous allons discuter de ces processus par la suite.

Photo-absorption en couche de valence

La composition des spectres de masse a 14 et 22 €V présentés en figure 5.2.7 est globalement
en accord avec les spectres de photo-dissociation rapportés pour de plus petits peptides tels que
la leucine-enképhaline [45,182] et la substance P [44] aux mémes énergies, soit au dessus du
seuil d'ionisation. En effet, I'énergie d'ionisation de la leucine-enképhaline a été calculée a 8,87
eV [182], celle de la substance P a été mesurée a 10,3 eV [44]. De plus, les mesures de I'énergie
d'ionisation de plus grandes protéines montrent que celle-ci augmente avec I'état de charge du
peptide [214], comme dans le cas de |'ubiquitine dont I'énergie d'ionisation est comprise entre
~ 12 et ~ 14 eV pour les états de charge de 4+ a 9+. Le fait que I'on observe le peptide
photo-ionisé intact apres absorption d'un photon de 14 €V est donc cohérent avec ces résultats.
Les études sur la leucine-enképhaline et la substance P révelent des pertes de molécules neutres
depuis I'ion parent et depuis le peptide photo-ionisé intact, ainsi qu'une variété de fragments
provenant de ruptures des liaisons peptidiques. Dans le cas de la substance P, les nombreuses
pertes de molécules neutres sont attribuées a des pertes de chaines latérales des différents acides
aminés [44]. D'autre part, pour la photo-absorption de la leucine-enképhaline [45], une perte de
H,O de la tyrosine ou du C-terminal, et une perte de 107 Da attribuée a la chaine latérale de
la tyrosine sont observées depuis le peptide parent, pour des photons d'énergie comprise entre
6 et 14 eV. Par conséquent, nous pouvons supposer que les molécules neutres perdues par les
peptides M3+ et M#** viennent des chaines latérales.

Depuis I'ion précurseur M3*, la perte de 18 Da est attribuée a H,O et peut, dans le cas
du peptide PK-26, provenir des chaines latérales de différents acides aminés contenus dans le
peptide (Ser, Thr, Asp et Glu), cependant nous ne pouvons pas écarter ici la possibilité que
cette perte provienne du groupe carboxylique de I'extrémité C-terminale. La perte de 44 Da,
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5.2 Stabilité d’une séquence peptidique du collagéne

attribuée a CO,, peut quant a elle mettre en jeu les chaines latérales de |'acide aspartique
et/ou de I'acide glutamique. Le fait qu'une telle perte n'ait pas été observée dans le cas de la
leucine-enkephaline, qui ne contient pas ces acides aminés, suggere qu’elle ne provient pas du
C-terminal. De méme, nous attribuons la perte de 30 Da a la molécule CH,O correspondant a
la chaine latérale de la sérine.
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Figure 5.2.9 : Zoom sur la région de peptide photo-ionisé radicalaire intact M*** et les pertes de
molécules neutres associées pour le spectre de masse obtenu aprés absorption d’un photon de 22 eV.

Depuis le peptide photo-ionisé radicalaire (figure 5.2.9), nous pouvons effectuer la méme
attribution que depuis le peptide parent pour les pertes de 30 et 44 Da. La perte de 72 Da
non observée depuis le peptide parent peut correspondre a C;H,COO (chaine latérale de I'acide
glutamique) ou a C4H1oN (chaine latérale de la lysine). Toutefois, on peut noter que la perte de
la chaine latérale de la lysine aprés photo-ionisation de la substance P n'est pas observée [44],
ce qui suggere que cette perte provient de I'acide glutamique.

La diminution rapide de |'abondance des pertes de molécules neutres depuis le peptide
parent avec |'augmentation de I'énergie du photon, une tendance opposée a celles depuis le
peptide photoionisé, et le fait qu'elles ne soient pas observées ni en CID (voir annexe A) ni a
220 nm, suggere qu’elles sont produites par une photo-excitation dissociative sans ionisation
du peptide via des processus hauts en énergie. Cette observation est en accord avec les travaux
du groupe J.P. Reilly 3 157 nm [31,33]. A I'inverse, I'abondance de M*** et des pertes de
molécules neutres depuis M**+*® suivent la méme évolution en fonction de I'énergie du photon
absorbé. Ceci suggere plutot des processus bas en énergie, qui pourraient mettre en jeu le
radical créé par l'ionisation du peptide.

A présent, nous allons nous intéresser en particulier a la perte de CO, qui est la perte de
molécule neutre majoritaire apres photo-ionisation. Il a été montré dans le cas des polypep-
tides radicaux cations [DGR]*™® [215] et [AADAR]"™* [216] que la perte de CO, depuis I'acide

159



5 Etude de la stabilité de peptides de collagéne aprés photo-absorption

aspartique est la voie de dissociation majoritaire car basse en énergie (la barriére d'énergie
potentielle a été calculée a environ 1,3 eV) [215]. De plus, une énergie d'activation de 1,25 eV
pour cette voie de dissociation radicalaire, plus basse en énergie que celle de la perte de COOH®*
et que la fragmentation du squelette du peptide, a été mesurée [217]. Dans le cas du tripeptide
radical cation [DGR]**, cette perte de CO, est plus abondante depuis la chaine latérale de
I'acide aspartique que depuis le groupe carboxylique de I'extrémité C-terminale [215]. Elle est
générée par la migration du radical (électron célibataire) sur le C, de I'acide aspartique suivie
d'un transfert de H depuis le groupement carboxylique de I'acide jusqu'au C, ou a I'oxygene
de la liaison peptidique du cété du N-terminal de I'acide aspartique (figure 5.2.10). On peut
noter que cette perte de CO, laisse le radical sur le peptide qui peut alors induire de nouvelles
réactions radicalaires [218]. Cette perte de CO, est aussi observée depuis le peptide radicalaire
[DRVYIHPF+H]?** produit par ionisation du peptide protoné avec un laser IR femtoseconde
et est attribuée a une perte de la chaine latérale de I'acide aspartique [219].

Ainsi, en considérant ces mécanismes de dissociation induits par le radical et compte tenu
de l'intensité du pic correspondant observé expérimentalement (figure 5.2.9), I'acide aspartique
apparait comme le site le plus favorable de migration du radical pour le [PK26-P+3H]***, pou-
vant expliquer |I'importante abondance de la perte de CO, aprés photo-ionisation, comparable
a celle du radical cation intact.

[ (I)I -CO, [l (l
§—9H—C—NH—,C\~C—NH—QH—§ —z, §—c|:H—c—NH—c|:H-c—NH—c|H—§
R iy IfH R R H,C' R
0

0

Figure 5.2.10 : Processus pour la perte de CO,, depuis la chaine latérale de I'acide aspartique,
initiée par le radical [215].

Nous pouvons ajouter que dans le cas du peptide radical cation de type z [H-AAEEAAR]**,
les pertes de neutres observées depuis la chaine latérale de I'acide glutamique correspondent
majoritairement aux pertes de CH,COOH* (56 Da) et CH,CHCOOH (72 Da) [216]. Ce dernier
est cohérent avec nos observation et donc a notre attribution de la perte de CO, a I'acide
aspartique. Plusieurs travaux réalisés sur des peptides radicaux cations [220-222] et des peptides
ionisés par impact d'électron (20-100 €V) [87] présentent les mémes pertes de chaines latérales
(Asp, Glu, Ser) que nous observons depuis le peptide PK26 photo-ionisé, ce qui confirme notre
hypothese.

De plus, pour I'attribution de la perte de 72 Da, on peut noter que les pertes de molécules
neutres depuis la chaine latérale de la lysine par des mécanismes radicalaires sont C3HgN®
(58 Da) et C4HgN(71 Da). Ainsi une perte de 72 Da correspondrait a une perte de la chaine
latérale de la lysine protonée, qui impliquerait une modification de |'état de charge du peptide,
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ce qui n'est pas observé. Ceci nous permet de confirmer |'attribution a une perte de la chaine
latérale de I'acide glutamique. On peut aussi noter que dans le cas de I'impact électronique,
le peptide ionisé radicalaire perd uniquement des molécules neutres et non des radicaux [87].
Comme les spectres de masse obtenus par ionisation de peptides par photons et par électrons
présentent de nombreuses similitudes [44, 87, 88|, nous pouvons supposer que des processus
similaires ont lieu, ce qui peut expliquer pourquoi nous n'observons pas la perte de CH,COOH®*
de |'acide glutamique.

En conclusion, cette analyse suggere que les pertes de chaine latérale depuis le peptide
photo-ionisé impliquent des processus radicalaires. Cette hypothese est d’ailleurs aussi appuyée
par le fait que, dans les expériences d'ionisation de peptides protonés par laser IR femtoseconde,
I'observation de pertes de chaine latérale pour une variété d'acides aminés a également été
attribuée a des mécanismes radicalaires [219,223].

Photo-absorption en couche interne 1s

Le spectre de photo-absorption du [PK26-P+3H]** en couche interne du carbone (£, =
288 eV) ressemble a celui obtenu pour la leucine-enkephaline (557 Da) par O. Gonzalez-Magafia
et co. [49] a la méme énergie. Leurs spectres de masse ne leur permettent pas de différencier
le peptide photo-ionisé intact du fragment bs™, et ne contiennent pas de pics correspondant
au peptide multi-ionisé intact mais présentent une forte proportion de fragments monochargés
de petite taille (m/q < 150).

En revanche, ces expériences présentent des résultats complétement différents de ceux de
A. Milosavljevi¢ et co. obtenus sur le cytochrome C (12 kDa) [35] et I'ubiquitine (8,5 kDa) [47].
Ces expériences montrent que ces protéines perdent jusqu'a trois électrons apres absorption d'un
photon et restent majoritairement intactes apres photo-ionisation : seules des pertes de CO,
depuis les protéines photo-ionisées radicalaires ont été observées, mais aucune fragmentation
du squelette.

Ainsi, il semble donc que la taille d'une molécule ait un rdle a jouer sur sa stabilité apres
multi-ionisation par absorption d'un photon X : les plus grands (ubiquitine et cytochrome c)
ne fragmentent pas, ce qui peut étre dii a leur capacité a répartir I'excés d'énergie dans de
plus nombreux degrés de liberté [48] ou a minimiser la répulsion coulombienne induite par
I'ionisation multiple, par exemple en se dépliant, de facon plus efficace que pour les plus petits
(Leu-enk et PK26-P). Ces observations suggerent que la production intensive de fragments de
faible rapport m/q peut étre engendrée par la multi-photo-ionisation. Dans notre cas, comme
les fragments observés pour les photons X sont présents dés 25 €V, il est probable que ces
fragments proviennent aussi du peptide multi-ionisé. Ces observations font donc apparaitre qu'il
y a une coexistence des processus d'ionisation simple et multiple sur la large gamme d'énergie
de photon étudiée (d'une trentaine a quelques centaines d'eV). Ceci est cohérent avec les
résultats de multi-ionisation de protéine par impact d'électrons dans la gamme d’énergie 30 -
100 eV [87,224] et avec les seuils de double ionisation mesurés pour des petites molécules [225].
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En résumé, l'ionisation simple est reflétée dans le cas de ce peptide par la présence du
peptide photo-ionisé radicalaire intact accompagné d'une variété de pertes de chaine latérale,
attribuée a des dissociations induites par le radical, dont la perte de CO, depuis |'acide aspar-
tique est majoritaire. Toutefois, |'ionisation multiple ne laisse pas ce peptide intact et pourrait
se traduire par la formation de fragments de petite taille. De plus, la similitude des fragments
produits avec des photons X aprés excitation des électrons 1s du carbone, de |'azote et de
I'oxygene, tend a montrer que le site d'ionisation a peu d'influence sur le type d'ions produits
(a, b, ¢, x, y ou z). C'est donc un effet de I'ajout, par la multi-ionisation, de plusieurs charges
positives et/ou sites radicalaires sur le peptide, ainsi que |'augmentation de I'énergie interne
déposée avec |'augmentation de I'énergie du photon, qui pourraient étre a I'origine de cette
fragmentation intense sans mémoire du site d'absorption du photon.

5.2.3.2 Peptide [PK26-P+4H]** : influence de I'état de charge

La figure 5.2.11 présente les spectres de photo-absorption du peptide [PK26-P+4H]**,
noté M**, 3 14, 22, 150, 288 et 538 €V. Nous observons le méme comportement général que
dans le cas du peptide triplement chargé & mesure que I'énergie du photon augmente. A basse
énergie on observe majoritairement le peptide photo-ionisé M5** intact ainsi que les mémes
pertes de molécules neutres depuis les peptides parent et ionisé que pour M3*, la perte de
CO, étant majoritaire dans tous les cas. Pour des énergies de photon supérieures a 300 eV,
M5+* disparait et les spectres de masse deviennent semblables aux spectres du M3+, avec les
fragments majoritaires a; ", z; T, by ™, bs™ et (xp-H,0) ™.

On observe cependant deux différences notables entre les peptides trois et quatre fois
protonés. La premiere est la plus grande variété de fragments issus de la rupture des liaisons
peptidiques. Notamment sur le spectre de photo-absorption a 14 €V, une vingtaine de fragments
de types a, b, c, X, y et z sont observés contre seulement cinq fragments sur le spectre de photo-
absorption du M3* 3 la méme énergie. La seconde différence est la forte atténuation de la voie de
dissociation impliquant la perte de CO, depuis le peptide photo-ionisé radicalaire. Comme nous
I'avons vu précédemment, la perte de CO, depuis la chaine latérale de I'acide aspartique peut
étre expliquée par un mécanisme mettant un jeu le radical créé par la photo-ionisation. Dans le
cas du M**, I'ajout d'un proton peut altérer la conformation du peptide, passant d'une structure
compacte a une structure plus dépliée. |l a de plus été montré que ce type de modification de
structure, liée a I'état de protonation de peptides et de protéines en phase gazeuse, induit une
diminution de la capacité de migration des radicaux [226]. Notre observation apparait donc
cohérente avec ce phénoméne : la structure dépliée du M** rendrait le C,, de I'acide aspartique
moins accessible au radical et diminuerait donc la probabilité de cette voie de dissociation.

Pour vérifier si la modification de I'état de charge initial du peptide influe effectivement
sur sa structure, nous avons réalisé des simulations de dynamique moléculaire par échange de
répliques (REMD : Replica-Exchange Molecular Dynamics [227]). Les détails de ces simulations
sont donnés en annexe C. Les conformations de plus basse énergie obtenues par ces simula-
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Figure 5.2.11 : Spectres de masse de photo-absorption du peptide [PK26-P+4HJ** pour 14, 22, 150,
288 et 538 €V. La ligne pointillée représente I'emplacement du pic parent a m/q = 570, apparaissant
négatif sur ces spectres. Les traits de méme couleur correspondent a la rupture de la méme liaison
peptidique. Les astérisques indiquent des pics de pollution.

tions pour les peptides [PK26+3H]3* et [PK26+4H]**, sont présentées dans la figure 5.2.12.
La structure de ce dernier apparait effectivement plus dépliée, confirmant ainsi I'hypothese
précédente.

Il est donc possible ici que le dépliement du peptide par I'ajout d'un proton permette au
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[PK26-P+3H]3*

C-term

[PK26-P+4H]*

N-term

Figure 5.2.12 : Conforméres de plus basse énergie obtenus par calculs REMD. Les trois lysines sont
protonées dans le cas du peptide [PK26+3H]**. Le peptide [PK26+4H]** a un proton supplémentaire
sur le N-terminal. Les atomes H, C, N et O sont, respectivement, en blanc, gris, bleu et rouge.

radical d'accéder a d'autres sites que pour le peptide [PK26-P-+3H]3*. Ceci pourrait ouvrir de
nouvelles voies de dissociation impliquant le radical et étre a |'origine de la plus grande variété de
fragments observés. Un effet comparable a été observé par Xu et co. [215] en substituant, sur le
tripeptide [DGR]**, un hydrogéne du C, par un groupement methyl (-CH3). Cette modification
rend le C,, défavorable a la présence du radical et empéche ainsi la perte de CO,. L'activation
(CID) de ce peptide modifié entraine la formation de l'ion y,* intense, originellement absent
du spectre d'activation du peptide [DGR] ™.

Un comportement induit par un effet de I'état de charge initial tel que nous I'observons
ici, n'a, a notre connaissance, jamais été rapporté dans la littérature dans le cas de la photo-
ionisation de peptides dans cette gamme d’énergie.

5.2.3.3 Peptides PK26-Hyp : influence de I’hydroxylation

Comme dans le cas de la photo-absorption dans I'UV a 220 nm, les spectres de masse
des peptides hydroxylés [PK26-Hyp+3H]3* et [PK26-Hyp+4H]**+ dans la gamme d'énergie des
photons VUV et X étudiée, sont globalement similaires a ceux du peptide PK26-P présentés pré-
cédemment. Toutefois, les spectres de photo-absorption dans le VUV présentent tout de méme
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une différence remarquable parmi les pertes de molécules neutres depuis les peptides photo-
ionisés : I'augmentation de la perte de H,O, en particulier pour le peptide [PK26-Hyp+4H]**.

[PK26-P +3H]?* [PK26-P +4H]* [(PPG)yo +2H]*
m/q m/q m/q
550 555 560 565 570 440 445 450 455 820 830 840 850
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[PK26-Hyp +3H]** [PK26-Hyp +4H]* [(PHYpPG)1o +2H]*

Figure 5.2.13 : Comparaison des spectres de masse, dans la région du peptide photo-ionisé, pour
les peptides [PK26-P+3HP*, [PK26-P+4H]**, [(PPG)10+2HJ?* et les peptides hydroxylés [PK26-
Hyp+3H[?*, [PK26-Hyp+4H]**, [(PHypG)i0+2H[?* aprés absorption d'un photon de 150 eV.

Cet effet est mis en évidence dans la figure 5.2.13. Comme décrit précédemment, les spectres
de masse des peptides [PK26-P+3H]** et [PK26-Hyp+3H]3* présentent les mémes pertes de
chaines latérales : CH,O (30 Da), CO, (44 Da) et C,H,COO (72 Da), respectivement depuis
la sérine, I'acide aspartique et I'acide glutamique. Toutefois, dans le cas du peptide hydroxylé,
un pic de faible intensité apparait et correspond a une perte de H,O (18 Da) depuis le peptide
photo-ionisé radicalaire.

Cet effet est bien plus marqué dans le cas des peptides [PK26-P+4H]**+ et [PK26-Hyp+4H]**.
On peut déja noter dans le cas du [PK26-P+4H]** la présence d'un faible pic attribuable a
une perte de molécule d'eau, mais dans le cas du peptide [PK26-Hyp+4H]** ce pic devient
majoritaire parmi les pertes de molécules neutres depuis le peptide photo-ionisé. Il est aussi
intéressant de noter que ceci s'accompagne d'une diminution de l'intensité du peptide ionisé
intact, ce qui est cohérent avec sa dissociation. De méme que pour les autres pertes de molé-
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cules neutres depuis le peptide photo-ionisé, ce pic [M-H,O]>** suit I'évolution avec |'énergie de
M>3*e ce qui suggere le méme type de processus de formation que les autres pertes de chaines
latérales, mettant en jeu le radical formé par la photo-ionisation.

La perte de H,O par des peptides protonés provient le plus souvent des chaines latérales
de la sérine et de la thréonine, et dans le cas d'activation par CID, implique un transfert
de proton qui requiert une certaine mobilité ou proximité de la charge [228-230]. On peut
d'ailleurs noter que dans le cas des peptides radicaux cations GSR™ et GTR™® activés par
CID, la perte de H,O est majoritaire devant OH® (que nous n'observons pas). Cependant, dans
notre cas, si ces deux acides aminés étaient impliqués dans la perte de H,O observée, il ne
devrait pas y avoir de différence entre les peptides PK26-P et PK26-Hyp ; cette hypothése peut
donc, a priori, étre exclue. De plus, O. Gonzélez-Magafia et co. [186] n'ont pas observé de
perte de H,O par photo-absorption du peptide YG1oF au-dessus du seuil d'ionisation, ni depuis
les chaines latérale de ce peptide, ni depuis le groupement carboxyle du C-terminal. D'autre
part, K. Gupta et co. [231] ont observé une perte de H,O induite par I'activation (CID) du
fragment [z10+K]** de I'antiamoebine I, contenant deux résidus d'hydroxyproline auxquels ils
attribuent cette perte de molécule neutre. Comme ce fragment est chargé positivement par un
ion potassium et non par un proton, cette perte est cohérente avec un processus impliquant
le radical. Nous pouvons donc faire I'hypothése que cette perte de molécule d’eau vient de la
chaine latérale de I'hydroxyproline, qui contient un groupement -OH.

Ainsi, I'augmentation de la perte de H,O lorsque celle de CO, diminue entre les peptides
[PK26-Hyp+3H]** et [PK26-Hyp+4H]** peut aussi &tre attribuée a la diminution de la mobilité
du radical. En effet, I'accés a I'une des trois hydroxyprolines réparties dans le peptide devient
alors plus probable que I'accés a I'acide aspartique.

Le role de I'hydroxyproline dans ce processus a été testé par des expériences supplémentaires
réalisées sur les deux peptides modeles [(PPG)10+2H]** et [(PHypG)10+2H]?*, dont la longueur
est similaire a celle du peptide PK26 mais ne comprenant que deux chaines latérales différentes :
celles de la proline et de |'hydroxyproline. La figure 5.2.13 présente les spectres de masse de
ces deux peptides dans la région du peptide photo-ionisé M3** obtenus a la méme énergie que
pour les peptides PK26. Dans le cas du PPG, nous observons deux pics de tres faible intensité
attribués a des pertes de H,O et de CO, depuis le groupement carboxylique du C-terminal
du peptide photo-ionisé puisque seul celui-ci contient un groupement -OH. Dans le cas du
PHypG, 'augmentation de la perte d'eau est flagrante, ce qui renforce I'hypothese formulée
précédemment. |l est intéressant de remarquer que malgré les dix hydroxyprolines présentes
dans ce peptide, nous n'observons pas la perte de plusieurs molécules d'eau, indiquant que le
photon absorbé n'entraine pas la migration du radical vers un autre site et des dissociations
en cascade. Ceci est cohérent avec les résultats de la littérature et ceux obtenus sur le peptide
PK26.

Il est intéressant d'interpréter cet effet comme une déshydratation du collagene pouvant
déstabiliser sa structure. En effet, I'"hydroxyproline est connue pour augmenter la stabilité ther-
mique de la structure en triple hélice du collageéne en phase liquide [156,158] (voir section 5.1.1).
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La perte du groupement hydroxyle de cet acide aminé peut ainsi entrainer une diminution de
la stabilité de la structure et provoquer la désagrégation de I'hélice de collagene. |l serait donc
intéressant de pouvoir explorer |'influence de I'hydroxyproline et de sa déshydratation sur la
stabilité de la triple hélice en phase gazeuse sur un peptide modele du collagene. C'est I'objectif
d'une étude commencée récemment dans notre groupe.

5.3 Stabilité d’'un modele de la triple hélice du collagene

Pour étudier I'influence de la structure géométrique sur les processus de dégradation du
collagene, nous nous sommes récemment intéressés au modele de la triple hélice du collagene
((PPG)10)3. Les résultats des expériences d'irradiation par des photons VUV et X sont présentés
dans cette section.

5.3.1 Peptide modeéle de la triple hélice du collagéne ((PPG)10)3

Comme il a été présenté précédemment dans la section 5.1.1, la protéine de collagéne
(~ 300 kDa) est composée de trois sous-unités (monomeres) formant une structure hélicoidale
particuliere. L'enroulement de cette structure est notamment rendu possible par la répulsion
des nombreuses prolines présentes dans les monomeres. La répétition de la glycine tous les
trois acides aminés permet de créer de nombreuses liaisons hydrogenes entre les monomeres,
apportant une grande stabilité a la structure entiére. On peut ajouter que le fort compactage
de cette hélice chasse les chaines latérales des acides aminés vers |'extérieur de la structure.

Pour étudier les propriétés de la structure particuliere en triple hélice du collagene, nous
nous sommes intéressés a un peptide modeéle de petite taille. Ce modéle de triple hélice, que I'on
notera Th par la suite, est un trimere formé de peptides liés de maniére non-covalente, chacun
étant composé de dix répétitions du motif PPG. Chaque monomere (PPG);o a une masse
moyenne de 2531 Da, soit une masse de 7593 Da pour le trimére ((PPG)19)s. La répétition du
motif PPG lui permet de former une structure en triple hélice stable en solution [156-158]. A
notre connaissance, ce modéle n'a jamais été étudié en phase gazeuse. On peut noter qu’en
I'absence d'acides aminés possédant des chaines latérales basiques, les azotes des prolines sont
les sites de protonation les plus probables.

La figure 5.3.1 présente le spectre de masse en sortie de la source ESI d'une solution du
modele de la triple hélice acquis sur le dispositif Paultje (voir section 5.1.3.2). On observe
les monoméres protonés M2+ et M3+ aux rapports m/q = 1266,4 et 844,6 respectivement,
ainsi que le trimére protoné Th’* a m/q = 1085,6. Nous ne pouvons pas étre ici certains de
la structure du trimeére, cependant |'absence de dimére sur ce spectre de masse suggere que
ce complexe n'est pas formé par agrégation dans la source. De plus, le fait que la structure
en triple hélice de ce peptide soit stable en solution a température ambiante [156] permet de
supposer que cette structure est conservée avant le processus de mise en phase gazeuse de la
source ESI. On peut rappeler ici que les ions produits dans la source ESI traversent un funnel
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Figure 5.3.1 : Spectre de masse en sortie de source ESI d'une solution du modéle de la triple hélice
((PPG)10)3 dans un mélange eau et méthanol (50/50 en volume). Les pics majoritaires correspondent
aux monomeéres deux et trois fois protonés [(PPG)19+2HJ?* et [(PPG)10+3HP" respectivement a m/q
= 1266,4 et m/q = 844,6 et noté M?* et M3*. Le modéle de triple hélice protoné [((PPG)10)3+7H]"*,
noté Th™*, apparait a8 m/q = 1085,6.

a une pression d'environ 0,4 mbar, dans lequel ils subissent un grand nombre de collisions avec
le gaz. Ainsi, la présence des monomeres sur le spectre de masse nous indique qu'une partie
des triméres dissocient en monoméres par collisions dans le gaz (CID). Ce type de processus a
notamment été décrit dans la littérature pour des complexes non covalents protonés [232-234].
De plus, le fait d'observer les monoméres aux états de charge 2+ et 3+ apparait cohérent avec
la distribution statistique la plus probable des protons dans le trimére. On ne peut cependant pas
exclure que la dissociation puisse se produire en solution ou pendant la lise en phase gazeuse.

De méme que pour le peptide PK26-P présenté précédemment, nous observons distincte-
ment, dans le cas du monomere triplement protoné, les complexes formés par substitution d'un
proton par un ion de sodium et de potassium. L'épaulement a la droite du pic correspondant a
Th'* suggére que ces complexes sont aussi formés dans le cas du modeéle de la triple hélice.

5.3.2 lonisation et dissociation du monomére (PPG)g

Afin de distinguer les effets de la complexation a partir des spectres d'irradiation du modele
de la triple hélice, nous avons réalisé des expériences de photo-absorption sur le peptide isolé
[(PPG)10+3H]3* avec des photons VUV de 12 a 28 €V, ainsi qu'a 150 et 288 eV sur le peptide
[(PPG)10+2H]%*.
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5.3.2.1 Peptide [(PPG)19+3H]3*, de 12 a 28 eV

La figure 5.3.2 présente les spectres de photo-absorption du peptide triplement protoné
pour des photons d'énergies £, de 14, 20 et 28 eV. Ces spectres sont similaires a ceux obtenus
dans la méme gamme d'énergie que pour les peptides [PK26-P+3H]3* et [PK26-P+4H]** :
nous observons le peptide photo-ionisé radicalaire intact et la fragmentation du squelette.
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Figure 5.3.2 : Spectres de masse de photo-absorption du peptide [(PPG)i0+3H]P* pour 14, 20 et
28 eV. La ligne pointillée représente I'emplacement du pic parent 3 m/q = 844,6 d'intensité négative
sur ces spectres. Les traits de méme couleur correspondent a la rupture de la méme liaison peptidique.
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A 14 eV, le spectre est dominé par des fragments produits par des ruptures de liaisons
peptidiques réparties sur I'ensemble du squelette. Nous observons les fragments y,* (m/q =
173), by™ (m/q = 349) et ys™ (m/q = 424) peu intenses, venant s'ajouter 3 une série de
fragments, majoritaires, attribués a bz, " et y3,™ (n = 1 a 5), s'étendant sur toute la gamme de
m/q présenté. En augmentant |'énergie du photon de 14 a 28 €V, la fragmentation du peptide
est réduite et les spectres deviennent fortement dominés par le pic correspondant au peptide
photo-ionisé radicalaire intact M*** a m/q = 663,4. Ce pic est accompagné a sa droite des
complexes avec Na, K et/ou H,O (figure 5.3.3). Les intensités relatives de ces pics par rapport
a celle du M#** sont identiques a celles des complexes avec le peptide parent avant ionisation
présentés dans le spectre de la figure 5.3.1, suggérant que la photo-ionisation ne provoque pas
la dissociation de ces complexes non-covalents.
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Figure 5.3.3 : Comparaison des pics correspondants au peptide parent M3+ (bleu, abscisse su-
périeure) et au peptide photo-ionisé intact M** (rouge, abscisse inférieure) aprés absorption d'un
photon de 14, 18 et 28 €V.

Il est intéressant de remarquer que nous observons une perte de H,O trés peu intense depuis
le peptide parent sur le spectre a 14 eV (elle est plus intense a 13 eV, voir la figure 5.3.4). De
méme, nous observons, avec de trés faibles abondances, des pertes de molécules neutres depuis
le peptide photo-ionisé, correspondant a H,O et CO,. Comme ce peptide ne possede pas de
chaine latérale pouvant correspondre a ces pertes de molécules neutres, nous les attribuons au
groupe COOH du C-terminal. Ceci est cohérent avec les observations du peptide PK26-P et
PK26-Hyp dont les pertes de H,O et de CO, plus intenses ont été attribuées a des pertes de
chaines latérales du peptide et non au C-terminal.

On peut noter que les fragments bz,™ et y3,™ peuvent étre produits par fragmentation
secondaire des ions de types y3,* avec m > n. Ceci pourrait expliquer pourquoi nous obser-
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vons une augmentation de l'intensité des fragments lorsque n diminue. De plus, a cause de la
répétition du motif PPG dans le peptide, les pics correspondant aux fragments bz, ™ peuvent
présenter une contribution des fragments bg,2* qui possédent des rapports m/q identiques. On
note aussi qu'a I'exception du fragment y3™ qui est le fragment majoritaire sur ce spectre, les
fragments bz, ™ sont toujours plus intenses que les y3, ™, suggérant une plus faible stabilité de ces
derniers et leur fragmentation successive pouvant, au bout du compte, mener a la production
de I'ion y3*. Cette série de fragments est formée par ruptures des liaisons peptidiques Gly-Pro,
en accord avec des études menées sur ces peptides irradiés en phase liquide par rayonnement
UV [157]. La liaison Gly-Pro semble donc étre plus fragile que la liaison peptidique Pro-Gly, ceci
étant cohérent avec le site de rupture préférentiel du c6té du N-terminal des prolines [204,205].

Pour obtenir davantage d'informations sur la réponse de ce peptide a I'absorption d'un
photon VUV, nous montrons dans la figure 5.3.4 |'évolution de I'abondance du peptide photo-
ionisé intact M*+* et des fragments en fonction de I'énergie du photon, de 12 a 28 eV. Comme
les différents fragments du squelette du peptide ont la méme évolution en fonction de |'énergie,
nous présentons également la somme de leurs abondances sur la figure 5.3.4. Pour £, < 14 eV,
la pollution des photons de plus haute énergie des harmoniques supérieures du rayonnement
synchrotron contribue abondamment a la production du peptide photo-ionisé mais est négli-
geable pour celle des différents fragments. L'abondance du peptide photo-ionisé n’est donc pas
représentée sur ce graphique en-deca de 14 eV.
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Figure 5.3.4 : Abondances relatives des différents ions formés aprés absorption d'un photon entre
12 eV et 28 eV par le peptide [(PPG)io+3HP.

Nous observons pour |'évolution du photo-ion intact M*** la méme tendance que dans le
cas du peptide [PK26-P+3H]3* : son abondance augmente avec I'énergie du photon jusqu'a
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environ 20 eV puis diminue doucement. Pour les fragments, nous observons la tendance inverse :
leur abondance diminue avec |'énergie du photon absorbé, les courbes se croisant autour de 17
eV. Ceci suggere que la fragmentation n'est pas due a l'ionisation du peptide pour des photons
d'énergie inférieur a 20 eV. Ce comportement est globalement cohérent avec le cas du [PK26-
P+3H]3>* ou la photo-ionisation entraine majoritairement des pertes de molécules neutres et
peu de fragmentation du squelette.

L'évolution de la fragmentation du peptide [(PPG)1o+3H]** présente un maximum de
production piqué a 13 eV surplombant une structure plus large centrée autour de 15 eV. Comme
la fragmentation et la photo-ionisation présentent des dépendances en énergie opposées,nous
pouvons attribuer ces structures a des transitions vers de hauts états d'excitation électronique
du peptide sans ionisation. De telles structures ont été observées dans le cas de la leucine-
enképhaline [182], présentant un maximum local a 15 €V et une structure large centrée autour
de 20 eV. Ces structures sont toutefois significativement plus haute en énergie que la transition
électronique ™ — 7* résonante du squelette peptidique prédite autour 8-9 €V [235,236]. Un
tel pic de photo-dissociation centrée a 13 eV, comme dans notre cas, a été observé dans le
cas du cyclopropane neutre par le peuplement d'un état électronique hautement excité via une
transition mo* [237-239]. Tout comme le cyclopropane, la chaine latérale de la proline est
cyclique et aliphatique, ce qui suggere qu'une telle transition est a I'origine du pic observé a
13 eV, dont la grande intensité est, de plus, cohérente avec la composition en proline de ce
peptide : 20 des 30 acides aminés du peptide sont des prolines.

[l a aussi été observé que le rendement de la photo-dissociation de molécules organiques
neutres diminue en méme temps que celui de la photo-ionisation augmente dans la gamme
d'énergie de photon VUV de 10 a 20 eV, ce qui a été attribué a la convergence des états
hautement excités de la molécule neutre vers |'état fondamental de la molécule ionisée [240].
Ainsi, la coexistence a une énergie de photon donnée de I'excitation et de la dissociation
du peptide suggere qu'un unique photon peut sonder une gamme d'orbitales moléculaires de
valence. Ceci apparait cohérent avec les résultats expérimentaux de photo-émission de bande
de valence de la proline [192] et de dipeptides cycliques contenant une proline [241].

5.3.2.2 Peptide [(PPG)10+2H]?+, a 150 et 288 eV

Les spectres de la figure 5.3.5 sont, pour l'instant, les seules acquisitions réalisées sur le
monomere (PPG)1q sur la ligne de photons X U49-2_PGM-1, et présentent la photo-absorption
du peptide doublement protoné [(PPG)1o+2H]?* a 150 et 288 €V (électrons 1s du carbone). Ces
spectres présentent des similitudes avec ceux des peptides [(PPG)1o+3H]3* et PK26-P. Nous
observons le pic correspondant au peptide photo-ionisé radicalaire intact M3** (m/q = 844,6),
mais n'observons aucun pic correspondant au peptide ionisé plusieurs fois intact. Comme pour
le peptide [(PPG)10+3H]3* pour des photons VUV, nous observons les fragments by ™, ys* et
la série b3, ™ et y3,7 avec n = 1 a 4 ce qui est cohérent avec la fragilité de la liaison Gly-Pro
et suggere que I'état de charge n'altére pas la sélectivité de ces sites de fragmentation. Ces
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Figure 5.3.5 : Spectres de masse de photo-absorption du peptide [(PPG)10+2HJ?* pour 150 et 288
eV. La ligne pointillée représente I'emplacement du pic parent a m/q = 1266,4, négatif sur ce spectre.
Les traits de méme couleur correspondent a la rupture de la méme liaison peptidique. Les astérisques
indiquent des pics de pollutions.

spectres difféerent pourtant des spectres VUV par |'apparition de nombreux fragments dans une
gamme de m/q inférieure a 250. Nous attribuons ces pics aux fragments z,™ (m/q = 156),
yoT (m/q = 173), a™ (m/q = 167), bo™ (m/q = 195), co™ (m/q = 212) by™ (m/q = 98).
Quelques pics a m/q inférieur a 150 correspondent a des fragments internes contenant tous un
seul résidu de proline : z3,.1x3, (m/q = 140), z3,.2X30.1 (M/q = 139), X3n.123041 (M/q = 111),
et braxs (m/q = 125) et bragio (m/q = 126), ou k n'est pas un multiple de 3. Ces petits
fragments proviennent de ruptures des liaisons peptidiques Pro-Pro et Pro-Gly. Cet aspect de
la fragmentation du peptide est tout a fait cohérent avec nos observations sur le peptide PK26,
dont la taille est comparable a celle de (PPG)yg, apreés absorption d'un photon de 150 eV ou
d'énergie supérieure. Le fait que nous n'observions pas ici non plus le peptide intact plusieurs
fois ionisé suggere que ces fragments proviennent également de la dissociation du peptide aprées
multi-ionisation et par I'augmentation de |'énergie déposée par le photon.
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5 Etude de la stabilité de peptides de collagéne aprés photo-absorption

5.3.3 lonisation et dissociation du modéle de triple hélice ((PPG)19)3

Pour étudier le rdle de la complexation sur I'ionisation et la fragmentation du modéle de
la triple hélice du collagéne ((PPG)10)s (noté Th) en phase gazeuse, nous avons réalisé des
expériences de photo-absorption sur une gamme d'énergie de photon s'étendant de 14 a 288
eV. Les résultats présentés dans cette section ont été obtenus par irradiation du trimere isolé
[((PPG)10)3+7H]"* de rapport m/q = 1085,6.

La figure 5.3.6 présente les spectres de masse acquis pour E, = 14, 22, 150 et 288 eV.
D’un point de vue général, le comportement du trimere modeéle de la triple hélice aprés photo-
absorption suit celui observé pour les différents peptides présentés jusque 13. A basse énergie,
le trimére photo-ionisé intact Th8+* (m/q = 950) domine, alors qu’'a haute énergie, pour des
photons de 150 et 288 €V, les spectres de masse présentent une forte fragmentation donnant
principalement des ions de faible masse. Nous observons également les pics de m/q = 1266,4,
844.6 et 663,4 et attribués, respectivement, aux monoméres M2+, M3+ et M4+,

De la méme fagon que pour le monomeére (PPG)yo, la fragmentation intra-moléculaire
du trimére produit les ions bs,* et y3,* (n = 1 a 5), par rupture des liaisons Gly-Pro le
long du peptide. A 150 et 288 €V, nous observons aussi |'apparition de nombreux fragments
correspondant a des ruptures de liaisons Pro-Pro et Pro-Gly a des rapports m/q inférieurs a 250.
Ces fragments sont, la aussi, les mémes que ceux observés dans le cas du monomere, et sont
attribués aux ions by *, zoT, yoT, @™, boT, T, az T, by T, zsT et ysT ainsi qu'aux fragments
internes zsn.1X3n, Z3n-2X3n-1, X3n-1Z3n+1, €t bxak.1 et byraki 2, ou k n'est pas un multiple de 3.
Cependant malgré la similarité des spectres de photo absorption du trimere et du monomere
a 150 et 288 €V, on peut noter que les intensités relatives de ces petits fragments est réduite
dans le cas du trimere.

On remarque que comme dans le cas du monomére (PPG)1g, les complexes non covalents
entre le trimére et des ions de sodium et potassium restent intacts apres ionisation. Ceci est
illustré par la figure 5.3.7 dans laquelle sont superposés les pics Th’+ et Th8+* pour 14, 22 et 150
eV, et confirme que l'ionisation n'entraine pas la dissociation de ces complexes. La présence du
peptide photo-ionisé Th&+* dés 14 eV est cohérente avec le seuil d'ionisation mesurée a environ
13 eV de I'ubiquitine sept fois chargée, une protéine de taille similaire [60].

La présence des monoméres M2 et M3+t sur le spectre de masse obtenu a 14 €V est
cohérente avec le spectre de masse en sortie de la source ESI présenté précédemment en figure
5.3.1, dans lequel nous attribuons la présence de M2+ et M3+ a une dissociation de la triple
hélice par collisions avec le gaz dans le funnel. |l est donc probable que ces monomeres observés
apres photo-absorption résultent de la dissociation inter-moléculaire du peptide.

A 288 eV, le spectre est dominé par la photo-dissociation. Nous observons des pics intenses
correspondant aux monomeéres M2+ M3+ et M**. En supposant que le trimeére est effectivement
composé de monomeéres doublement et triplement protonés, la présence du monomere M*+ peut
s'expliquer par la dissociation de Th8** en monomeéres aprés ionisation d'un peptide M3+ au sein
du trimére. De méme, nous n'observons pas de monomere M>* qui serait formé par la double-
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Figure 5.3.6 : Spectres de masse de photo-absorption du modéle de la triple hélice du collagéne
[((PPG)10)3+7H]"* pour 14, 22, 150 et 288 eV. La ligne pointillée indique I'emplacement du pic
parent Th’* 3 m/q = 1085,6, apparaissant négatif sur ces spectres. Le complexe photo-ionisé intact
Th®** est indiqué par un trait rouge 3 m/q = 950. Les monoméres M?* (m/q = 1266,4), M+ (m/q
= 844,6) et M* (m/q = 633,7) sont repérés par des traits bleus. Les fragments autres que les séries
bsn™ et y3n™ ne sont pas identifiés sur les spectres mais sont notés sur le schéma en entéte (voir dans
le texte).

ionisation de M3*, nous pouvons donc supposer que la double photo-ionisation du peptide M2+
ne contribue pas au pic du M**. Ceci serait dii a un processus de dissociation précédent une
multi-ionisation. Toutefois, il est surprenant de ne pas observer de trimére doublement ionisé
Tho*** compte tenu de la masse de ce systéme (7,6 kDa), relativement proche de celle de
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Figure 5.3.7 : Comparaison des pics correspondant au peptide parent Th’* (bleu, abscisse su-
périeure) et au peptide photo-ionisé intact Th®** (rouge, abscisse inférieure) aprés absorption d’un
photon de 14, 22 et 150 €V.

I'ubiquitine (8,5 kDa), une protéine qui, elle, survit a la multi-photo-ionisation [47]. Cela pourrait
étre di au fait que la double ionisation dépose systématiquement beaucoup d'énergie interne
dans le systeme, dont les liaisons hydrogénes sont alors rompues. Ceci entraine la dissociation
en monomeres d'un trimére, tandis que les protéines peuvent rester intactes, méme sans leurs
liaisons hydrogénes.

La figure 5.3.8 permet de rendre compte de |'évolution des processus d'ionisation et de dis-
sociation du systeme en fonction de I'énergie du photon absorbé, entre 14 et 288 eV. Comme
détaillé précédemment, a 14 €V, la photo-ionisation est le processus dominant face aux frag-
mentations inter- et intra-moléculaire. Lorsque |'énergie du photon absorbé augmente jusqu'a
20-22 ¢V, le rendement de la photo-ionisation augmente jusqu’'a un maximum tandis que les
fragmentations inter- et intra-moléculaires diminuent, en accord avec les observations faites
dans le cas du monomeére [(PGG)10+3H]3". Ainsi, entre 14 et 22 €V, la fragmentation inter et
intra-moléculaire de la triple hélice peut étre attribuée a une photo-excitation du peptide sans
ionisation, apres conversion de |'énergie du photon en énergie interne ro-vibrationnelle. Au dela
de 22 eV, le rendement de la photo-ionisation décroit tandis que la fragmentation augmente
progressivement jusqu'a devenir le processus dominant dans la gamme des photons X. Ceci
suggere que |'énergie interne déposée dans le peptide ionisé Th®+® augmente avec |'énergie
du photon et entraine sa fragmentation inter- et intra-moléculaire. De maniére intéressante, la
dissociation de la triple hélice en monomeres ré-apparait vers 26 €V, a plus basse énergie que les
processus de dissociation intra-moléculaire. Cette tendance est cohérente avec la séparation du
trimere en monomeres, suivie de leur fragmentation. De plus, le fait qu'aucune fragmentation
intra-moléculaire ne soit observée entre 20 et 30 eV est une différence notable avec le cas du
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monomeére [(PGG)10+3H]3", suggérant un effet de la taille et de la complexation du systeme.
En effet, le systéeme a trois fois plus de degrés de liberté et possede de nombreuses liaisons
hydrogenes qui doivent étre brisées pour séparer les trois peptides, deux caractéristiques qui
augmentent |'énergie de dissociation du trimere par rapport au monomere.

De plus, il est intéressant de noter que nous n'observons pas de dimeére de (PPG)y intact,
ni, contrairement au cas du dimére de leucine-enképhaline [242,243], de pic attribuable a des
fragments du squelette partiellement liés a un monomeére. Ceci suggere que le complexe non
covalent de la triple hélice n'est stable qu’avec trois brins intacts.

Enfin, alors que la taille de ce complexe est proche de celle de I'ubiquitine, nous n’observons
pas le trimére multi-ionisé intact 3 150 et 288 eV. A ces énergies, il apparait sur les spectres de
masse les mémes petits fragments que nous attribuons a la multi-ionisation d’'un monomeére.
Ceci pourrait suggérer que la fragmentation du monomeére doublement ionisé au sein du trimere
se produit avant la répartition de |'énergie dans les modes de vibrations du trimére.
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Figure 5.3.8 : Abondance relative des différents ions formés aprés absorption d’un photon entre
14 eV et 288 €V par le peptide modéle de la triple hélice Th”*. La courbe notée « Monoméres » est
la sommes des abondances des peptides M?+, MP* et M***, celle notée « Fragments » représente la
somme de tous les fragments évoqués dans le texte.
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5.4 Conclusion

Les résultats présentés dans ce chapitre s'inscrivent dans le contexte large d'un projet
collaboratif multidisciplinaire visant a explorer les effets de I'environnement des cellules sur
leur survie, lors de leur irradiation dans le cadre du traitement de cancers par rayonnements
ionisants. Nous avons entrepris |'étude de l'irradiation de peptides de collagene, une protéine
constituant la matrice extra-cellulaire de différents tissus du corps humain, tels que les os ou le
cartilage. Nous avons ainsi réalisé des expériences dans le but d'étudier la réponse a la photo-
absorption pour différents peptides de collagéne protonés en phase gazeuse, PK26 (m ~ 2300
Da), (PPG)1o (m ~ 2500 Da) et ((PPG)10)3 (m ~ 7500 Da), sur une large gamme d'énergie de
photon allant de 5,6 a 540 €V. Elles font partie des premiéres expériences de photo-absorption
sur des peptides de masse intermédiaire entre les petits peptides (leucine-enképhaline, 555 Da,
substance P, 1348 Da) et les protéines (cytochrome C, 12 kDa, ubiquitine, 8,5 kDa) étudiées
jusque la par le groupe de T. Schlatholter et I'équipe de A. Giuliani et A. Milosavljevi¢. En
complément, nous avons sondé |'effet de I'état de charge et de I'hydroxylation des prolines, une
modification post-traductionnelle typique du collagene, connue pour stabiliser la structure en
triple hélice de cette protéine, sur les voies de relaxation des différents peptides étudiés. Enfin
nous avons étudié pour la premiére fois la photo-absorption d'un modéle de la triple hélice de
collagene en phase gazeuse, ce qui constitue les résultats préliminaires de notre étude menée
sur ce complexe a la structure particuliere.

Nous avons observé que |'excitation des liaisons peptidiques par des photons UV de 5,6 eV
(220 nm) meéne majoritairement a la fragmentation de ces liaisons du c6té du N-terminal des
prolines, par des mécanismes spécifiques a I'excitation UV (faisant intervenir les états excités),
mais aussi, dans une moindre mesure, de type CID (dans I'état fondamental).

La photo-excitation sans ionisation induite par I'absorption d'un photon VUV proche du
seuil d'ionisation des peptides (12-20 eV) génére des pertes de molécules neutres depuis le
peptide parent ainsi qu'une fragmentation du squelette produisant une variété d'ions de type
a, b, ¢, x, y et z. A ces énergies, la fragmentation des peptides est donc différente de I'UV,
suggérant que d'autres états excités sont atteints. Les voies de dissociation majoritaires depuis
le peptide photo-ionisé sont les pertes de molécules neutres associées aux chaine latérales, qui
sont sans doute initiées par le radical créé par |'ionisation.

Pour tous les peptides étudiés, nous avons observé un maximum du rendement de photo-
ionisation autour de 20 eV, soit plus de 6 €V au dessus du seuil d'ionisation. A cette énergie,
la fragmentation des peptides est minimale. Ces résultats suggérent que dans cette gamme
d'énergie, il y a coexistence des processus de photo-excitation dissociative et de photo-ionisation
dans I'état fondamental, et donc qu'une gamme d’orbitales de valence est sondée par un seul
photon. Une transition progressive entre excitation et ionisation se produit lorsque I'énergie du
photon augmente.
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A haute énergie (150 - 550 eV), quand le photon peut ioniser ou exciter des électrons de
couches de valences profondes ou de couches internes 1s, les spectres sont alors dominés par
une forte fragmentation, produisant des ions de faible rapport m/q (< 200), non observés a
plus basse énergie de photon. Toutefois, alors qu'il est certain, d'apres la littérature, que des
processus Auger entrainent la multi-ionisation des peptides a ces énergies, nous n'avons pas
observé de peptides intacts aprés multi-ionisation, quel que soit le systeme étudié. Ces résultats
nous amenent a proposer que la multi-ionisation de ces peptides entraine leur fragmentation
et est a l'origine de ces petits fragments. De plus, dans le cas du peptide PK26, nos résultats
suggerent que le site d'ionisation (orbitales 1s du carbone, de I'azote ou de I'oxygene) n'a pas
d'influence sur les voies de fragmentation du peptide. De plus, a partir des différents résultats
de la littérature, il apparait que I'observation d'un peptide multi-ionisé intact dépend fortement
de sa taille; les grandes protéines pouvant rester intactes contrairement aux peptides de plus
petite taille. Dans un article publié récemment, nous avons interprété cet effet dans le cadre
d'une conversion totale de I'énergie laissée dans le systéme par le départ de I'électron Auger
en énergie interne ro-vibrationnelle, induisant une fragmentation dans I'état fondamental. Ceci
pourrait expliquer pourquoi nous n'avons pas observé le trimétre ((PPG)10)3 multi-ionisé intact
malgré sa masse similaire aux protéines apparaissant intactes apres ce processus.

L'effet de I'hydroxylation des prolines a été mis en évidence par |'observation de la perte de
H,O significativement plus abondante pour les peptides photo-ionisés radicalaires hydroxylés
PK26-Hyp et (PHypG)1o que pour les peptides PK26-P et (PPG)io. En prenant en compte
les différentes origines possibles de la perte de H,O dans les peptides, nous avons identifié
que cette perte d’eau provient de la chaine latérale de I'hydroxyproline et I'attribuons a un
mécanisme radicalaire, de méme que pour les autres pertes de chaine latérale observées apres
photo-ionisation.

Un résultat intéressant observé en modifiant I'état de charge initial du peptide PK26 est la
diminution importante de la perte de CO, aprés ionisation, tandis que la perte de H,O augmente
et devient majoritaire dans le cas du PK26-HyP. Cet effet a été attribué a une modification de
la structure géométrique du peptide : un plus grand état de charge favorise une structure dépliée
du peptide et réduit la mobilité du radical. Dans le cas de la protéine de collagene en phase
condensée, la structure en filament, donc complétement dépliée, de la protéine pourrait avoir le
méme type de conséquence sur la mobilité d'un radical et donc sur les voies de fragmentation.

L'étude de la photo-absorption de la triple hélice modéle du collagene ((PPG)10)3 a montré
une fragmentation intramoléculaire réduite par rapport au monomére (PPG);q. Ceci s'explique
par une répartition de I'énergie interne dans de plus nombreux degrés de liberté. Une certaine
quantité d'énergie est requise pour séparer, dans un premier temps, le trimére en monomeres
qui peuvent ensuite fragmenter indépendamment, produisant les mémes fragments que ceux
observés par photo-absorption du monomere isolé. Ceci nous montre qu'il est pertinent d'étudier
la photo-absorption de sous-unités (monomeres) du collagene pour en identifier les mécanismes
de dissociation et les différents fragments produits.
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Conclusion et perspectives

Le travail réalisé pendant cette these et présenté dans ce manuscrit a eu pour objectif
d'étudier les mécanismes de relaxation de systéemes moléculaires d'intérét biologique en phase
gazeuse, par collision avec des ions et absorption de photons. Deux grandes parties peuvent
étre distinguées.

La premiere est dédiée au développement et a la caractérisation du dispositif expérimen-
tal PIBALE. Cet instrument doit permettre I'étude des collisions entre un faisceau projectile
d'ions atomiques d'une énergie cinétique de I'ordre du keV et un faisceau cible de molécules
de basse énergie (15-20 eV) sélectionnées en taille, en réalisant une analyse des fragments en
coincidence. Ces caractéristiques en font un instrument unique au monde mais représente un
vrai défi expérimental.

La seconde présente les résultats d'expériences de photo-excitation et de photo-ionisation
de peptides de collagéne protonés en phase gazeuse. D'une part, ces expériences ont permis
d'étudier les mécanismes de dissociation de ces peptides en fonction de |'énergie du photon
absorbé, ainsi que I'influence de leur état de charge initial et de |'hydroxylation des prolines sur
la fragmentation. D'autre part, nous avons étudié un modéle de la triple hélice de collagéne
de maniére a explorer I'effet de cette structure particuliére sur les processus induits par la
photo-absorption.

Développement du dispositif PIBALE

Cet instrument a été concu dans I'objectif d'étudier des systemes moléculaires sélection-
nés en taille dans des expériences de faisceaux croisés avec des ions atomiques. Une source
d'ionisation par électronébulisation permet de mettre en phase gazeuse les biomolécules cibles
protonées. Elles sont ensuite sélectionnées selon leur rapport masse-sur-charge et accumulées
dans un piége a ions pour obtenir un paquet dense d'ions cibles de quelques eV d'énergie
cinétique. Ce paquet croise un faisceau d'ions projectiles dans la zone d’extraction d'un spec-
trometre de masse a temps de vol. La détection des fragments en coincidence et la mesure de
leur point d'impact sur un détecteur sensible en position permettra I'analyse de la cinématique
de fragmentation des molécules. Une grande partie de ce travail de these s'est portée sur I'amé-
lioration de la source de molécule cible par le développement d'un funnel, I'optimisation des
caractéristiques et de la pureté des paquets d'ions au travers des parametres de piégeage, les
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propriétés du spectrometre de masse a temps de vol et la synchronisation des faisceaux cible
et projectile.

L'amélioration de la géométrie du funnel permet la production de différentes biomolécules
avec une intensité de 15 a 30 pA. Grace a ces performances, le remplissage du piége au
maximum de sa capacité est obtenu en une centaine de millisecondes. Le nombre de molécules
pouvant ainsi y étre accumulées est d'environ 10° ions et est limité par |'augmentation de la
taille du nuage et le déconfinement des ions provoqués par la charge d'espace. Les propriétés
de ce nuage (volume, température) et les parameétres d'extraction du piege conditionnent la
densité d'ions cible dans la zone d'interaction. Cette derniére a été estimée de |'ordre de 6.10*
ions/cm? et implique un faible taux d'événement attendu d’environ 0,2 coups par seconde
pour les expériences de collision. Lors de ces expériences, les impuretés du paquet d'ions cibles
formées par CID a I'injection et a I'extraction des ions du piége, constituent la principale source
de pollution des spectres limitant le rapport signal/bruit. Par conséquent, afin de soustraire
les différentes sources de bruit et d'accéder aux produits de la collision, il est nécessaire de
faire I'acquisition des spectres dans quatre configurations différentes (cible, projectile, neutre
et collision).

Les plus récentes expériences sur ce dispositif ont été réalisées avec un faisceau projectile
d'He™ de 7 keV d'énergie cinétique et une cible de kanamycine protonée. L'analyse des spectres
obtenus a révélé la présence d'une structure qui pourrait étre attribuée a NH3™ et/ou OHT
produits lors de la collision. De nouvelles expériences dans de meilleures conditions seront
bientot réalisées dans le but de confirmer ce résultat.

Des améliorations du dispositif PIBALE sont déja en cours de développement dans le but
d'améliorer les conditions expérimentales pour les collisions. Celles-ci permettront d’augmenter
la production de molécule cible, d’améliorer la pureté du paquet d'ions cibles et d'en accroitre
la densité dans la zone d'interaction. Avec ces modifications, nous espérons pouvoir élever le
rapport signal /bruit d'un ordre de grandeur.

La principale modification de la source de biomolécules cibles envisagée pour augmenter
I'intensité disponible avant le piége, consiste a élargir le diamétre intérieur du capillaire chauffant
de la source ESI. De cette facon, un flux de molécules plus important peut traverser le capillaire
jusqu'a la chambre du funnel. Cette modification s’accompagne de la mise en place d’'une pompe
primaire plus performante car il est nécessaire de maintenir la pression dans cette chambre a celle
optimale pour le fonctionnement de notre funnel. La refonte compléte de ce funnel, notamment
avec un espacement plus fin entre les électrodes, est une autre modification qui pourrait étre
entreprise pour augmenter |'intensité du faisceau disponible.

Améliorer la pureté du paquet d'ions cibles consiste principalement a minimiser les collisions
énergétiques avec le gaz tampon du piege, a l'injection comme a I'extraction. Optimiser les
paramétres d'injection et d'extraction du piege pour réduire cette fragmentation peut se faire
via les éléments de I'optique de guidage en amont et en aval du piege, mais entraine une
diminution souvent importante de I'efficacité de transmission. L'application d'une excitation
dipolaire pendant la durée du piégeage permettrait de supprimer la contribution des fragments
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créés a l'injection du piege. Diminuer la pression du gaz résiduel dans le piege au moment
de I'extraction des ions est un moyen de limiter la production de pollution par collisions a
I'extraction. Ceci peut-&tre obtenu en augmentant le temps de pompage (au détriment du
rapport cyclique) ou en améliorant les capacités du pompage de la chambre du piége. La
modification du circuit d'injection de I'hélium dans le piege devrait permettre, dans cet objectif,
de diminuer le volume du gaz a pomper et d'atteindre un meilleur vide avant I'extraction des
ions.

Enfin, I'augmentation de la densité du paquet d'ions cibles dans la zone d'interaction peut
étre obtenue en diminuant la dispersion en énergie des ions. Un « regroupeur » a été développé
et récemment mis en place dans cet objectif. Il permet de compenser la dispersion en énergie
des ions en appliquant, a un instant donné, un champ électrique qui ralentit les ions les plus
rapides a |'avant du paquet et accélére les plus lents a I'arriere. Les premiers tests ont montré
qu'une diminution d'un facteur trois de la longueur du paquet d'ions cibles peut étre obtenu
de cette maniere.

En conclusion, ces nouvelles modifications du dispositif PIBALE devraient permettre d’aug-
menter d'un facteur deux la fréquence du cycle et d'un facteur trois la densité du paquet
cible, soit I'augmentation d'un facteur six du taux de comptage. Dans tous les cas, le rapport
signal-sur-bruit resterait faible et I'acquisition en quatre temps sera toujours nécessaire pour
différencier les fragments « réels » et le bruit. Toutefois, ces améliorations devraient permettre
de valider le fonctionnement de ce dispositif et ainsi d'étudier une variété de systemes molécu-
laires d'intérét biologique. Pour des petites molécules telles que les nucléobases ou les acides
aminés, nous pourrons étudier dans un premier temps |'effet de la protonation sur leur frag-
mentation et comparer ces résultats a ceux obtenus sur des systemes neutres. Sur des systemes
plus gros comme les oligonucléotides ou les peptides, la détection des fragments en coincidence
permettra d'explorer en détail leurs mécanismes de dissociation apres interaction avec des ions.
[l sera notamment possible de comparer ces futures résultats avec ceux qui sont exposés dans
la seconde partie de cette thése.

Dommages radio-induits du collagéne

Pour explorer les mécanismes de relaxation intrinseques du collagene apres irradiation, nous
nous sommes intéressés a la photo-absorption de différents peptides de collagene protonés en
phase gazeuse sur une large gamme d'énergie de photon allant de 5,6 a 540 eV.

Nous avons notamment observé que la dissociation de ces peptides apres absorption d'un
photon UV de 5,6 eV (220 nm) se fait principalement a proximité des prolines. Autour du seuil
d'ionisation de ces systémes, la perte de molécules depuis les chaines latérales de certains acides
aminés des peptides est la voie de dissociation majoritaire. Ces pertes impliquent probablement
I'action du radical créé par I'ionisation dont la mobilité semble dépendante de la structure du
peptide (repliée ou dépliée). La perte du groupement OH des hydroxyprolines est attribuée a
un mécanisme similaire et pourrait déstabiliser la structure de la triple hélice du collagene.
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6 Conclusion et perspectives

Dans le cas du modele de la triple hélice du collagene, I'énergie du photon absorbée peut
entrainer sa séparation en monomeéres intacts et donc la perte de la structure initiale. Si suf-
fisamment d’énergie est apportée par le photon, la fragmentation d’'un ou des monomeres est
observée, produisant des fragments de séquences (PPG); (i = 1 a 4) de différentes longueurs.
Lorsque I'énergie du photon est plus haute (150-500 €V), la multi-ionisation devient un pro-
cessus possible. Toutefois, les peptides que nous avons étudiés ne sont pas observés intacts
si plus d'un électron leur sont arrachés. Une forte fragmentation produisant des ions de faible
rapport m/q se produit alors. Ceci pourrait étre expliqué par le fait qu'une grande quantité
d'énergie est déposée dans le peptide ou que celui-ci ne supporte pas les charges addition-
nelles. Nos expériences de photo-absorption ont, de maniére générale, montré que plusieurs
orbitales moléculaires de valence peuvent étre sondées par un seul photon, et qu'une transition
progressive de |'excitation vers |'ionisation se produit autour du seuil d'ionisation des peptides
et qu'au-dela, lorsque l'ionisation simple ou multiple se produit, I'excédent d'énergie est re-
distribué dans les degrés de liberté internes ro-vibrationnels et induit une fragmentation inter-,
puis intramoléculaire.

Différentes études supplémentaires nous permettraient d’aller plus loin dans la compréhen-
sion des mécanismes de fragmentation de ces peptides. Nous nous interrogeons notamment
sur la raison de la plus favorable rupture de la liaison Gly-Pro, I'origine précise du pic de
photo-dissociation observé a 13 eV pour le peptide (PPG);o, I'absence des fragments complé-
mentaires de ceux détectés et aussi le role de I'énergie d’excitation et I'ajout des charges dans
la fragmentation intensive observée pour des hautes énergies de photons.

De nouvelles expériences de photo-absorption sur synchrotron nous permettraient d’'explorer
I'effet de I'hydroxylation sur la fragmentation du monomere (PHypG)yo et sur la stabilité du
trimere de la triple hélice ((PHypG)i0)s. De plus, la différenciation entre les fragments internes
et les fragments de types b/y pourrait étre obtenue en modifiant les acides aminés présents
aux extrémités des peptides.

Bien que nos résultats suggérent que la structure de la triple hélice est conservée en phase
gazeuse, il serait particulierement intéressant de réaliser des expériences de mobilité ionique
pour étudier la conformation du trimeére ((PPG)1g); et s'en assurer. De méme, mesurer les
spectres de masse par CID et aprés photo-absorption a 220 nm permettrait de connaitre les
voies de dissociation de basse énergie de ces systemes et en particulier de voir si les mémes
fragments (PPG); de types b/y sont formés.

Par ailleurs, des calculs de chimie quantique nous permettraient d’explorer les niveaux
d'énergies des différentes orbitales moléculaires du peptide, son énergie d'ionisation et les ori-
gines de |a fragilité de la liaison Gly-Pro observée expérimentalement. Le peptide (PPG);o étant
composé de la répétition du méme motif de trois acides aminés, il serait envisageable d'étudier
ces propriétés sur un modeéle plus petit comme le peptide (PPG),, et ainsi de mener les calculs
a un niveau fiable, par exemple avec des méthodes ab initio.

La mesure des fragments cationiques en coincidence nous permettraient d'obtenir des in-
formations supplémentaires sur les processus de relaxation. De cette facon et dans le cas du
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trimére modele de la triple hélice, nous pourrions identifier le monomeére d'origine des différents
fragments observés et déterminer si chacun d'entre eux, ou seulement le monomére ionisé,
fragmente apres séparation du trimere.

Tous les résultats présentés ici pourront étre comparés a ceux obtenus sur le dispositif
PIBALE par collision avec des ions atomiques simplement et multi-chargés. De plus, dans le
cadre du projet sur les effets des rayonnements sur le cartilage, nous avons pour objectif d'étudier
I'irradiation d’'une protéine de collagene compléte en phase gazeuse. Ces résultats seront a
comparer avec ceux obtenus en phase condensée par le groupe de I'équipe MADIR. Les autres
protéines contenues dans le cartilage, telles que les agrécans, sont aussi des candidats a |'étude
des effets de I'irradiation de I'environnement cellulaire sur le devenir des cellules auxquels nous
pourrons nous intéresser.

Vers la dynamique de fragmentation des peptides

De maniere plus générale, les résultats obtenus pendant cette thése et ceux de la littérature
nous montrent que |'évolution des voies de dissociation des peptides se fait de maniére progres-
sive avec I'augmentation de I'énergie du photon absorbée. La ccexistence a une énergie donnée
des processus d'excitation et d'ionisation ou d'ionisation simple et multiple traduit le fait que
dans ces systemes, un photon d’'énergie donnée est capable de sonder une gamme d’orbitales
moléculaires et déclencher différents processus. A basse énergie, ces photons provoquent prin-
cipalement la rupture des liaisons peptidiques et des pertes de molécules neutres des chaines
latérales lorsque I'énergie se rapproche du seuil d'ionisation. Aprés I'ionisation, la majeure partie
de la fragmentation est provoquée par I'action du radical via des pertes de molécules neutres
des chaines latérales. Enfin, au dela du seuil d'ionisation, I'augmentation de |'énergie du pho-
ton induit une dissociation de plus en plus forte des peptides en produisant de nombreux petits
fragments.

Pour mieux appréhender la dynamique et les mécanismes de la fragmentation des pep-
tides, des informations plus précises sont nécessaires. L'état de charge avant la fragmentation,
I'énergie d'excitation ou encore la coincidence des fragments sont autant de données qui per-
mettraient une analyse plus fine des processus impliqués dans la dissociation de ces systemes.

En particulier, la mesure des fragments cationiques en coincidence pourrait étre réalisée
sur le dispositif PIBALE. Toutefois, dans son état actuel, cet instrument ne posséde pas une
résolution en masse suffisante pour I'étude de systémes de cette taille. Une résolution au moins
égale a celle du dispositif « Paultje » (voir section 5.1.3.2) est nécessaire pour attribuer les plus
grands fragments. Une résolution encore supérieure (> 1000) nous permettrait de distinguer
la distribution isotopique des fragments et de déterminer leur état de charge. La mise en
place du mode réflectron du spectrométre de PIBALE permettra d'en améliorer la résolution et
d'atteindre de telles performances.

Pour aller encore plus loin, la mesure du nombre et de |'énergie des photo-électrons per-
mettrait de connaitre |I'énergie d'excitation du systéme aprés ionisation et de savoir si c'est
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6 Conclusion et perspectives

cette énergie ou la multi-ionisation du peptide qui est responsable de sa forte fragmentation.
De méme, des expériences pompe-sonde résolues en temps grace aux sources XFEL (Laser a
électrons libres) permettrait de décrire la dynamique des transferts de charge au sein de la
molécule jusqu'a sa fragmentation.
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Etude de la fragmentation
des peptides PK26 par CID

De maniére a explorer les voie de dissociation de plus basse énergie des peptides PK26,
en fonction de leur état de charge initial et I'hydroxylation des prolines, nous avons réalisé des
expériences de dissociation induite par collision (CID). Cette méthode d'activation consiste a
faire entrer en collision, avec une certaine énergie cinétique, les molécules étudiées avec un gaz
d’'atomes neutres et inertes. De cette maniére, la molécule est doucement chauffée et excitée
dans ces modes de rotation et de vibration.

Ces expériences ont été réalisées dans le groupe SpectroBio de I'Institut Lumiere Matiere
(Lyon) avec le spectrométre de masse tandem LTQ utilisé pour les expériences de photo-
absorption dans I'UV, décrit dans le chapitre 5 (voir section 5.1.3.1). Les spectres de masse
de tous les peptides étudiés ont été obtenus dans les mémes conditions. Les paramétres du
spectrométre étaient les suivants :

— énergie de collision normalisée : 20 %

— temps d'activation : 200 ms

— pression du gaz d'hélium : 1.10"3 mbar

— limite basse de détection : m/q = 200

CID du peptide [PK26-P+3H]3+

La figure A.1 présente le spectre de masse obtenu par CID du peptide [PK26-P+3H]3*,
noté M3*. Trés peu de fragments sont observés, et pour la majorité d’'entre eux, les deux ions
complémentaires sont détectés.

Comme attendu pour cette méthode d’activation, les ions de type b et y sont les fragments
majoritaires. Ces fragments sont attribués aux couples b13/y13, big/y10 €t bay/ys. Les couples
b13/y13 et bay/ys correspondent a la rupture d'une liaison peptide C-N du c6té du C-terminal,
respectivement, de I'acide glutamique (E) et de I'acide aspartique (D). Pour les fragments
b13/y13, le couple d'état de charge 1+/2+ est largement majoritaire, ce qui est cohérent avec
les trois protons sur les lysines (K), et donc avec le mécanisme éloigné des charges impliquant
la chaine latérale de I'acide glutamique et de I'acide aspartique. Toutefois, pour les fragments
b16/y10, Nous observons les couples d'état de charge 14/2+ et 2+ /14, ce qui peut vouloir
dire qu'un transfert de proton a lieu. Cela peut-étre dii au fait qu'a 300 K, une partie des
peptides aient un proton sur le N-terminal a la place d'une lysine, ce qui lui permettrait un
plus grande mobilité, ou que le transfert de proton se fasse depuis la chaine latérale d'une
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lysine si la structure tridimensionnelle du peptide en permet le rapprochement. Cette derniére
hypothese est justifiée par le fait que la conformation de ce peptide, obtenue par simulation
REMD (annexe C), montre que le groupement NH3* de la lysine au C-terminal est proche de
3 A du groupement C=0 de cette liaison peptidique.
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Figure A.1 : Spectre de masse de CID de basse énergie d’activation du peptide [PK26-P+3HJ+.
Les traits de méme couleur correspondent a la rupture de la méme liaison peptidique.

CID du peptide [PK26-P+4H]*+

La figure A.2 présente le spectre de masse obtenu par CID du peptide [PK26-P+4H]**,
noté M**+. Plus de fragment que dans le cas du peptide triplement protoné sont observé. Pour
la majorité d'entre eux, les deux ions complémentaires sont aussi détectés.

Ce spectre présente les mémes fragments byz/yi3, big/y10 €t bay/ys que précédemment,
avec différents état de charge. La différence majeure avec le spectre du peptide triplement
protoné est |'apparition des fragments y53", y243T, b33 /y233" et b3 /y,03". Les fragments
bi™ (m/q = 98,1) et by™ (m/q = 155,2), complémentaires des deux premiers fragments,
ont un rapport m/q inférieur a la limite basse de détection et ne sont donc pas détectés. La
formation de ces nouveaux fragments est cohérente avec la présence du quatrieme proton sur
le groupement amine de la proline au N-terminal, dont I'affinité protonique en fait un site
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favorable a la protonation. L'intensité décroissante de ces fragments avec leur éloignement par
rapport au N-terminal suggere une mobilité limité du proton pour induire la fragmentation.
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Figure A.2 : Spectre de masse de CID de basse énergie d’activation du peptide [PK26-P+4H]**.
Les traits de méme couleur correspondent a la rupture de la méme liaison peptidique.

CID des peptides hydroxylés

L’hydroxylation des prolines ne montre aucun effet sur les voies de dissociation de ce
peptide par CID. Ceci est cohérent avec le fait que les groupements hydroxyles sont ajoutés
sur les chaines latérales des prolines et n'influent donc pas les processus de CID. Nous ne
montrerons pas les spectres de masse correspondant.
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Spectre de
photo-absorption UV des
peptides PK26-Hyp

Les figures B.1 et B.2 présentent les spectres de masse de photo-absorption a 220 nm,
respectivement, des peptides [PK26-Hyp+3H]3* et [PK26-Hyp+4H]*+. Ces spectres ont été
obtenus dans les mémes conditions expérimentales que ceux obtenus pour les peptides PK26-P
présentés dans le chapitre 5 (voir sections 5.1.3.1 et 5.2.2).

L'hydroxylation des prolines ne modifie pas les voies de dissociation de ce peptide, comme

nous |'avons abordé en section 5.2.2.

PGGPPGIPKGNSGEPGAPGSKGDTGAK
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Figure B.1 : Spectre de masse de photo-dissociation du peptide [PK26-Hyp+3HP* a 220 nm. Les
traits de méme couleur correspondent a la rupture de la méme liaison peptidique.
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B Spectre de photo-absorption UV des peptides PK26-Hyp

PGGPPGPKGNSGEPGAPGSKGDTGAK
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Figure B.2 : Spectre de masse de photo-dissociation du peptide [PK26-Hyp+4H[** 4 220 nm. Les
traits de méme couleur correspondent a la rupture de la méme liaison peptidique.
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Calcul de conformation des
peptides PK26

Pour obtenir la structure des conformeres de plus basse énergie potentielle pour les pep-
tides [PK26-P+3H]3* et [PK26-P+4H]**, nous avons réalisé des simulations de dynamique
moléculaire par échange de répliques (REMD, Replica-Exchange Molecular Dynamics). Cette
méthode permet de trier les conformations de molécules protonées en fonction de leur surface
d’'énergie potentielle. Dans le cas du peptide [PK26-P+3H]3*, les trois protons ont été ajoutés
sur les trois lysines qui sont les sites de protonation les plus favorables. Pour le peptide [PK26-
P-+4H]**, le quatriéeme proton a été ajouté sur la proline au N-terminal qui est le second site
le plus favorable de protonation compte tenu de I'affinité protonique de I'amine secondaire de
cet acide aminé.

Pour ces simulations, le champs de force AMBER 99 a été utilisé. 30 répliques ont été
réparties sur des températures s'échelonnant entre 20 et 1000 K. La durée de ces simulations
était de 2 ns divisée par pas de 1 fs. Toutes les 100 fs, les énergies des paires de répliques
voisines sont comparées et celles-ci sont automatiquement échangées lorsque nécessaire. 1000
structures ont ainsi été obtenues et leur géométrie a été optimisée par AMBER 99.

Les conforméres de plus basse énergie potentielle ont été présentées dans le chapitre 5.
Le conformére du peptide [PK26-P+3H]3* présente une structure repliée. La distance moyenne
entre le N-terminal et le C-terminal pour les conformations comprise entre +0 et +1 €V d'énergie
potentiel est de 22,5A. La premiére structure dépliée pour ce peptide se trouve 3 environ
60kJ/mol au dessus du conformeére de plus basse énergie. Dans le cas du peptide [PK26-
P-+4H]**, la structure du conformére de plus basse énergie est partiellement dépliée. La distance
moyenne entre le N-terminal et le C-terminal pour les conformations comprise entre 40 et +1
eV d’énergie potentiel est de 34,2 A. La structure repliée la plus basse en énergie se trouve
a environ 100 kJ/mol au dessus de cette derniere. Ces valeurs sont assez éloignées de celles
des énergies potentielles des conforméres de plus basse énergie, ce qui nous permet d'avoir
confiance dans les résultats obtenus par ces simulations.
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lonisation et fragmentation de biomolécules sélectionnées en masse induites par impact
d’ions et photo-absorption

RESUME

Cette thése a pour sujet I'étude de processus physico-chimiques fondamentaux dans des systémes biomolé-
culaires isolés induits par interaction avec des rayonnements ionisants. La premiére partie concerne le déve-
loppement et la caractérisation du dispositif PIBALE (Plateforme d'Irradiation de Biomolécules et d'Agrégats
Libres et Environnés). L'objectif de cet instrument est d'étudier |'ionisation et la fragmentation de systémes
moléculaires d'intérét biologique par collision avec des ions atomiques. Les biomolécules sont produites par une
source a électronébulisation, sélectionnées selon leur rapport masse-sur-charge, accumulées dans un piége a ions
puis extraites vers la zone de collision. Les fragments cationiques produits lors de I'interaction avec le faisceau
d'ions atomiques sont analysés par spectrométrie de masse a temps de vol. Une détection multi-coincidence
permettra de décrire la cinématique de fragmentation. La seconde partie traite de |'étude en phase gazeuse
d'une séquence peptidique du collagéne, la protéine structurale la plus abondante dans le corps humain, ainsi
que d'un complexe non-covalent modéle de la triple hélice de collagéne. Les expériences de photo-absorption,
de I'UV aux rayons X, ont montré que plusieurs orbitales moléculaires peuvent &tre sondées par un seul photon
et qu'une transition progressive de |'excitation vers l'ionisation se produit. Au-deld du seuil d'ionisation des
peptides, |'excédent d'énergie est redistribué dans les degrés de liberté internes ro-vibrationnels et induit une
fragmentation inter-, puis intramoléculaire. De plus, des voies de fragmentation spécifiques au collagéne ont
été mises en évidence.

Mots-clefs
Spectrométrie de masse a temps de vol, rayonnements ionisants, biomolécules, interactions ions-molécules,
photoabsorption, photoonisation, spectrometrie de masse ionisation électrospray, collagéne.

lonization and fragmentation of mass-selected biomolecules induced by ion-impact and
photo-absorption

ABSTRACT

This work aims at studying fundamental physical and chemical processes induced by ionizing radiation on
isolated biomolecules. The first part is devoted to the development and characterization of the experimental
set-up PIBALE (Plateforme d'lrradiation de Biomolécules et d'Agrégats Libres et Environnés). The goal of this
apparatus is to analyze ion-induced ionization and fragmentation of biologically relevant molecular systems. The
biomolecules are produced by means of an electrospray ionization source, mass-over-charge selected, bunched in
an ion trap and subsequently extracted to the collision zone. Fragment cations produced during the interaction
with the atomic ion beam are analyzed by time-of-flight mass spectrometry. Multi-coincidence detection of
the fragments will allow describing the fragmentation kinematics. The second part of this thesis is focused
on the gas phase study of a collagen peptide, collagen being the most abundant structural protein in the
human body, as well as a hydrogen-bonded collagen triple-helix model. Photo-absorption experiments, from
UV to soft X-rays, show that several molecular orbitals can be probed with a single photon and that a smooth
transition from excitation to ionization occurs. Above the ionization threshold, the excess energy is distributed
into the internal ro-vibrational degrees of freedom and induces inter- followed by intra-molecular dissociation.
Thus, photon irradiation could lead to collagen denaturation by the loss of its triple-helix structure. Moreover,
collagen-specific fragmentation channels have been found to be triggered by photon absorption.

Key-words
time-of-flight mass spectrometry, ionizing radiation, biomolecules, ion-molecule collisions, photoabsorption,
photoionization, electrospray ionization mass spectrometry, collagen

Laboratoire

Centre de recherche sur les lons, les MAtériaux et la Photonique
CIMAP - GANIL

CEA/CNRS/ENSICAEN/Université de Caen Normandie

Boulevard Henri Becquerel, BP5133, 14070 CAEN cedex 5, France



