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Introduction

La spectrométrie de masse tient un role trés important dans le monde de 1’analyse. On
retrouve des spectrometres de masse embarqués sur les robots spatiaux pour ’analyse de
minéraux ou de petits composés organiques. Chaque laboratoire de chimie, qu’il soit spécialisé
dans la synthese de petites molécules ou de matériaux, organiques comme minéraux, en utilise
différentes géométries. Le monde de la biologie, que ce soit dans les hopitaux pour les analyses
de routines ou pour la recherche, utilise ce type d’instrument. Bien entendu la plupart des
structures ayant pour objectif le controle trouve également une utilité a ces appareils, que ce
soit dans le domaine de la surveillance des facteurs environnementaux, de I’agroalimentaire, de

I’industrie alimentaire, pharmaceutique ou des produits pétroliers.

Les domaines d’application sont par ailleurs, en pleine expansion et la spectrométrie de
masse est encore amenée a grandement se développer notamment dans le domaine de I’analyse

de trés gros ensembles de molécules (ADN par exemple) et de I’imagerie.

La premicre étape du développement de techniques en spectrométrie de masse passe par
le développement des sources d’ionisation. En effet, se basant sur I’attribution d’une masse aux
ions étudiés, la spectrométrie de masse requiert, pour tout échantillon a analyser, de produire

des ions représentatifs de sa constitution.

Toutefois, bien qu’étant développée depuis plus de 25 ans, on peut encore véritablement
dire qu’un expert en analyse par spectrométrie de masse utilisant la source d’ionisation MALDI
n’aborde pas cette technique par une approche analytique basée sur des connaissances établies
mais plutdt sur des régles issues de ses expériences!!! et accumulées lors des observations
phénoménologiques rencontrées. Ainsi, le développement de la technique d’ionisation par
MALDI s’est toujours fait de maniére empirique et les processus fondamentaux de sa capacité
a produire des ions ne sont pas encore totalement connus. Les recherches sont pourtant actives
dans ce domaine car la compréhension des phénomenes qui les fondent permettra d’accélérer
le développement de la technique autorisant ainsi I’analyse plus aisée de toutes sortes de

composes.

Malgré les nombreuses études consacrées a la compréhension mécanistique de ce
phénomeéne d’ionisation, peu de projets de recherche sont consacrées a I’analyse en mode ion

négatif, c’est-a-dire a la compréhension de la formation des anions. En effet, tout comme les



applications du MALDI, cette technique d’ionisation a été¢ développée de maniere importante
en mode ion positif et négligeant les phénoménes d’ionisation issus du mode négatif sur

lesquels nous nous concentrerons dans cette these.

Le travail effectué¢ a donc visé a développer la compréhension de I’ionisation en mode
négatif pour comparer nos résultats aux modeles proposés en mode positif. Pour ce faire, nous
nous sommes servis d'analytes particuliers, a savoir des polyoxométallates. Ces composés sont
des polyanions, habituellement analysés avec succes en spectrométrie de masse par le biais
d’une source ¢lectrospray. Ces composés sont synthétisés par 1’équipe E-POM qui fait partie
de notre laboratoire (IPCM) et avec laquelle nous avons de multiples interactions. Les composés
que cette équipe synthétise, sont réguliérement analysés sur nos appareils utilisant la source

électrospray, ce qui nous a permis d’avoir une base de référence pour aborder nos recherches.

Le premier chapitre de manuscrit offre un compte rendu des connaissances acquises sur
la technique d’ionisation MALDI. Une présentation de la découverte et du développement de
cette technique qui participa pour beaucoup a I’essor de la spectrométrie de masse depuis la fin
des années 1980 amorcera la présentation . On continuera en donnant des précisions sur la
particularité du couplage trés courant de la source d’ionisation MALDI avec un analyseur a
temps de vol. Une présentation des études fondamentales sur les processus de
désorption/ionisation qui surviennent au cours du MALDI sera ensuite détaillée pour enfin

terminer par un rappel des techniques d’ionisation déja analysées en mode ion négatif.

Le second chapitre fournira un apercu des appareils et des produits utilisés (et
notamment des polyoxométallates) au cours de ce travail. Nous présenterons ensuite la méthode
d’analyse des polyoxométallates a travers la description progressive et systématique des essais
préliminaires qui ont permis 1’analyse de nos composés. Seront également décrits les notions
spécifiques a ’utilisation de la technique MALDI en spectrométrie de masse, les outils et les

calculs utilisés pour nos études.

Le troisiéme chapitre présentera les résultats obtenus associés aux interprétations des
phénomenes observés survenant lors du processus d’ionisation par MALDI. Seront présentés,
au sein de deux premicres sous sections, les résultats obtenus en fonction de la préparation
d’échantillon et des conditions expérimentales utilisées. Sur cette base, il sera possible d’établir
des classements concernant a la fois les matrices utilisées et les sels ajoutés vis-a-vis leur

capacité a permettre I’ionisation de nos analytes. Enfin, la comparaison des résultats obtenus



sur divers appareils et par plusieurs méthodes d’analyse et des expériences de fragmentation

des c polyoxométallates sera abordée.

La conclusion de ce travail portera sur I’interprétation sur les résultats présentés dans le
chapitre précedent, notamment dans le but de proposer un mécanisme de formation des ions en

mode négatif a la lumicre des observations effectuées dans 1’analyse des polyoxométallates.

Ce travail doctoral a été réalisé au sein de [’équipe de Chimie Structurale Organique
et Biologique (CSOB), de [’Institut Parisien de Chimie Moléculaire (IPCM), grdace a un
financement du Ministere de [’enseignement et de la recherche, attribué par [’école doctorale

de chimie moléculaire de Paris Centre (ED406).






1. L’ionisation en mode négatif a travers I’utilisation du MALDI

Ce premier chapitre est dédi¢ a la compilation des connaissances nécessaires a
I’appréhension de notre étude. Pour ce faire, une présentation de la technique d’ionisation
MALDI est réalisée sans distinction de polarité, car la plupart des études, surtout lorsqu’elles
visent a déterminer les mécanismes, sont rarement menées en mode ion négatif. Cette section
inclut les observations et interprétations relevées dans la littérature sur le phénomene de
désorption et présente les modeles principaux permettant de rationaliser 1’étape d’ionisation.
Nous conclurons par une bréve esquisse de la situation en mode négatif, en présentant les rares

¢tudes antérieures acquises dans cette polarité sous I’angle de 1’explication de ses mécanismes.

La désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI pour « Matrix Assisted
Laser Desorption lonization ») est une technique douce de désorption/ionisation. Elle permet le
passage en phase gazeuse de molécules sous formes d’ions intacts et consiste a isoler des
molécules chargées en phase gazeuse. Cette caractéristique n’est pas facile a observer puisque

les molécules tendent toujours a étre neutres lorsqu’elles sont en phase gazeuse.

Cette technique est largement utilisée depuis plus de vingt ans et est désormais la plus
répandue pour I’analyse des molécules de haut poids moléculaire. La simplicité de préparation
des échantillons alliée a la facilité d’utilisation de I’instrument MALDI-TOF permet aux
chimistes et biologistes, méme quand ils ne sont pas spécialistes du domaine analytique ni de
I’instrumentation, de s’en servir aisément. Toutefois, la complexité des phénomenes régissant
I’ionisation en fait une technique peu adaptée pour I’analyse de composés nouveaux. Les
usagers 1’utilisent donc préférablement en suivant des méthodes de préparation d’échantillon
déja approuvées, plutot qu’en tentant des méthodes d’analyse dont I’efficacité n’a pas déja été
prouvée par d’autres études. Le développement du mélange d’échantillon nécessitant de
véritables recherches systématiques, la préparation demande toujours une approche empirique.
Il s’avere difficile a ce stade d’évaluer dans quelle mesure la préparation de 1’échantillon joue
sur le spectre de masse obtenu, ni pourquoi une préparation reconnue trés efficace pour

I’analyse d’un composé peut étre inapte a produire un résultat dans d’autres cas.

Pour répondre a ces interrogations, la communauté scientifique s’attache depuis les
premicres études d’ionisation a mieux appréhender les mécanismes impliqués dans la technique
MALDI. Ce travail se place dans la méme lignée et apporte une contribution dans le champ de

I’1ionisation en mode ion négatif (anionique), largement moins étudiée.

10



1.1. MALDI, définition, historique de la découverte et description pratique

La technique MALDI a été présentée a la communauté internationale en 1987-88 par
deux groupes distincts de chercheurs qui proposaient d’étendre le domaine de la Desorption
laser (LDI) en ionisant et isolant un analyte dilué¢ dans un mélange déposé sur une surface grace

a une impulsion de rayon lumineux, une impulsion laser.

Le groupe de Tanaka et ses collaborateurs brevetait en 1985, présentait en 1987 lors
d’une conférence, puis publiait en 19881] une préparation d’échantillon qui permettait
d’ioniser une protéine et un polymeére synthétique (PEG) de haut poids moléculaire. Le principe
consistait & mélanger les analytes avec des particules de cobalt dans une solution de glycérol,
par analogie avec le mode FAB. La poudre de cobalt servait a absorber la lumiere du laser
permettant de chauffer la goutte de glycérol localement et aidait a désorber sous forme d’ions
intacts, hors de la suspension, les molécules désirées. C’est pour ces travaux, considérés comme

précurseurs du mode MALDI, que Tanaka recut le Prix Nobel de chimie en 2002.

Un principe similaire avait été révélé en 1987 par Karas et ses collaborateurs. Leurs
expériences portaient sur ’utilisation de petites molécules organiques solides en guise de
molécules absorbantes de la longueur d’onde du laser. Ici, les petites molécules organiques
¢taient un moyen de parvenir a la désorption et I’ionisation des analytes de hauts poids
moléculaires. La grande quantité de ces molécules permettant I’ionisation fit qu’on appela ces
composés « Matrice ». Les molécules analysées €taient des polysaccharides et des peptides de
bien plus petite tailles que le polyéthyléne glycol ionis¢ par Tanaka, mais toujours imposante
pour I’époque. C’est la technique développée par Karas!*! et ses collaborateurs qui a été
largement développée pour I’application a une multitude de composés et qu’on appelle MALDI

aujourd’hui.

Depuis cette découverte, les analyses par MALDI sont toutes basées sur ce principe :
disperser les molécules a analyser dans un grand nombre de molécules (la matrice) qui
absorbent la longueur d’onde d’un laser. Le laser vient illuminer 1’échantillon par impulsion
(on parle de « tirs laser qui irradient»®)) et provoque la désorption du mélange échantillon, qui
est en général en phase solide. Le phénoméne de désorption permet d’entrainer les molécules
depuis la phase solide (les cristaux) vers la phase gazeuse (vers le vide). Les phénoménes

d’ionisation surviennent tout au long de ces processus. Les ions produits, parmi lesquels se
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trouvent ceux des espeéces a analyser (les analytes), sont alors dirigés vers 1’analyseur qui va

permettre d’attribuer un rapport masse sur charge a chaque ion.

La premiére étape consiste a préparer 1'échantillon permettant le mélange de la matrice
et de I'analyte. Il existe aujourd’hui un nombre énorme de matrices décrites, Il reste néanmoins
toujours délicat de trouver la bonne matrice pour une analyse donnée. En effet aucune
prédiction quant au choix de la matrice pour un analyte inconnu ne peut étre formellement
réalisée!®. Ce mélange se réalise en mettant une grande quantité de matrice avec peu du
composé a analyser (environ 100 & 10000 fois plus de matrice que d’analyte)’!. 11 est possible
d’ajouter toutes sortes de produits dont 1’objectif est d’améliorer 1’ionisation des molécules
visées (voir partie 2.2.3). La plupart du temps ce mélange se fait dans un solvant qui a pour but
un mélange uniforme des composés. Une goutte du mélange formé est alors prélevée et déposée
sur une plaque (cible) pour qu’elle seéche, ce qui permet 1’apparition de cristaux solides. Une
fois le solvant évaporé, la plaque sur laquelle se trouve I’échantillon est introduite dans le

spectrometre de masse sous vide.

La suite de I’analyse consiste a envoyer des tirs laser sur I’échantillon qui en absorbe la
longueur d’onde. On observe la production d’ions lors des tirs lasers, ou immédiatement apres.
Ces ions sont alors dirigés vers 1’analyseur en masse qui permet de trier les ions en fonction de

leurs rapports masse/charge (m/z) et sont détectés au final pour produire des spectres de masse.

Les champs d’application ouverts par de telles propriétés sont applicables a de trés
nombreux domaines et peu de techniques, a 1I’époque comme aujourd’hui, permettent de telles

possibilités.
1.2. Développement du MALDI

Aujourd’hui le MALDI est une technique des plus répandues pour I’analyse en
spectrométrie de masse et pour des analyses de routine essentiellement dans les champs de la
biologie et des polymeéres de synthese. L’évolution rapide de ses applications s’est faite a travers
le développement parallele des méthodes de préparation d’échantillon. En effet, lors de la
premiére étude de Karas!¥l et ses collaborateurs, seulement quatre petites molécules organiques
étaient utilisées comme matrices ; depuis, 1’utilisation de multiples autres molécules organiques

ont été testées afin de permettre 1’analyse d’autant de composés d’intérét. L’avantage d’utiliser
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un laser est que tous les composés pouvant se volatiliser lors de 1’absorption de la longueur

d’onde du laser peuvent étre testés comme matrices.

Pour montrer I’engouement rapide de 1’utilisation du MALDI, il suffira de mentionner
la découverte de quelques matrices (a retrouver en Tableau 4) parmi les plus couramment

utilisées encore aujourd’hui :

- la matrice DHB, introduite dés 19917! pour I’analyse de I’hémoprotéine Cytochrome C.

- Les matrices SA et FA, utilisées dés 19898 pour I’analyse de protéines.

- La matrice CHCA, qui est encore [’une des plus utilisées 23 ans plus tard, introduite en
199281 pour I’analyse de peptides et de protéines sous forme protonnés (cations).

- Deux matrices tres utilisées dans notre étude, DCTB et CNA, présentées dans les années

200019 pour les molécules peu polaires et les molécules inorganiques.

La liste des composés présentés comme des matrices efficaces s’allonge sans cesse : une
¢tude récente, publiée en juillet 2015, mentionne par exemple 1’utilisation de la coumarine,
permettant une meilleure détection des lipides!'?!. Certaines matrices largement utilisées, font
méme preuve de modifications chimiques afin de faire varier 1égérement leurs propriétés!!*I14,
Ce type de matrice a été étudié lors d’étude des mécanismes d’ionisation afin d’augmenter leur

potentiel pour I’ionisation des molécules.

11 est souvent considéré que la matrice et le composé a analyser doivent pouvoir former
un mélange homogene. Cette recommandation se justifie du fait que 1'analyte se retrouve co-
cristallisé avec la matrice, c'est a dire véritablement inséré dans les cristaux de matrice ; cette
cristallisation varie nécessairement avec la nature, et surtout avec la taille de 1'analyte. Cette
observation est courante mais n’est pas la regle : il a par exemple ét€ montré que I’hémoprotéine
Cytochrome C se retrouve a la surface des cristaux de matrice constitué¢s avec l'acide sinapique
(SA)!PIISI Une étude récente mentionne également une méthode de préparation d’échantillon
pour 1’analyse de polymeéres sans solvant, pour que 1’analyte ne se trouve justement pas pris
dans des cristaux de matrice!'”). Cette méthode avait également été utilisée pour ’analyse de
protéine dans le but d’étudier les interactions matrice-analyte!'®),

A partir de la fin des années 90 des matrices de haut poids moléculaire!'”! sont apparues
afin de permettre I’analyse des molécules de petitse masses en mode MALDI. En effet cette

technique présentait comme inconvénient ’apparition des ions des petites molécules utilisées
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comme matrices. Ces ions de matrices produits sont en général trés abondants et occupent une
gamme de masses importantes dues a la formation d’ions diméres ou trimeres et d’ions

fragments, ce qui rend difficile la détection des ions d’analyte aux bas rapports masse/charge.

Il est également possible d’ajouter, dans les solutions de matrices, des composés qui
n’absorbent pas la longueur d’onde du faisceau lumineux utilis¢, ou qui, utilisés seuls, ne
permettent pas d’obtenir I’ionisation : ces composés sont nommés co-matrices. La combinaison
de ces composés avec les matrices permet de créer d’autant plus de mélanges aux propriétés

variées, a utiliser dans la préparation des échantillons a analyser en MALDI.

Comme mentionné peu avant, tous les essais de préparation d’échantillons se font de
manicre empirique, car il n’a pas été possible, jusqu’a aujourd’hui, de modéliser théoriquement
les différents processus d’ionisation d’un composé€. Les qualités de la matrice, bien
qu’incomprises, dépendent certainement de parametres fins. Il a été rapporté que le changement
de position d’un groupement hydroxyl sur la matrice DHB (Acide 2,5-Dihydroxybenzoique ou
3,5-Dihydroxybenzoique) modifie considérablement son aptitude a ioniser un

phospholipide!?].

La préparation d’échantillons joue aussi sur la qualité des résultats'?!l. Plusieurs
méthodes sont utilisées, la plus commune est celle dite de la goutte séchée. Elle consiste a
mélanger la matrice et les analytes dans un solvant, puis a déposer simplement une goutte sur
la plaque d’échantillon et la laisser sécher. Il est possible de varier [égeérement la méthode en

22]

modifiant la nature du solvant??!3If ou en ajoutant des acides en faible quantité!?*!,

Parmi les autres manieres de préparer le dépot d’échantillon existantes, on peut
mentionner la méthode sandwich fréquemment utilisée, qui consiste a déposer alternativement
une couche de solution de matrice qu’on laisse sécher, pour la recouvrir d’une solution
contenant les molécules a analyser, puis les recouvrir a nouveau d’une goutte de solution de
matricel?”,

De nouvelles méthodes de préparation d’échantillon sont aussi rendues nécessaires!*®!
pour le développement de 1’imagerie par spectrométrie de masse utilisant le MALDI (appelée
MALDI-IMS). En effet un fort intérét se développe autour des possibilités du MALDI en termes
d’analyse!?”! par spectrométriec de masse en tenant compte de la localisation des espéces

analysées au sein d’un échantillon. L’imagerie consiste a analyser directement une coupe de
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tissu dans le but de connaitre sa composition chimique et la localisation de molécules d’intérét
en son sein. L’utilisation d’un laser est particuliérement avantageuse, car elle permet de tirer
avec précision a la surface de la coupe de tissu et de déterminer ainsi trés précisément
I’emplacement des composés d’intérét. L’application de la matrice a la surface du tissu reste
toutefois une étape difficile. Pour la réaliser, divers procédés, tels que la nébulisation d’une
solution de matrice a la surface de I’échantillon, la mise en contact avec un film de matrice, ou
encore la sublimation?®, suivie de la re-déposition de la matrice, peuvent étre envisagés'®’!.
Enfin, vient le développement de techniques qui, sans étre du MALDI, s’en approchent
quant a ’'instrumentation utilisée et a la fagon d’aborder 1’ionisation. Elles tentent de reproduire
les effets observés en MALDI sans utiliser de matrices. Ces techniques sont un développement

de I’ionisation par désorption laser (LDI).

Le LDI est utilis¢ depuis longtemps, bien avant le MALDI, et consiste a placer
directement le mélange a analyser sur le support d’analyse. Cette technique convient aux

analytes qui absorbent la longueur d’onde du laser et qui ne se dégradent pas.

Pour permettre I’analyse de composés qui n’absorbent pas la longueur d’onde du laser,
et qui ne peuvent donc pas se désorber d’eux-mémes, de nouvelles techniques se développent
et s’appuient sur des surfaces fonctionnalisées, permettant la désorption et 1’ionisation. Ces
techniques se nomment SALDI?*! ou SELDIP (Surface Assisted/Enhanced Laser Desorption
Ionisation) ou encore MELDIP! (Material-enhanced LDI) ou NALDIP? (Nanostructured
Assisted LDI) parmi celles les mieux documentées. Les matériaux utilisés sont presque aussi

diversifiés que les matrices utilisées en MALDI, il s’agit la plupart du temps de plaques d’acier

1B34]

recouvertes avec de nanotubes de carbones ou de graphites! ou du silicium

[32 [35

nanostructurés®?!, des nanoparticules de fer fonctionnalisées de bras organiques acides®! b ou

371 Ces développements

de simples poudres d’oxyde de tungsténel®®], ou d’oxyde de zinc
permettent de parer aux inconvénients majeurs de I’utilisation d’une matrice, a savoir la
difficulté de son choix en relation a I’analyte et la production des ions de matrice qui occupent
une partie du spectre de masse et empéchent en général I’analyse des composés de petites

sB¥. Toutefois, ces matériaux ne s’adressent encore qu’a I’analyse de petites molécules

masse
et ne permettent pas de reproduire les avantages du MALDI en terme de gamme de masse

accessible.
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Le MALDI est en premier lieu une technique aisée, tant pour la préparation
d’échantillons que pour le réglage des parameétres expérimentaux. C’est également une source
d’ionisation qui s’adapte aisément au couplage avec un analyseur a temps de vol, qui est
I’analyseur idéal pour I’analyse d’ions de haute masse. Enfin le colt de fonctionnement d’un
appareil MALDI-TOF est relativement faible. Ces qualités en font un instrument de choix pour

les analyses par spectrométrie de masse.
1.3.  Particularités liées au couplage MALDI-TOF

La source d’ionisation MALDI est si souvent couplée a un analyseur a temps de vol
(TOF pour time of flight) que les deux termes sont indissociables pour une grande partie des
utilisateurs de cet instrument. L’appareil est désigné par ses deux composantes et prononcé d’un
seul tenant : MALDI-TOF. En effet, ces deux parties de 1’instrument ont des propriétés qui
rendent ce couplage intéressant. En premier lieu, le TOF nécessite une production ponctuelle
de paquets d’ions, le MALDI en produit justement de manieére pulsée, a chaque fois que
I’échantillon recgoit un tir laser. Deuxiémement, leur couplage permet de couvrir une large
gamme de masses : le MALDI est une technique capable de produire des ions de trés hauts m/z,
souvent peu chargés ou chargés une seule fois, et le temps de vol est 1’unique analyseur en
masse capable de séparer des m/z de valeurs théoriquement infinies. En guise de démonstration,
’analyse d’édifices de m/z 1 000 0005, c'est-a-dire de molécules, ou ensemble de molécules,

dont la taille dépasse ce que peut s’imaginer un chimiste, a été réalisée.

Le fonctionnement d’un TOF consiste a accélérer les ions a I’entrée d’un tube vide de
gaz (pression autour de 10""mbar) et exempt de champ électromagnétique, a I’extrémité duquel
se trouve le détecteur. Cette action permet la séparation des ions en fonction de leur rapport
masse/charge (m/z) par leur différence de temps de parcours du tube vide. Les ions sont tous
accélérés avec une énergie proportionnelle a leur m/z durant la phase d’accélération de
I’analyseur. Le TOF toutefois ne permet aucun contrdle sur les ions lors de la majeure partie du
temps de leur analyse, c’est a dire lorsqu’ils sont dans le tube de vol exempt de champ
¢électromagnétique. Cela a pour conséquence que les décompositions métastables des ions (ions
précurseurs) qui apparaissent dans la région sans champ n’affectent pas, ou trés peu, la vitesse
des ions fragments produits. Le temps d’arrivée des fragments formés dans la région sans
champ du TOF est identique au temps d’arrivée de 1’ion précurseur : tous ces ions sont pergus

comme ayant la méme masse.
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I est donc impossible, sans modification instrumentale, d’identifier la masse des ions
fragments, alors que cette information est intéressante pour d’obtenir d’informations visant a
déterminer la structure des molécules analysées. Pour contourner cet €cueil, des expériences

[40

appelées PSDI*Y! (pour Post Source Decay) réussissaient, en modifiant les paramétres de

I’instrument, a obtenir les rapports m/z des ions fragments produits dans le tube de vol. Ces

expériences ont désormais été remplacées par le mode LIFT!*!]

, qui est plus facile et plus rapide
d’utilisation. Le LIFT nécessite toutefois que I’instrument soit équipé d’une sorte de second
analyseur TOF, la description en étant réalisée en partie 2.1.1. Une autre possibilité est d’utiliser
un appareil équipé de deux analyseurs TOF successifs, le premier permettant de sélectionner et
de laisser les ions se fragmenter, le second identifiant tous les ions formés par fragmentation

spontanée. Ce type d’appareil est décrit en partie 2.1.3.
1.4. Modeles explicatifs des procédés de désorption/ionisation.

Le procéd¢ régissant la formation d’ions durant la désorption laser assistée par matrice
a fait I’objet de nombreuses recherches mais reste encore peu compris. Il s’agit d’un phénoméne
qui survient au moment de la désorption et qui inclut largement cette phase, c’est-a-dire qu’il
se produit entre le début de I’irradiation de la surface de 1’échantillon avec le laser et la

dispersion totale des molécules désorbées.

La désorption étant un phénomene plus aisé a observer et a étudier, elle est aujourd’hui
bien décrite et modélisée!*?!*3144 ay contraire de ’ionisation, pour laquelle plusieurs modéles

[1][45][406][47](48]

sont proposés L’ionisation et la désorption sont toutefois reconnues comme

intimement liées! ], au point qu’il est difficile de les considérer séparément.

De maniére a mieux cerner les différentes descriptions des phénomeénes d’ionisation, on
se consacrera d’abord a la description de la désorption et a 1’observation factuelle de
I’ionisation, sans s’arréter sur les mécanismes qui régissent I’ionisation. La description des deux

principaux mod¢les d’ionisation proposés dans la littérature sera ensuite exposée.
1.4.1. Procédé de la désorption et observation de I’ionisation

La technique de desorption/ionisation assistée par matrice sous impulsion laser permet
d’observer des ions en mode positif comme en mode négatif. Sont utilisées pour cela des
impulsions laser dont la durée est bréve, typiquement entre 3 et 7 ns, et répétée a une fréquence

allant jusqu’a 1 kHz"!. Pourtant, ces bréves impulsions sont bien plus longues que le simple
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44]

phénoméne de désorption'*¥, qui advient, par ailleurs, trés rapidement, puisqu’un tir laser de

seulement 22 picosecondes permet d’obtenir des ions!*l.

Les ¢études phénoménologiques d’éjection de matériaux sont largement modélisées et
les valeurs mesurées sont en agrément avec les simulations informatiques!*). Ces modélisations
proposent 1’apparition des premiers agrégats propulsés hors des cristaux de matrices apres 10
picosecondes. Ces agrégats continuent donc de recevoir I’irradiation de la lumiére laser, ce qui
provoque leur échauffement. La température atteinte calculée varie beaucoup selon les modéles
théoriques utilisés et varie entre environ 800 K% jusqu’a plus de 3500 K. La puissance laser
appliquée pour obtenir 1’observation d’ions est supérieure a celle nécessaire pour provoquer la
désorption de molécules isolées”). Cette valeur d’observation des ions est dénommée comme
la « valeur seuil ». Avant méme que le MALDI n’existe, cette « valeur seuil » avait été décrite
dans des travaux montrant la possibilité d’analyser des molécules par désorption laser!®.. Cette
valeur varie en fonction de la matrice et se révele identique pour la visualisation d’ions de
matrice et d’analyte formés donc, simultanément?®?; elle varie également en fonction de la
température de 1’échantillon®®! qui nécessite une puissance laser légérement supérieure

lorsqu’il est a basse température (-100°C).

La modélisation du phénomene de désorption a depuis les premiéres expériences
MALDI été largement étudiée : les études montrent que les impulsions laser permettent la
désorption d’agrégats plutdt que de molécules isolées!*> *41. Ainsi, le phénomeéne de désorption
concernant des ensembles moléculaires de toute tailles, il conviendrait mieux de parler
d’ablation, ce qui refléte mieux le caractére plus dynamique et hétérogéne de son événement.
Toutefois, le mot désorption continue par habitude d’étre exclusivement utilis¢.

La désorption amene un déploiement de maticére de quelques micromeétres de haut. Il est
appelé « panache » (comme lors d’une éruption volcanique explosive). Le panache se forme a
la surface des cristaux de matrice et présente une grande densité de matiére!>* dont la pression

atteint plusieurs bars!?*/,

La Figure 1 schématise les phénomenes de désorption laser en fonction de la puissance
du laser utilisée (a gauche) et du temps apres le début de I’impulsion laser (a droite). Ces images
sont issues de modélisations**I°°! utilisant le modéle de Monte Carlo, qui considére chaque
molécule comme indépendante, mais toujours en interaction avec les autres par des liaisons de
Van-der-Wals. Un nombre de molécules important, 255 744 molécules, est renseigné dans le

programme permettant la simulation. Chaque molécule peut emmagasiner de I’énergie et la

18



transformer en état électronique excité ou en vibration. Des paramétres de cohésion du solide

et de 1’énergie fournie au systéme sont entrés comme variables du systéme considéré.

L Py

L P,

Figure 1 : Simulations des phénomenes de désorption laser de la matrice. A gauche : (a) a
faible puissance laser, (b) a puissance laser supérieure a la valeur seuil. A droite : désorption

a différents temps (nanosecondes) au moment de I’application de 'impulsion laser!>’!.

I a été observé que la longueur d’onde du laser utilisé influe trés peu sur le phénomene
d’ionisation®® d’une protéine. La quantité de matiére désorbée est plus importante lors de
I’utilisation de longueur d’onde dans I’infrarouge que lors de 1'utilisation d'une longueur d'onde
dans I'UVP7] mais apparemment il n’existe pas de spécificité reliant le laser utilisé a la nature
des ions obtenus. Les ions de matrices sont observés sous toutes les formes ionisées possibles,

s[42][58];

protonnées ou déprotonnées ou radicalaire la proportion de ces ions de matrice,

comparée a 1I’abondance des ions des analytes, varie en fonction du ratio matrice/analyte.

La désorption est un phénoméne trés hétérogene et 1’on retrouve dans le panache des
molécules isolées tout comme des agrégats trés volumineux!**. Les premiéres couches de
'échantillon désorbé regoivent une forte irradiation laser et leur température ainsi que leur
vitesse de désorption sont bien différentes de celles observées dans les parties plus profondes
(environ 350nm)™), qui sont également expulsées en phase gazeuse. De nombreuses études se
sont attachées a déterminer la vitesse initiale des ions lors de la désorption!®”. Les valeurs

S[611762

varient beaucoup selon les études et situent la vitesse entre 300 et 1000 m/! 1. La vitesse de

désorption dépend de la matrice utilisée et est centrée sur une valeur moyenne, tout en
présentant une large distribution®,
La puissance laser utilisée joue sur la quantité de matiere désorbée et donc sur la quantité

dions produits. Augmenter la puissance laser au-dela de la valeur seuil fait augmenter

sensiblement le nombre d’ions formés!!! : cela refléte le fait qu’une plus grande quantité de

19



matiére est désorbée ainsi qu’une augmentation du taux d’ionisation!%*]. Toutefois la proportion
dions de matrice produits lors de l'augmentation de la puissance laser est souvent plus

importante que celle des analytes.

Le rendement d’ionisation est faible, environ 1/10 000 molécules expulsées étant
ionisées %1, On assiste toutefois a un phénomeéne appelé [’effet de suppression de matrice'**,
qui permet d’observer une proportion d’ions d’analytes bien supérieure au ratio des molécules

mélangées. La disparition compléte des ions de matrice devant ceux de l'analytel®%

, et
notamment lorsqu'on utilise des solutions concentrées en analyte (ratio matrice/analyte = 200)

peut méme étre observe.

L'ionisation n'est pas uniquement liée a l'interaction du rayon laser avec les molécules
désorbées : des expériences ont montré qu'il est en effet possible de produire des ions en
irradiant le support portant 'échantillon du co6té opposé a celui ou 1’on observe la désorption
des ions!®! ou simplement en déposant le mélange échantillon sous vide, par sublimation de la
matricel%®l. Cette expérience montre que c'est I'effet de I'échauffement thermique qui permet la
désorption d'ions. Les résultats de la méme étude révélaient également que les ions produits
¢étaient des adduits avec du sodium et que, contrairement a 1'expérience produite en irradiant

directement l'échantillon avec le laser, peu d'ions protonnés étaient formés.

D’autres expériences ont démontré la possibilité de désorber des ions sans le concours
d'un faisceau laser, par simple choc mécanique au dos de la plaque supportant 1'échantillon®*,
ou par chauffage de la plaque d’échantillon dans l'appareil”! Enfin, il est possible d'accroitre
le taux d'ionisation en vaporisant des ions sodium lors des tirs du laser sur I'échantillon[®®!.

La désorption laser, assistée par matrice ou non, produit presque exclusivement des ions
mono-chargés quand il s'agit de molécules synthétiques'®®). Seules les protéines de haute masse
(supérieure a 20 000 Da) s'observent aisément sous forme d'ions portant plusieurs charges!’"!.
L'utilisation de la source MALDI placée a pression atmosphérique permet plus aisément
d'observer des ions multichargés. Cette capacité a ne produire que des bas états de charge, et
principalement mono-chargés, est surprenante. Notamment a cause des observations réalisées
en ionisation par électrospray (ESI) - qui est l'autre technique d'ionisation tres largement utilisée
(décrite en Annexe 1). L’ESI produit des ions dont 1'état de charge est fréquemment élevé,
d'autant plus que la molécule est de taille importante. Toutefois, I'ESI est une technique

particuliére qui recourt a l'utilisation de réactions d'¢lectrochimie pour créer un nombre de
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charges trés conséquent, ce qui n'est pas le cas du MALDI, lequel utilise des matiéres neutres!**!.

Les observations en MALDI ont la particularité d'étre difficiles a reproduire quantitativement!’!!
car tout les processus couvrant 1’analyse - depuis la cristallisation de la matrice jusqu’aux taux

d'ionisation finalement observés — sont sujet a d’importantes variations.
1.4.2. Les différents modéles expliquant I’ionisation

Si la compréhension du phénomene de désorption et d’ablation de matériaux, vidé de sa
composante sur les mécanismes d'ionisation, fait consensus, il en est tout autrement des
phénomeénes d'ionisation, pour lesquels de nombreux modeles ont été proposés au fur et a

S[47

mesure des observations expérimentales*’). Deux principaux modéles s'affrontent depuis les

années 90 et chacun accumule depuis des éléments le justifiant ou le faisant évoluer!!l.

Le premier modele, incarné depuis les écrits précurseurs de Karas en 2000"?! comme
celui du Lucky-Survivor (chanceux survivant), considere que l'analyte, avec pour exemple un
peptide utilis¢ lors de toutes ces études menées en mode ion positif, existe sous sa forme
protonnée a I’intérieur méme du cristal de matrice*®. Ici, I'analyte retient la charge acquise en
solution lors de la préparation de I'échantillon, avant qu'on ne laisse sécher la goutte a 1’air libre.
L'existence de ces charges a I'état solide a ét¢ démontrée par l'incorporation d'indicateurs de pH

[73], Le modéle se base sur une possibilité trés faible que les agrégats

dans des cristaux de matrice
désorbés soient globalement chargés, et ce par « chance », et ménent a la formation finale de
l'ion en phase gazeuse par perte successive des molécules neutres et/ou de paires d'ions de

charges opposées.

Ce modele a été enrichi par les apports de Alves et ses collaborateurs*®! en 2006, par la
proposition d’une formation d’ions multichargés au sein d’agrégats’!l en fonction des
conditions expérimentales (nature de la matrice). Le processus d’ionisation, ici proposé, prévoit
une réaction intermoléculaire de matrices et d’analytes ionisés. Ces apports permettent de
prendre en compte le role de la matrice* dans les processus d’ionisation ou plutot lors des
¢changes au cours de la désorption. Il y est noté une ressemblance avec les modeles proposés
pour 1’électrospray!’!.

La derniere publication reprenant le modéle du Lucky-Survivor, tel que publié par Karas
et ses collaborateurs en 201118 précise a nouveau qu’avec ce modéle il est possible de

démontrer la production d’ions préformés dans les cristaux de matrices. Cette étude quantifie
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aussi, a travers des mesures expérimentales a 1’aide de matrices dérivatisées, la proportion de
peptides protonnés ne provenant pas directement du crystal selon ce modele. Il est alors proposé
que la formation des ions en suivant le modele du Lucky-Survivor coexiste avec le modele du
transfert de protons. Le mod¢le du Lucky-Survivor serait toutefois largement prépondérant et
représenterait 90% des especes formées a partir d’un peptide, en particulier lorsque la puissance
laser est proche de la valeur seuil. I est toutefois observé qu’en paralléle de ce modele, existe le
transfert de proton provenant de la matrice, a hauteur de 10%, puique la modification structurale
de la matrice provoque des variations du taux d’ionisation**]. Le role de la matrice dans ce

modéle intervient dans I’accumulation d’énergie qui permet la désolvaltation des agrégats!!l.

(76l

Le second modéle repose sur les mécanismes d'ionisation secondaire'’® ou, dit

autrement, sur des mécanismes de transfert de protons qui implique les ions de matrice

46147071 11 y est considéré

protonnés et un peptide afin de produire I’espéce moléculaire intacte!
que la matrice joue le role exclusif d'agent ionisant!!l. Ce postulat se justifie par ’observation
de I’augmentation rapide du rendement d’ionisation de la matrice avec 1’augmentation de la
puissance laser!”®), ainsi que par la modélisation du phénoméne de désorption qui montre une

grande quantité de molécules de matrice a 1’état excité[”!

qui se retrouvent parfois a proximité
des analytes lors de la désorption.

Les recherches concernant ce second modele se concentrent notamment sur
I’explication de la formation des ions primaires, c’est-a-dire les ions de matrice. Les molécules
de matrice s'ionisent par effet d’assemblage d’états électroniques excités de deux molécules de
matricel*’l. Les états électroniques excités sont induits par la faculté des matrices a absorber la
longueur d’onde du laser et qui peuvent ainsi étre transférés au sein du panache, ou la densité
de maticre est importante, sous forme de pseudo-particules appelées excitons. Les molécules
de matrice ionisées par ce biais vont réagir avec des molécules neutres pour former des
molécules protonnées sous controle de la thermodynamique. Ce sont ces derniéres molécules
qui vont interagir avec l'analyte, bien souvent un peptide, et lui transférer le proton. Ainsi la
relation du rendement d’ionisation de peptides en considérant I’affinité protonique de la matrice

71, La réaction va donc dans le sens de la réaction

et des analytes a ¢été démontrée
thermodynamiquement favorable.
Ces deux principaux modeles sont représentés sur le schéma de la Figure 2 tiré des

travaux de Jaskolla et ses collaborateurs!*®!,
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Figure 2 : Schéma des deux principaux modeéles proposant le mécanisme d’ionisation
MALDI™,

Ces deux modeles ne sont pas les seuls possibles, mais ils servent de base a presque tous
les autres : il est donc important de considérer leurs différences, qui résident notamment dans
la formation des ions primaires!!l. Le premier modéle proposant que les ions primaires soient
directement les ions des peptides étudiés, le second modéle suggérant qu’ils passent d’abord
par la formation d’ions de matrices, qui seraient eux-mémes, les seuls responsables de

I’1ionisation des peptides par réaction intermoléculaire en phase gazeuse.

1.5. Le mode négatif en MALDI : un inconnu a développer

Le mode négatif en MALDI a longtemps été peu considéré au point qu’encore
aujourd’hui les études se donnent I’obligation de préciser lorsque cette polarité est utilisée 3181,
Les premiéres recherches en MALDI concernaient 1’analyse de peptides protonnés ou de
polymeéres synthétiques cationisés, donc en mode ion positif. On suppose que la difficulté de
trouver des matrices permettant I’ionisation efficace des analytes, faisait que les méthodes
développées tentaient d’améliorer progressivement les techniques existantes, progressant ainsi
pas a pas et conservant la polarité testée initialement. Les matrices les plus utilisées possedent

821831 ce qui induit une plus grande facilité a la matrice de fournir des protons

un caractére acide,!
que d’en capter et augmente le rendement en mode ion positif. Une autre raison a également
¢té mise en exergue par l’'utilisation de certains types d’appareils, il s’agit de défauts

instrumentaux capables de fournir une meilleure réponse en mode ion positif qu’en négatifi®?!.
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11 existe toutefois des champs d’applications en mode négatif, visant notamment a analyser
des oligonucléotides® déprotonés plusieurs fois et sodiés de maniére a observer des ions
mono-chargés, des polysaccharides et cyclodextrines par attachement anionique d’ions
chlorure®, des phospholipides® et et toutes sortes de molécules démontrant une forte
tendance anionique. Ces études montrent surtout 1’analyse par spectre de masse mais aussi des
expériences de fragmentation permettant de déterminer la structure des composés analysés'®’!.
Certaines recherches se sont évertuées a tester de trés nombreuses matrices a caractere basique

afin de permettre I’analyse en mode négatif de composés, tels que les fragments d’ADN, dont

on présume la tendance a mieux s’ioniser sous forme d’anions!®®!,

Les études mécanistiques visant a proposer des modeles d’ionisations sont presque
toujours considérées en mode positif, et pour I’ionisation de peptides qui servent toujours de
molécules modeles. En effet, lorsqu’un intérét pour le mode négatif est mentionné, il s’agit la
parfois de ne considérer que les ions de matrice®! dans le but de comparer la quantité totale

d’ions produits selon les deux polarités.

Il n’est toutefois pas utile d’étudier de manicre isolée 1’ionisation de peptide en mode
négatif, puisque ces composés s’ionisent selon les deux polarités et bien souvent de manicre
plus abondante en mode positif : les mécanismes d’ionisation ont en effet aucune raison d’étre
différent dans les deux polarités. C’est aussi pour cette raison que 1’absence dans la littérature
d’une étude approfondie, capable de décrire ces molécules de maniere aussi compléte qu’en

mode positif, est un manque regrettable.

Dans le but de combler cette absence, au cours de ces trois années, mon travail s’est
particulierement attaché a I’étude de ce mode, notamment a travers la mise au point d’une
méthode d’analyse de polyoxoanions, des polyoxométallates fonctionnalisés, que la charge

initiale prédestinaient a cette polarité.
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2. Cadre matériel et expérimental

Cette seconde partie rassemble la liste détaillée du matériel utilisé, tant au niveau des
spectrometres de masse que des substances chimiques qui ont servi a mettre au point les

échantillons pour analyse MALDI.

En premier lieu le fonctionnement des appareils a travers les expériences menées sera
détaillé et on précisera la fagon dont ont été traitées les données acquises. Dans la seconde

section les analytes et les matrices permettant la préparation d’échantillons seront détaillés.

Enfin, une troisiéme partie est consacrée a introduire la terminologie utilisée pour

nommer les ions observés, ainsi que la méthode de calcul du taux de fragmentation en source.

2.1. Les spectrométres de masses utilisés et leurs logiciels

Pour mener cette étude j’ai principalement travaillé sur un appareil, I’ Autoflex 111, qui
est le spectrométre de masse équipé d’une source MALDI utilis¢ par notre équipe. En
complément, au sein d’autres laboratoires dans lesquels j’ai eu la chance d’étre accueilli et de
réaliser des expériences, des appareils différents dont la source est également le MALDI ont
été utilisés. Parmi ceux-ci, deux m’ont permis d’obtenir des résultats qui sont présentés ici : il
s’agit des appareils MALDI-LTQ-Orbitrap (utilisé au sein du laboratoire SMBP a I’ESPCI,
unité CNRS et USR3149) et Applied Biosystems 4700 Proteomics Analyzer (au sein du LBM,
UMR CNRS 7203).

Enfin un autre appareil a été utilisé, un ESI-LTQ-Orbitrap, présent dans notre

laboratoire. Il est équipé d’une source d’ionisation €lectrospray (ESI) décrite en Annexe 1.

2.1.1. L’appareil Autoflex IIT Smartbeam, et son logiciel FlexAnalysis

La majeure partie du travail effectué et la plupart des spectres de masse présentés dans
ce document ont été réalisés sur un spectrometre de masse de type MALDI-TOF-TOF illustré
sur la Figure 3. 1l s’agit de I’ Autoflex III Smartbeam présenté la premicre fois en 2006 par
Bruker Daltonics et appartenant a notre laboratoire depuis 2010. Ses performances sont parmi
les meilleures des appareils actuels. Il est équipé d’un laser Nd:YAG dont la longueur d’onde
est de 355 nm, mentionné sous le terme Smartbeam. La puissance de ce laser est réglable avec

un plafond de 500 pJ et une fréquence de tirs maximale de 200 Hz. Le diameétre du faisceau
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laser est de 50 um. La plupart de nos expériences a été réalisée avec une fréquence de tirs de
20 Hz, accumulant 200 tirs dispersés sur la totalité de la surface du dépot. L’ Autoflex III est
¢quipé d’un réflectron permettant des analyses jusqu’a des masses de 6 kDa, pour un pouvoir
résolutif atteignant 20 000. En outre, il est possible d’utiliser le mode linéaire pour détecter des
m/z jusqu’a 500 kDa. Les spectres de masse obtenus sur cet appareil ont été traités avec le

logiciel flexAnalysis 3.3 développé par la société Bruker Daltonik.

Sur les supports (photographiés et présentés dans la Figure 3) indexés ¢ sur le schéma
de la Figure 4, les échantillons préparés en solution sont déposés par gouttes de 1 uL. Une fois
le solvant évapor¢, restent des cristaux contenant 1’analyte et la matrice, et formant une couche
de quelques micrométres d’épaisseur (photo en Figure 3). Les cibles permettant le dépdt de
I’échantillon, utilisées pour la plupart des expériences, sont des plaques d’acier inoxydable
fournies avec I’appareil et présentées sur la Figure 3 en 3. Ces supports sont de deux types tres
similaires, le premier en acier brossé et le second en acier poli. Ils sont recouverts de 384
« puits » de 3 mm de diametre permettant de réduire I’étalement de la goutte déposée. Aucune
différence notable n’a été relevée par I'utilisation de I’un ou de 1’autre de ces supports lors de
nos expériences. D’autres typologies de plaques ont été testées, telles que les « Prespoted
AnchorChip », plaques en polymeres, congues par les entreprises Bruker et Eppendorf, et
abrégées PAC dans cette thése (visibles en a de la Figure 3). Ces plaques sont vendues avec
384 pré-dépots de matrice CHCA permettant une préparation d’échantillons plus rapide. Elles
sont jetables, ce qui permet d’éviter les procédures longues et onéreuses de lavage. Leur
propriété de support isolant nous ayant été€ utile, nous les avons lavées de leurs dépdts de CHCA
pour y déposer d’autres types d’échantillons. Enfin un dispositif présentant un cadre adaptateur
(Figure 3, plaque y) a permis d’utiliser de nombreux autres matériaux sous forme de plaques
fines de moins d’un millimetre d’épaisseur comme supports de dépot. Sur ce modele, des
plaques de polystyréne, aluminium, polytétrafluoroéthyléne, polyoxométhyléne et verre ont été

¢galement testées.

Les dépots réalisés contenaient bien souvent des solvants volatils et leurs séchages
¢taient rapides. A d’autres moments, une cloche a vide, reliée a une pompe primaire a été
utilisée pour permettre le séchage, plus long a obtenir, de certains dépots mettant en jeu par

exemple le solvant diméthylsulfoxyde.
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Figure 3 : Photographie des plaques de dépots (gauche). Plaque « Prespoted AnchorChip »
(o), plaque acier inoxydable (p), plagque adaptatrice pour plaque de tout type (y). Photographie
de I’Autoflex Il Smartbeam de Bruker Daltonics (droite).

Le schéma du principe de fonctionnement d’un instrument a temps de vol équipé d’une source
MALDI (I’4utoflexiIl - MALDI-TOF), sans pratiquer de sélection d’ions particulier (autre
méthode qui est détaillée plus loin) est donné en Figure 4. Cette Figure 4 montre également le

trajet des ions dans I’instrument a temps de vol utilisé en mode réflectron.

Le réflectron est un miroir électrostatique qui permet d’augmenter le pouvoir résolutif
de I’analyseur. Son action est a la fois d’allonger la distance parcourue par les ions et de
refocaliser les ions de méme rapport m/z, pour lesquels il existe de faibles écarts d’énergie
cinétique®”. En I’absence de réflectron a I’extrémité du tube de vol le trajet des ions est direct

et les ions sont détectés par le détecteur linéaire.

Les spectres de masse présentés dans cette thése ont tous €té¢ enregistrés en mode

réflectron.
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Figure 4 : Schéma de principe de I’appareil MALDI-TOF et photographie d’un réflectron

(pris sur le site web du National Institute of scientific material)

Lors d’une expérience MALDI-TOF, le solide constitu¢ de cristaux de matrice
contenant 1’échantillon est visé par des impulsions laser de 3 nanosecondes, ce qui en provoque
I’échauffement rapide et donc le passage de la matiére de la forme solide a gazeuse. Il s’agit
d’une petite explosion propulsant de la matiere sous forme de molécules isolées et/ou
d’agrégats. Ce déploiement de maticre est appelé « panache », la vitesse d’expansion de la
matriére désorbée est proche de 1000 m/sP8!,

On peut laisser le panache se déployer quelques nanosecondes ce qui améliore dans
certains cas la résolution des pics détectés. Un délai d’extraction de 80 ns a été paramétré dans
notre cas, avant d’accélérer les ions présents a I’aide de lentilles électrostatiques annotées en
(systeme d’extraction retardée). Tous les ions de méme charge vont obtenir la méme énergie
cinétique, ainsi le temps mis a parcourir le temps de vol est directement 1i¢ au rapport m/z des

ions.

Les conditions d’extraction des ions de la source et les parameétres expérimentaux de

I’analyseur utilisé, sont tout a fait classiques.

Les potentiels appliqués aux lentilles d’extraction, de focalisation et du réflectron sont décrits
sur I’instrument comme suit (en kV) : Ion Source 1 : 19,07 ; Ion Source 2 :16,75 ; Lens : 8,25 ;

Reflector : 21 ; Reflector 2 : 9,7.

En mode LIFT (voir explication du LIFT plus bas) les potentiels, ¢galement d’origine, sont de
(en kV) : Ton Source 1 : 6 ; lon Source 2 : 5,3 ; Lens : 3 ; Reflector : 27 ; Reflector 2 : 11.45 ;
Lift 1 : 19 ; Lift2 : 3.
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L’utilisation d’un laser dont la puissance peut €tre réglée, alli¢e a 1’ utilisation de matrice,
peut permettre d’induire la fragmentation en source de 1’analyte étudié. Ce mode, appelé ISD
(Ion Source Decay)!, consiste a utiliser des tirs laser dont la puissance est largement supérieure

a celle nécessaire pour observer 1’ion sous sa forme intacte.

I1 est possible d’utiliser I’instrument Autoflex III, qui est un instrument hybride de type
TOF-TOF, pour mener des expériences de fragmentations. Cette technique est appelée LIFT#!!
et permet de mener des expériences de spectrométriec de masse en tandem (expériences
MS/MS). Le principe est de sélectionner un ion particulier (ion précurseur) pour en observer
les fragments. Le mode LIFT est spécifique a I’appareil Autoflex III ; il permet de réaliser des
expériences de fragmentations liées a la capacité du MALDI de produire des ions métastables,
c’est-a-dire contenants une énergie suffisante pour se fragmenter aprés un délai de plusieurs
microsecondes. La fragmentation métastable peut se produire au bout d’un temps relativement
long, par comparaison a I’échelle de temps inférieure a la microseconde observée lors des

phénomeénes d’ionisation suivis de 1’envoi des ions vers 1’analyseur.

La fragmentation survient dans la région du premier analyseur TOF ; les ions fragments
ont alors la méme vitesse que I’ion précurseur et ne sont pas différentiables a ce stade.
L’utilisation d’un second analyseur, un TOF, permet alors d’attribuer a chaque ion son rapport
m/z. Cette expérience, dont le schéma explicatif est donné en Figure 5, est basée sur le méme
principe que celle appelée autrefois post-source decay (PSD)P!.

La sélection de I’ion est permise par I’ouverture €lectrostatique durant une gamme de
temps correspondant au passage de I’1ion a travers ce dispositif. Sur la Figure 5 ce dispositif est

représenté et annoté PCIS (precursor ion selector). Les ions sélectionnés peuvent ainsi se

! Note concernant le mode ISD : ces fragmentations sont promptes et surviennent bien avant
que les ions ne soient envoyés vers [’analyseur en masse : aucun parametre instrumental (par
rapport a ceux utilisés pour [’acquisition de spectres de masse) en dehors de la puissance du
laser n’est donc modifié. Il ne s’agit pas d’expérience de fragmentation au sens strict du terme
qui, dans le domaine de la spectrométrie de masse, la MS/MS sous-entend la sélection et

I’isolation formelle d’un ion avant de le fragmenter.
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fragmenter avant d’étre a nouveau ré-accélérés dans la partie nommée LIFT. En réalité, une
faible proportion de 1’ion sélectionné se fragmente ; c’est pourquoi la cellule LIFT est suivie
d’une cellule appelée « post lift metastable suppresor (PLMS) » permettant la suppression de
la majorité des ions parents. Le résultat aboutit a la production d’un spectre MS/MS qui présente

une quantité d’ions fragments surestimée par rapport a celui de I’ion parent.

f puissance .<7 LASER

LIFT Reflectron
! PCIS L

|| =

. Detecteur

Figure 5 : Schéma illustrant I’ AutoflexIIl en mode LIFT. Des barrrieres électrostatiques sont

placées sur la trajectoires des ions pour dans un premier temps sélectionner [’ion précurseur
(PCIS : PreCursor lon Selector), dans un secnd temps éliminer le précusrseur non fragmenté
avant la cellule LIFT (PLMS : Post LIFT metastable suppressor). Schéma inspiré de celui

présenté par le constructeur Bruker Daltonics.

I est possible d’introduire un gaz a la suite de la phase d’accélération des ions, ce qui devrait®?

provoquer des fragmentations par collisions.

Les spectres MALDI obtenus sur I’Autoflex III ont été traités avec le logiciel
FlexAnalysis, fourni par le constructeur (Bruker Daltonics). La détermination de la composition
des espéces formées, dont les massifs isotopiques sont étendus et complexes, a été réalisée par
superposition des spectres de masse obtenus sur des spectres théoriques modélisés avec le

logiciel Xcalibur (Thermo Scientific).

La maniére dont sont réalisées ces déterminations de formules par superposition de

massifs isotopiques théoriques et expérimentaux est détaillée en Annexe 2.
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2.1.2. L’appareil LTQ-Orbitrap XL-ETD, Thermo Scientific et son logiciel Xcalibur

Deux appareils différents de ce méme spectrometre de masse vendus par la société
Thermo Scientific ont été utilisés lors de nos travaux. Le fonctionnement de I’appareil est
identique sur les deux appareils, seules les sources d’ions, et en conséquence la nature des
especes formées, étant différentes. L’un est équipé d’une source ESI, I’autre d’une source

MALDI sous vide dont le principe a été précédemment décrit.

Les analyses réalisées avec la source ESI ont été effectuées sur I’instrument ESI-LTQ-
Orbitrap disponible dans notre laboratoire. Les analyses réalisées avec la source MALDI ont
¢été effectuées au sein du laboratoire dirigé par la Dr. Jo€lle Vinh, situé¢ a ’ESPCI (CNRS
USR3149). Cet appareil est équipé d’un laser a azote qui produit une longueur d’onde de 337
nm, ce qui représente un écart avec le laser utilisé sur I’ Autoflex!ll. Toutefois, la longueur
d’onde du laser n’a pas montré d’influence notable sur les résultats obtenus, puisque dans notre
cas 1’objectif était uniquement la production de 1’espece moléculaire intacte pour 1’étude
successive des fragments produits par collisions (mode CID), seule la nature des ions fragments

a été comparée.

Le LTQ-Orbitrap est un instrument hybride couplant un piége ionique linéaire (LTQ) et
un analyseur d’ultra haute résolution dit Orbitrap. Le schéma présenté en Figure 6 illustre le
fonctionnement de cet appareil équipé d’une source ESI (la source ESI est détaillée en

Annexe 1).

Les spectres de fragmentations des polyoxométallates étudiés ont été enregistrés sur cet
appareil en utilisant le mode dit HCD, consistant a produire des collisions entre les ions
sélectionnés avec un gaz neutre. L’analyte en solution est introduit dans la source et ionis¢€ par
¢lectrospray ou en mode MALDI. Les ions formés sont dirigés vers 1’analyseur en masse ou

vers des cellules de collisions (mode MS/MS).

L’analyseur Orbitrap est un analyseur a transformée de Fourier et se base sur la mesure
des fréquences d’oscillations axiales des ions tournant autour de 1’¢lectrode centrale, pour la
détermination des rapport m/z des ions. Cette méthode de mesure des rapports m/z permet

d’atteindre un pouvoir résolutif de plus de 100 000.

Cet appareil, schématisé en Figure 6, peut réaliser des expériences de fragmentations

(MS/MS) en conditions CID d’ions sélectionnés dans le piege ionique et il est aussi équipé
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d’une cellule de collision, permettant de réaliser des fragmentations en mode dit « HCD ». Ces
deux méthodes consistent a faire collisionner les ions précurseurs sélectionnés, avec un gaz, de

maniere a apporter suffisamment d’énergie vibrationnelle induisant les fragmentations.

LTQ trappe Cellule de
Source électrospray ionique linéaire C-trap collision HCD

Bt e "

O = 5

Analyseur en masse =S
Orbitrap / S

Figure 6 : Schéma de [’appareil LTQ-Orbitrap avec une source ESI (image prise sur le site du

constructeur ThermoScientific)

Les spectres MS/MS obtenus sur ces appareils (I’un équipé d’une source MALDI,
I’autre ESI) ont été traités avec le logiciel fourni par le constructeur, Thermo Scientific,
dénommé Xcalibur. I1 permet, entre autres, de simuler des profils isotopiques tout en
choisissant la résolution désirée. Nous I’avons utilisé pour la détermination de formules brutes
des ions visibles sur tous les spectres de masse, quel que soit 1’appareil utilisé. La maniére
d’utiliser ce logiciel pour permettre la détermination de la formule des ions est rapportée en

Annexe 2.

2.1.3. L’appareil Applied Biosystems 4700 Proteomics Analyzer

L’instrument « Applied Biosystems 4700 Proteomics Analyzer » a été utilisé pour une
unique expérience MS/MS utilisant un mode d’activation de fragmentation par collisions (CID)
de haute énergie. Cet appareil, situé dans le laboratoire LBM au sein de 1’équipe dirigée par le
Pr. Gérard Bolbach, est ¢quipé d’une source MALDI et d’un instrument en tandem TOF-TOF
séparés d’une cellule de collision. Le laser utilisé est un laser Nd :Y AG, émettant a une longueur

d’onde de 355 nm.
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Figure 7 : Schéma de [’appareil Applied Biosystems 4700 Proteomics Analyzer en mode CID

TOF-TOF.(Schéma inspiré d une publication de Sachon et ses collaborateurs®™)

Cet outil apporte une fonctionnalit¢ différente de 1’AutoflexIIl car il permet
véritablement d’effectuer une expérience de fragmentation sous collisions de haute énergie d’un
ion sélectionné. Une fois I’ionisation effectué¢e par MALDI, un premier analyseur TOF et un
dispositif de sélection de 1’ion permettent de transférer I’ion désiré dans une cellule de collision.
La cellule de collision contient de 1’air & une pression de 4.10° mBar. Les collisions se
produisent a haute énergie (1 KeV). Les ions ainsi fragmentés sont analysés par le second
analyseur TOF équipé d’un réflectron. Lorsque I’ion parent est peu fragmenté -son abondance
reste alors trés grande par rapport a celles des ions fragments produits- il est possible de
supprimer I’ion parent au sein du second temps de vol afin d’amplifier la détection des ions

fragments.
2.1.4. Procédure d’étalonnage du spectrométre de masse Autoflex I11

La plupart des appareils n’ont pas nécessité de procédures d’étalonnage particulieres,

des mélanges standards ayant été utilisés dans tous les cas, sauf avec le MALDI-TOF.

En effet I’ Autoflex III utilisé en mode ion négatif n’avait pas de méthode d’étalonnage
efficace. Le faible nombre d’études en mode négatif utilisant le MALDI-TOF rend limit¢ les
protocoles connus. En outre, le couplage MALDI-TOF nécessite un étalonnage attentif du fait
que la matrice et le délai d’extraction utilisés différent pour chaque méthode et influent sur la
précision en masse. Nos travaux ont débuté par la préparation de divers mélanges étalons qui

se trouvent largement détaillés dans ce document.
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Le choix a ét¢ fait d’utiliser initialement un mélange de peptides dans la matrice CHCA,
a I’instar de ce qui est utilis€¢ en mode positif. D’autres méthodes suggérées par la littérature,
basées sur la production d’agrégats d’iodure de césium™*! ou de phosphore, > ont été testées,
sans qu’ils prouvent leur efficacité. Enfin, un mode d’étalonnage propre a nos analyses a été
mis au point, par 1’utilisation d’un polyoxométallate et de ses ions fragments une fois leurs

compositions déterminés par le premier étalonnage.

Des peptides connus pour s’ioniser aisément en négatif, en MALDI comme en ESI, ont
d’abord été testés un par un, puis en mélange dans la matrice CHCA. Différentes concentrations
de chaque peptide ont été testées de facon a obtenir des pics d’intensités voisines. L’intensité
des pics correspondants aux peptides évoluant une fois les espéces mélangées, il s’est avéré
nécessaire de recommencer 1’ajustement des quantités de chaque peptide. Le fait que le taux
d’ionisation des especes est différent lorsqu’on utilise un mélange ou lorsqu’on les traite
séparément s’explique par les effets de compétition pour 1’ionisation, phénomene

abondamment relayé dans la littérature tant pour le MALDI®* que pour I’ESIP7,

Cette compétition dans le rendement d’ionisation est un effet bénéfique en MALDI

puisqu’on utilise une tres faible quantité d’analyte dispersé dans un exces de matrice.

On observe pourtant que 1’intensité des ions correspondants aux analytes est bien plus
importante que celle des ions de matrice®®! en fonction de la préparation du dépot'®¥. La
composition finale du mélange étalon mis au point est donnée dans le tableau 1 ci-dessous

présente.

Tableau 1: Mélange peptides et masse mono-isotopique

Produit (N° CAS) ; formule Masse exacte Concentration (uMolaire) de 1’étalon

brute de I’anion dans le mélange final avec la matrice
CHCA a 10g/L

Angiotensine Il  ([Asn ;Val] 1029,527 41

(20071-00-5) ; C49HeoN14O11”

Angiotensine 1 (70937-97-2) ; 1294,670 115

Ce2HsgN 17014

Glu-Fibrinopeptide-B (103213- 1568,662 75

49-6 ) ; Ce6HoaN19026
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Apamine  (24345-16-2) ;|  2024,879 21
C79H130N31024S84°
ACTH fragment 18-39 (53917- 2463,184 3.4
42-3) ; C112H164N27036

Lorsque le mélange de peptides est conservé, méme a — 20 °C, le spectre de masse MALDI
obtenu évolue sensiblement au cours du temps. Cette évolution tient & des processus de
dégradation des peptides mis en solution dans les mélanges étalons préparés. La cinétique de
dégradation différe d’un composé a I’autre, certains peptides réagissant méme avec le solvant

au cours du temps®?!.

Une autre technique utilisant toujours ces mémes peptides dans CHCA permet d’obtenir
un spectre de masse d’étalonnage avec une préparation facilitée. Elle consiste a placer cote a
cote des solutions préparées séparément, puis a additionner les spectres obtenus dans les mémes
conditions d’appareillage. Cette technique peut étre utilisée également afin d’améliorer un
mélange étalon déja préparé, en ajoutant un point d’étalonnage au-dela de la gamme de masse
couverte. Ainsi notre mélange étalon a maintes fois servi de base augmentée par le dépot d’une
poussiere de Fulleréene Cgo (m/z 720,00) ou d’un dépot de matrice contenant la chaine § de
I’insuline oxydée (N° CAS : 30003-72-6 ; [M-H] m/z 3492,6362), placé a c6té du dépdt du
mélange étalon. Cette technique peut induire des écarts de masse, a cause de la différence de
vitesse initiale et de la distribution spatiale!'°” des ions désorbés issus de différents dépots!?!l,

rrrrr

bonne par cette méthode que grace a I’utilisation d’un mélange unique.

L’utilisation de peptides comporte un inconvénient financier lié a la fois aux colts de
leur fabrication et a la nécessité de les renouveler fréquemment car leur stabilité dans le temps
est limitée. Afin de pallier cet inconvénient, des mélanges étalons réalisés a partir de
dendrimeres insensibles a 1’oxydation et stables dans le temps ont récemment été mis sur le

marché!!%?! mais cette solution n’est adaptée que pour le mode positif.

Des composés minéraux, soit du phosphore rouge!®> déposé directement sur la plaque,

soit de I’iodure de césiumP*

mis dans une matrice, ont été testés avec un succes mitigé. Les
essais réalisés avec le phosphore rouge, par LDI, n’ont donné aucun résultat convaincant. Par
ailleurs, les résultats publiés a ce sujet ont été contestés par la suite®!. L’iodure de césium mis

dans la matrice DCTB se désorbe et s’ionise sous forme d’agrégats de la forme [(Csl)nI] en
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négatif. Bien que les résultats précédemment obtenus!®*!

montrent que des ions jusqu'a m/z 20
000 soient visibles, les agrégats détectés au cours de nos études se sont révélés de taille bien

plus modeste.

Enfin, une autre méthode d’étalonnage a pu étre utilisée deés que des analytes ont été
caractérisés. Elle consiste a ioniser un POM de formule [SiW0038P2C24Hs0]* (dénommé
POMc12 dans ce document) en présence du cation AI**. Ce mélange, dans la matrice 9-
cyanoanthracéne (CNA), produit sous conditions MALDI 1’espéce moléculaire intacte
[POMc12+Al] et lorsque la puissance laser utilisée est forte (1,5*seuil par exemple) la
production abondante d’ions fragments est détectée (voir Figure 8). Les rapports m/z des ions
fragments et de 1I’espece moléculaire intacte sont alors utilisés pour un protocole d’étalonnage
(interne ou externe). Le Tableau 2 rassemble les formules et les rapports m/z de ces ions qui

sont régulierement répartis sur la gamme des m/z enregistré.

it Iu.a.jI - 2902 F2 1
12004 o] 151056
| Formule m/z
oo SIW,0, Al 1046,68
{ " Y SIW.0,.Al 1278,61
L.
goo4 " SIW.0,,Al 1510,55
SIW,0,Al 1742,49
127881
600 151056 | SIW,g0:sWP,C,uHagAl- | 2902,62
400 4 ‘
| 1742 49
1046 88 |
200 | ‘I |
1 |l :l 197447 220848 i l"r-
r;,_:ku'.*..".- WL . | T, SN T TN TR, | SN e
R o e o B e S mxz o

Figure 8 : Spectre MALDI du mélange CNA+POMc12 en présence d’Al**, laser 1,5*valeur
seuil, 60 tirs. Tableau 2 : détails des formules et masses des ions fragments utilisés pour

étalonner l’appareil.

Cette méthode d’étalonnage est particulierement aisée a mettre en place et 1’utilisation
de composés tels que notre polyoxométallate, produisant des fragments en source est une

technique prometteuse pour €talonner les spectrometres de masse utilisant la source MALDI. 1l
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a ¢té remarqué qu’un POM non fonctionnalisé donne des fragments du méme type que ceux
observés avec notre POMc12 présenté ici. Il faut toutefois noter que 1’étalonnage en MALDI-
TOF tient compte de la puissance laser, en effet lorsqu’une puissance laser trés différente est
utilisée la désorption des ions s’effectue avec des vitesses initiales différentes ce qui influe trés

légérement sur la vitesse des ions dans le TOF et modifie de ce fait I’étalonnage.
2.2. Développement de la technique MALDI pour I’analyse de POMs

Dans cette section, sont présentés les analytes que sont les POMs et les expériences
d’analyse en MALDI ou LDI publiées par la communauté internationale sont reportées et
détaillées. Une présentation générale de ces composés est initialement abordée, pour ensuite
détailler la nature de ceux utilisés au cours de notre ¢tude. Constatant le faible intérét de la
littérature pour 1’analyse de ces composés par MALDI, une premicre étape vise a détailler le
travail réalisé pour mettre au point une méthode d’analyse des POMs. Le procédé développé
ayant été initialement exploratoire, un grand nombre de matrices enrichies par la suite de
diverses co-matrices ou sels ont été testées de maniere systématique. Une fois le détail du
mélange réalisé ayant été explicité, les conditions d’analyses optimisées seront détaillées. Le
vocabulaire 1i¢ a 1’utilisation d’un appareil dont la source d’ionisation se sert d’un laser sera
détaillé a la suite. Cette particularité amenera a considérer la puissance des tirs laser dans les

conditions d’analyse pour discuter de la production des ions a détecter.
2.2.1. Présentation des polyoxométallates (POMs)

Les polyoxométallates rassemblent une classe d’édifices moléculaires dont la
caractéristique premiere est de pouvoir contenir un grand nombre d’oxydes métalliques reliés
de maniere ordonnée. Les métaux utilisés pour la synthése de ces composés appartiennent aux
colonnes V et VI, les métaux utilisés sont princpalement le tungsténe (W), le molybdéne (Mo)
ou le vanadium (V) et se retrouvent a haut degré d'oxydation entourés de ligands oxo (O*)!1%],
Leur synthese est réalisée a partir d’acides métalliques (tels que WO4H2) qui s’arrangent et
forment des liens covalents. Les polyoxométallates les plus communs ont des structures basées
sur des assemblages de 12 ou 18 octaedres composés d’un centre métallique entourés de six
ligand oxo (O?*) organisés autour d’un ou deux centre(s) structurant qui est(sont) en général des

phosphates (PO4*) ou silicates (SiO4*). Certains de ces ligands sont pontants entre plusieurs

octaédres. D’autres sont liés uniquement au métal central. Les POMs a 12 ou 18 métaux sont
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dénommés par les appelations Keggin ou Dawson, respectivement comme représentés en

Figure 9.

Structure Dawson
Structure Keggin

Figure 9 : Structures de bases des POMs a 12 ou 18 centres métalliques, et un ou deux
centre(s) structurant utilisés pour la synthése de nombreux composés hybrides. La

denomination Keggin et Dawson est [’appellation de ces deux familles de composés.

La taille finale de 1’édifice est variable, les plus volumineux sont de taille nanométrique.
Toutefois, bien que leurs tailles puissent atteindre quelques de nanométres, les molécules issues
d’une méme synthése sont toujours parfaitement définies et identiques entre elles. Cette
capacité a produire des edifices dont la composition est exacte provient de leur mode de
synthése, qui consiste justement a assembler de petits édifices de maniére ordonnée comme le

laisse entrevoir 1’équation bilan suivante qui mene a la synthése d’un POM de structure Keggin.
Si0O4H4 + 12 WO4H2 = SiW12040H4 + 12 H,O

Ces constructions s’effectuent autour de centres structurants fortement chargés
négativement au départ, ce qui induit la formation d’espéces plusieurs fois chargées
négativement au final. Les POMs fonctionnalisés contiennent généralement entre 2 et 11

(194 qui sont entierement délocalisée sur la structure oxométallique et n’ont

charges négatives
pas de localisation attribuées. Les POMs sont de ce fait considéées comme des anions
polarisables. Portées par les POMs, elles induisent la présence, en solution comme sous forme
cristallisée, de contre-ions chargés positivement : il s’agit, en général, soit de cations alcalins
(Na", K"), soit d’ammoniums quaternaires (tétraméthylammonium (TMA),

tétrabutylammonium (TBA)).
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Les polyoxométallates se retrouvent donc sous forme de sels (POM™+ n cations”) et se
voient qualifiés d’oxydes solubles, tant leur solubilisation dans des milieux aqueux ou
organiques est aisée. En effet, la nature des contre-ions module la solubilit¢ des POMs, les
ammoniums augmentant leur solubilisation dans des milieux organiques, au contraire des

alcalins.

La Figure 10 présente quelques exemples de structures de POMs synthétisés par notre
laboratoire (équipe E-POM de I'IPCM, UMR 8232), dont la taille, la structure et les
applications sont variées. Les deux structures les plus petites ont été caractérisées dans notre
groupe par spectrométrie de masse en utilisant une source ESI, tandis que la structure centrale
qui s’agrége pour former des structures plus importantes n’a pas encore €té caractérisée sur

notre instrument.

[PW,0434(GeC,4Hg)]*

4TBA

[Mn'lg(H,0)26(PaW 450 184)1*

SlIFHDNEH OuS)FEO H ad]

1 2 3

Figure 10 : POMs 1, 2, 3 annotés de leurs formules brutes et de leurs contre-ions. (Figures

utilisées avec autorisation , ou demandées expréssément aupres de membres de [’équipe E-

POM de I’'IPCM).

La découverte des POMs est fort ancienne puisque le premier composé synthétisé a été
obtenu en 1826, bien que sa structure exacte ait dii attendre 1933 pour étre déterminée!!%?!,

[105] o

L’utilisation de POM pour des procédés industriels a lieu depuis de nombreuses années
s’appuie notamment sur leurs propriétés oxydo-réductrices. La fonctionnalisation de ces

édifices minéraux par le greffage de parties organiques, ou organométalliques, ouvre des voies
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encore plus larges pour leur utilisation. Les champs potentiels d’applications se révelent en effet
nombreux et couvrent, a titre d’exemple, la catalyse (1), le stockage d’information ou le

photovoltaique (3)!1%],

Une fois synthétisés, la caractérisation de ces composés se fait par diffraction des rayons

X, par RMN, par voltamétrie cyclique et par spectrométrie de massel!?71108],

Ce type de
molécules pourrait particulierement bien étre analysé par MALDI, tant par la masse qu’elles
peuvent atteindre de ces composé€s que par leur nature robuste. Pourtant, peu d’exemples portent
sur la caractérisation de POMs par MALDI ou par LDI (LDI pour « Desorption Laser
Ionization » c’est a dire sans 1’ajout de matrice) sont rapportés dans la littérature. Il est en effet
possible de recourir a la technique d’ionisation LDI car les POMs ont des propriétés
d’absorption de la lumiére UV. Cela leur permet de se désorber et de s’ioniser lors des tirs de
lumiére UVI®!. Cette capacité a absorber la longueur d’onde!''”! provient de la présence de

leur cage oxométallique. Ces études montrent que les ions détectés, qu’ils soient des ions

fragments ou des espéces chargées intactes, sont toujours majoritairement mono-chargeés.

Une publication datée de 2006!!'!], utilisant la matrice DCTB a montré la présence dans
le spectre de masse MALDI d’un large massif de pics attribués a I’ion moléculaire du POM
KgSiMogW3039. Toutefois, la comparaison des pics obtenus avec le spectre de masse théorique
de cette espece suggere que plusieurs espéces sont mélangées et qu’elles correspondent au
composé sous la forme d’adduits avec différents contre-ions. Cette méme étude a testé 1’analyse
du méme composé par LDI, mais I’espéce moléculaire intacte n’a pas été observé. Un autre cas
récemment publié en 2013121 a montré aussi une analyse de POMs en LDI, celle-ci étant
improprement qualifiée d’analyse MALDI, puisque la préparation de 1’échantillon s’est opérée
sans le concours d’une matrice. L’espéce moléculaire intacte en méme temps que de nombreux

ions fragments ont été détectés pour le composé représenté sur la

Figure /1 en o. Cette espece portant deux charges négatives a été observée sous forme

d’anion mono-chargé avec adduction d’un TBA.

Deux autres études!! 113!

mentionnent I’analyse de POMs en utilisant la matrice CHCA,
trés communément utilisée en MALDI pour 1’analyse de composés biologiques. L’étude la plus
récente date de 20111%! et montre la détection d’un anion formé par interaction entre une

porphyrine et un édifice polyoxométallique de formule PW12040H3 (voir p en
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Figure /7). L’autre étude publiée en 20041131 montre différentes espéces moléculaires
ionisées sous forme d’adduits entre 1’espéce polyanionique et des cations TBA ou des H'. Les
pics observés étaient peu résolus et les especes se présentaient sous de nombreuses formes
d’adduits entre le polyanion et un nombre variable de TBA et de H', y compris des diméres,
toutes détectées sous forme monochargées en mode ion positif, ce qui n’a jamais été observé

dans notre cas.

Pour notre part, les composés a notre disposition ont été testés par LDI sans qu’aucun
résultat satisfaisant n’en ressorte. Seul un POM non fonctionnalisé ([SiW10040]>) a permis la
visualisation de pics dans la région de 1’espéce moléculaire ionisée en LDI (représenté dans le

Tableau 3).
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—I i ,L;" Yy "_L_ ;:-':
. > [T T
g 4 \ : AT,
8 4 W : P
N e & L i ] 1 ) S AL,
, . 4 i A w
b : _
1‘ i
[MH:IDMU ;-jD_Ir_.IIfHU'FD_'-].‘. 3
| [(5W100.0 HOPCH,(Cota) CHPOILI | | SiWs,0.0lPOICH,),CH.I* || (Ac) ipyridine)y(H,0)" PW12040
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Figure 11 : Structures de différents POMs détectés sous forme d’especes moléculaires intactes.

14 POMc8 est un composé présenté

La molécule 4 fut observée sous forme de cation en 2004
dans ce rapport. La molécule 5 fut observée en LDI en 20132 | et 6 fut observée avec CHCA

en 201111

Les produits synthétiques a notre disposition proviennent d’une équipe de I’'IPCM,
I’équipe E-POM, appartenant a notre laboratoire, spécialisée dans la synthése de
polyoxométallates fonctionnalisés. Nous collaborons étroitement avec cette équipe pour la
caractérisation de leurs produits par spectrométrie de masse depuis quelques années!!!>!1%], Ces
analyses sont couramment réalisées sur notre instrument LTQ-Orbitrap ayant pour source

d’ionisation I’ESI. Les POMs sont aisément ionis€s en polarité négative sous forme d’anions
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multichargés par la technique ESI, mais générent une forte pollution de I’appareillage, et sont
la cause d’effets mémoire dégradant durant plusieurs jours les analyses ultérieures. Ce sont
principalement les contre-ions ammoniums qui polluent la source : bien qu’ils ne soient pas
détectés lors de I’analyse en mode négatif, ils restent durablement dans la source et sont

aisement détectés en mode positif.

Lors de 1’utilisation d’une source ESI, un instrument a ultra-haute résolution est
souhaitable pour I’analyse de ces composés. Comme il est montré sur le spectre de masse de la
Figure 12, les especes moléculaires multichargées sous forme d’adduits induisent la présence
de plusieurs pics isotopiques par unit€és de masse, ce qui nécessite un grand pouvoir résolutif
pour obtenir un massif isotopique résolu et accéder a la composition élémentaire de 1’ion.
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Figure 12 : Spectre ESI acquis sur le LTQ-Orbitrap de [SiW1003sP>C1sH34]* (POMc8) en ultra

haute résolution avec un pouvoir résolutf théorique de 100 000 a m/z 400.

A ce niveau, une analyse MALDI de ce type de composé pourrait étre extrémement
attractive. Un avantage majeur de la technique MALDI est de produire exclusivement des ions
mono-chargés, ce qui permet d’utiliser un analyseur en masse de plus faible pouvoir résolutif,

dont le cotlit d’équipement et de fonctionnement est, par ailleurs, bien moindre.

En outre, la préparation d’échantillons pour I’utilisation d’une source ESI nécessite
d’ajuster la composition du solvant qui doit étre a la fois compatible avec 1’utilisation de la
source ESI ( cad : concentration des analytes, voltatilit¢ des solvants) et compatible avec la
solublisation des espéces considérées, qui dans de rares cas nécessitent des solvants exotiques

(DMSO par exemple) peu conseillés pour la source ESI. Le MALDI est connu pour offrir une
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plus grande latitude en termes de préparation d’échantillons et notamment de choix du solvant

(méme si le choix de la matrice reste primordial).

Une grande partie des POMs disponibles, accumulés au cours des expériences de
caractérisation par ESI-LTQ-Orbitrap, a été utilisée. Le Tableau 3 rassemble la liste de certains

de ces composés testés et les résultats majeurs obtenus lors des essais par MALDI.

On remarquera qu’un nombre restreint de POMs fonctionnalisés a été détecté en
MALDI sous la forme d’espéces moléculaires intactes : hormis une série de POMs dont les
structures sont trés proches, seules leurs parties fonctionnalisées étaient différentes. Un POM
non fonctionnalisé a également longuement été testé. C’est justement sur la base de ces
composés que nous avons focalisé le développement de I’ionisation MALDI en mode ion
négatif, bien que d’autres POMs aient été testés a maintes reprises lors des évolutions de la mise

au point de la préparation d’échantillons avec un succes plus mitigé.

Tableau 3 : POMs testés et donnant des pics abondants avec leurs interprétations.

Formule brute (et nom utilisé dans ce document) Ions les plus proches de

I’espéce intacte obtenue
Masse de I’espéce mutichargée (les contre-ions sont des

TMA, TMA, Na", K" ou Het peuvent varier en foncion des

conditions de synthése puis des réactions d’échanges de

cations.
[PW11030SnCeHaI]* Fragment [PW1033SnCsH4IH]
n-d S
3001 Da ‘
: 3 o Attribution incertaine de la
[PW O, VSiC H,] o _
Fl formule [PW, O, VSi]
2614 Da o
[SiW10038P2C24Hs0]* (POMc12) 2875 Da Espéces moléculaires intactes

[SiW10035P2CosHar] (POMc10) 2819 Da ()a e multiples, adduits de différents

. " cations (détaillé en partie

. 4-
[SiW10038P2C16H34]" (POMc8) 2763 Da résultats)

[SiW1003sP2H,]* 2539 Da
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[SiW10036Hs]* 2447 Da Pics multiples, aucune

attribution trouvée

[SiW9O36P2Ca24H50]* Pics multiples, aucune
attribution trouvée
2659 Da
[PW11030GeC14HsNH, ]+ Pics multiples, aucune
attribution trouvée
2944 Da

[PW11039SnCsHa(CcHsN)]* Fragment

PW11035Sn(Ph)CC(CsHsNH)
2988 Da

[PW12040]> (POMv)

Dalon [PW12040Li2] (détaillé a

la suite). Possibilité de le voir

2860 Da sous forme [PW12039] en LDI.
[P2W17063SnC36H23N30x1r] 7 Uniquement des ions fragments
de basse masse (< m/z 3500)
5038 Da

2.2.2. Choix des matrices

Les études trouvées dans la littérature montrent qu’il est nécessaire de recourir a
I’utilisation d’une matrice sans quoi, a de rares exceptions pres, il est impossible d’ioniser les
POMs sous forme intacte. Seuls des ions mono-chargés sont visibles, et c’est ce qui a été
constaté aussi lors des expériences menées dans le cadre de ces travaux. Les espéces
polyanioniques que sont les POMs forment donc des adduits avec des contre-ions positifs. La
premiere étape consista a tester de nombreuses matrices pour déterminer quelles préparations

permettent 1’ionisation de ces composés.

La plupart des molécules utilisées en tant que matrice dans cette étude avait été achetée

en tant que matrice pour le MALDI, elles étaient de grande pureté car spécialement dédiées
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pour les analyses MALDI et furent utilisées telles quelles. Nous avons testés les matrices

reportées dans le Tableau 4 pour 1’analyse MALDI en mode ions négatifs des POMs mais

¢galement pour d’autres familles de composés (voir partie 3.1.3). La matrice CNA n’est pas

véritablement vendue en tant que matrice et donc sa pureté était faible (97%). Une étape de

purification fut nécessaire. Elle a consisté en premier lieu a laver ce composé avec de I’eau

distillée avant de le solubiliser dans du THF pur pour, ensuite, y ajouter de 1’eau distillée

provoquant sa précipitation. Le solide filtré obtenu fut lavé avec une solution 1/1

eau/acétonitrile puis avec de 1’éthanol absolu avant de le laisser sécher a I’air libre. Assurément

cette technique rapide ne permet pas d’obtenir un solide de haute pureté, toutefois cela semble

suffisant. Le fait que la matrice CNA ne nécessite pas une tres grande pureté est positif car cela

en fait une matrice a faible cotit (10€/g alors que DCTB cotite 100€/g).

Tableau 4 : Matrices et co-matrices testées pour [’ionisation de POMs

hydroxycinnamic acid

(CAS 530-59-6)

OH
Hooc—/
O—

Nom (anglais) Abbré- | Structure Applications
viations
(numéro CAS)
2,5-Dihydroxybenzoic acid | DHB OH Carbohydrates
(0]
(CAS 490-79-9) Q—QOH Peptides/protéines!!' 4!
HO
2-(4-hydroxyphenylazo)- HABA Q_N Oligosaccharides,
benzoic acid coo: —©_°H protéines!!!4
(CAS 1654-82-8)
a-Cyano-4-hydroxycinnamic | CHCA /@/\( Peptides/protéines!' 4!
acid (CAS 28166-41-8) COOH
Trihydroxyacetophenone THAP Oligonucléotides!! ¥
(CAS 480-66-0)
3,5-Dimethoxy-4- SA Oligonucléotides!''*!
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Dithranol DIT O ‘ O Polymeres synthétiques
(CAS 1143-38-0) Lipides!4!
OH O
Trans-2-(3-(4-tert- DCTB Molécules inorganiques
Butylphenyl)-2methyl-2- [114]
CN
propenyliedene)malononitrile N \CN
(CAS 300364-84-5)
Trans-3-indoleacrylic acid IAA H Polymeres synthétiques
% [114]
(CAS 29953-71-7)
Ferulic acid FA I Oligonucléotide!!'!”!
Ho@/\/
9-cyanoanthracene CNA 0 Résidus pétroliers 1]
(CAS 1210-12-4)
9-methyleanthracene %) O O Vitamine A8
(CAS 602-60-8)
9-nitroanthracene %} Fulleréne!!”!
(CAS 602-60-8)
9-anthracenecarboxylic acid | @ Composés apolaires!!!
(CAS 723-62-6)
COOH
Diaminonaphtaléne DAN @ NH, Peptides, protéines!!!”]
(CAS 2243-62-1) HZN! '
Fullerene Ceo (CAS 99685- / N

96-8)

e
|'|'

A
i’f_r. =

f 7~
B \

-~
-".1{/
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Tétracyanoethylene TCE NC CN Comatrice
NC CN
(CAS 670-54-2)
Tétracyanoquinidiméthane TCNQ | NC CN Pigments!!2*]
NC C " CN
Co-matrice
Sodium dodécylsulfate SDS AN SO, Co-matrice!?!!
Na*
Cétyl-triammonium bromide | CTAB N Co-matricel'??!
y BN TSSO
Méta-nitrobenzyl alcool M-NBA Protéines!!?’!

Peptidest!?*!

Des essais systématiques utilisant de nombreuses matrices furent donc entrepris avec un

grand nombre de POMs fonctionnalisés ou non. Certains de ces analytes sont renseignés dans

le Tableau 3, mais peu donnérent de résultats. En premier lieu les matrices usuellement utilisées

en MALDI, furent testées puis complétées par d’autres composés absorbant la longueur d’onde

UV du laser. Les premiers essais principalement menés avec les matrices communes que sont

DHB, HABA, CHCA, THAP, SA et DIT montrérent la possibilit¢ d’obtenir des pics de forte

intensité avec divers analytes (listés dans le Tableau 3). Les essais de matrices ne se limitérent

pas a I’utilisation des matrices communes, en fait de nombreuses petites molécules ayant la

capacité d’absorber la lumi¢re UV du laser ont été essayées. De bons résultats furent obtenus

avec le 9-anthracenecarbonitrile, des fullerénes ou nanotubes de carbones furent aussi testés

sans que cela ne permette toutefois d’observer des ions moléculaires correspondants a nos

analytes.
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Figure 13 : Spectre MALDI du composé de formule [P>W170635nC3sH23N30:21r]” (masse 5038

Da) dans 5 matrices différentes. Agrandissement du signal d’'un ion non résolu et inconnu.

On constate sur les spectres de masse de la Figure 13 que de nombreux ions sont
observés avec des matrices trés différentes. Dans le cas de ce POM, dont la masse moléculaire
est de 5038 Da, quelle que soit la matrice utilisée aucun ion de haute masse n’est détecté, ni
méme des ions qui puisse s’approcher de la masse de 1’espece moléculaire ionisée. Les pics
observés sur tous les spectres de masses sont similaires méme si le rapport signal sur bruit, qui
est un ¢lément fort pour juger de la qualité d’un spectre de masse, est bien meilleur dans
certaines matrices que d’autres. La matrice CNA montre en cela des pics dont la qualité est

relativement bonne.

Les anthracenes peu polaires sont peu usuels en tant que matrice, ils avaient été choisis
dans D'optique d’utiliser des matrices ayant des propriétés de transfert d’électrons (dites
« electron-transfer MALDI matrix » pour leur aptitude a produire un cation radical et non

protonné!!18]),

Parmi les analytes produisant des ions intacts aisément figurait le composé POMc8 (chargé 4°)
dont on possédait des POMs homologues (voir leurs structures dans la Figure 14). Grace a ces
structures proches la détermination de la nature des ions formés en MALDI négatif fut facilitée,
car la répétition des expériences avec ces trois analytes montraient quels signaux conservaient

une, deux ou aucune des fonctionnalisations.
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Figure 14 : Spectres MALDI et structures de POMc8, POMcl0 et POMcl2 dans CNA.
Observation de signaux séparés de 28Da (-CH>-CH>-) et de 56Da (-CH>-CH>-),. Enregistrés a
la puissance laser seuil.

On observe sur les spectres de masse de la Figure 14 que certains ions de rapports m/z plus
faibles que la masse de la structure intacte, et donc des ions fragments, sont espacés de 56 Da.
Or une différence de 56 Da correspond a la différence de masse des fonctionnalisations : ces
ions contiennent donc encore les fonctionnalisations organiques. Avec la méme logique il est
ais¢ de déterminer que les ions de m/z 2571, 2599 et 2627 ont perdu une seule
fonctionnalisation. Une fois ces renseignements pris en compte il est possible d’évaluer quels
sont les éléments perdus par les POMs. 11 fut en revanche impossible d’attribuer des formules
pour les signaux dont la masse était plus grande que celle de 1’analyte. Ces ions, annotés # sur
la Figure 14, étaient fort probablement des espéces moléculaires intactes, correspondant au
POM introduit accompagné d’adduits mais il n’était pas possible de déterminer quelles étaient
les compositions de ces ions. Qui plus est la multitude des pics autour de I’ion attendu rendaient

difficile leurs interprétations.

A TI’issue de ces essais systématiques on observa que 1’utilisation de quelques POMs
permettaient d’obtenir des ions dans toutes les matrices. Les plupart des ions détectés étaient
similaires quelles que soient les matrices méme si le pouvoir résolutif observé sur les pics était
différent. La suite des expériences a été menée en retenant douze matrices différentes, a savoir

CNA, IAA, HABA, DAN, DIT, DCTB, CHCA, DHB, FA, SA, HPA et THAP.
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Toutefois, quelle que soit la matrice utilisée aucune espéce moléculaire intacte ionisée,
dont la masse attendue exceéde nécessairement la masse des anions tétrachérgés, n’avait été

déterminé avec succes.
2.2.3. Ajout de tensioactifs, de sels et/ou de co-matrices

I1 est possible d’ajouter des composés dans la matrice afin de modifier le type d’ions
produits. L’ajout du composé dit co-matrice est un procédé courant, dont le principe est de
choisir une matrice principale a laquelle un autre composé, dont la quantité avoisine 10%, est
ajouté. L’un des exemples les plus connus de mélange de composés permettant 1’obtention
d’une préparation aux propriétés particuliéres est le super-DHB!'*]. Ce mélange composé d’un
mélange 9/1 de DHB/acide-2-hydroxy-5-methoxybenzoique est commercialis€¢ par des
fournisseurs de produits, preuve de sa vaste utilisation. Ces mélanges permettent notamment
d’utiliser des composés qui n’absorbent pas a la longueur d’onde du laser (exemple TCE). 11
existe de multiples exemples mentionnant 1’utilisation de mélanges de composés améliorant la
reproductibilité!'?®! et la sensibilité!!?”] la tolérance aux sels polluants!'?®! ou encore la
polyvalence envers de multiples analytes!!?). Au cours de nos essais, des mélanges de matrices
ou co-matrice ont été réalisés, en particulier la nature du groupement cyano que portent
certaines matrices a été étudiée par I’introduction de composés riches en cette fonction. Il s’agit
du tétracyanoéthyléne (TCN représenté dans le Tableau 4) ou le tétracyanoquinodiméthane
(TCNQ). La volonté d’obtenir des anions multichargés, similaires a ceux produits par la source
ESI pour nos analytes, nous a également poussé a utiliser le m-NBA comme co-matrice (voir
Tableau 4). Ce composé a montré un pouvoir d’agent super-chargeant lors d’analyse de simple

brin d’ADN!"* en ESI, bien qu’aucun ion multichargé n’a été observé lors de nos recherches.

L’ajout de tensioactif est un procédé commun en analyse de spectrométrie de masse
protéomique. Les tensioactifs aidant les protéines ou peptides hydrophobes a se mélanger a la
solution de matrice afin de permettre leur ionisation sans discrimination. Dans cette étude
préliminaire, I’ajout de tensioactifs ioniques a été testé dans 1’analyse de POMs dans 1’idée de
promouvoir les espéces moléculaires intactes, et si possible une seule espece moléculaire
ionisée. En effet nos analytes étant chargés il était envisageable que des interactions
¢lectrostatiques se créent. Certains des POMs utilisés, la famille de POMc12 représentée en
Figure 12, sont d’ailleurs des tensioactifs eux mémes et peuvent donc former des complexes
avec des tensioactifs ajoutés. Deux tensioactifs, le dodécylsulfate de sodium (SDS) et le

bromure de cétyltrimétylammonium (CTAB représentés en Tableau 4) ont été utilisés. Le SDS
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est un tensioactif cationique tandis que le CTAB est un tensioactif anionique ce qui permettait

d’évaluer si des interactions ¢électrostatiques pouvaient avoir lieu avec nos polyanions.

SiI’ajout de CTAB ou de SDS ne changeait pas grand chose aux spectres de masses des
POMs fonctionnalisés, 1’apparition de nouveaux pics au-dela de la masse de I’ion intact fut
constatée lors de I’ajout de SDS dans le mélange matrice d’'un POM non fonctionnalisé, le
POMyv. La Figure 15 présente 1’apparition de nouveaux signaux dont la masse dépasse le poids

moléculaire de cette espéce tri-chargée lors de I’ajout de SDS.
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Figure 15 : Spectres MALDI de POMv préparé dans CNA avec ajout de SDS, enregistrés a la

puissance laser 55u.a. et 100 tirs.

Les nouveaux ions ont été identifiés comme des ions adduits au sodium, contenant soit
un sodium et un proton, soit deux sodium. On observe que plus on ajoute de SDS, plus les
adduits sont abondants. Le tensioactif en tant que tel se révéla donc inutile, aucun adduit
possible entre le POM et les tensioactifs n’a été observeé, on n’observe pas non plus
I’augmentation d’intensité des pics ni la diminution de I’ion fragment centré sur m/z 2860. Seul
I’apport de cation sodium, dans le cas du SDS, permit d’observer I’espece moléculaire ionisée.
Une fois compris que des ions intacts pouvaient étre obtenus par formation d’espeéce adduit de

cations avec les polyanions, de nombreux autres cations furent utilisés.

De nombreux cations ayant pour but de promouvoir la formation d’une espéce

moléculaire intacte unique ont été essayés, 1’objectif étant non seulement de promouvoir
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I’ionisation d’ions contenant le POM intact mais aussi de ne former qu’une seule espece
moléculaire. En effet il est avantageux d’ioniser les POMs sous une forme unique afin d’éviter
toute superposition de massifs isotopiques qui rendent difficile la détermination de la nature

des 1ons.
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Figure 16 : Spectres MALDI de POMc12 préparés dans CNA en présence de cations (rapport
molaires 1500/150/1 CNA/cation/POM) enregistrés a la valeur seuil de puissance laser.

Considérant la nécessité de produire des ions relativement distants, tous les cations ne
permettent pas d’obtenir des spectres de masses exploitables. On observe sur la Figure 16 que
certains cations (ici 2’AI**, "Li*, ®Ga*") permettent d’obtenir une unique espéce moléculaire
intacte correspondant a celui logiquement attendu tandis que d’autres comme Cu?* permettent
la production de divers adduits mixtes, parmi lesquels figure celui attendu, et enfin des cations
comme Na' qui produit de nombreux ions, dont les massifs isotopiques se superposent, sauf
celui attendu a 2944. Le spectre de masse du mélange contenant du cuivre(Il) présente deux
massifs annotés d’étoiles™, ces massifs correspondent aux ions [POM+Cu+Na] et
[POM+Cu+K] (de m/z 2956 et m/z 2972). Il n’y a pas eu d’ajout volontaires de Na ou K, ces

cations sont présents en tant qu’impuretés dans la préparation d’échantillon.

Des mélanges de cations ont été réalisés pour évaluer la possibilité d’obtenir des especes
mixtes ou plusieurs especes en méme temps. Ces résultats sont présentés en partie 3.2 ou I’on

observe que I’attachement des cations a 1’espéce polyanionique se révele concurrentiel. Dans
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la plupart des cas seulement un seul cation est présent dans 1’espéce moléculaire. Il existe des

exceptions, fréquente avec les cations divalents, telles que celle observées pour le cuivre(I) ici.

2.2.4. Mise au point des solutions et de la méthode de dépot

La préparation des échantillons choisie est la méthode de la goutte séchée (« dried droplet » en
anglais). Il s’agit d’une méthode simple qui consiste a mélanger dans un solvant : la matrice,
les possibles co-matrices et 1’analyte. Une goutte de 1 uL est ensuite déposée sur la plaque
d’échantillon puis laissée sécher. Il en résulte un dépdt solide cristallisé (voir Figure 18). La
premicre étape consiste a mettre en solution la matrice, qui est initialement sous forme de
poudre. De maniére a conserver des conditions semblables pour toutes les solutions, la
concentration des matrices a été fixée a 10 g/L et le solvant utilis¢€ a été identique pour tous les
composés utilisés. Toutefois, 1’utilisation de multiples matrices dont les propriétés
physicochimiques sont bien différentes induit un probléme immédiat relatif a leur
solubilisation. En effet, si CHCA et DHB sont solubles dans des solvants polaires et aqueux, il
en est autrement pour CNA, DIT ou DCTB, dont le solvant ordinairement utilisé¢ est le
dichlorométhane. Pour utiliser un solvant commun il a fallu mettre au point un mélange de
solvants capable d’autoriser la solubilisation de toutes ces matrices a la méme concentration et

¢galement compatible avec les analytes étudiés (POMs, polymeres, fullerénes).

Le choix du solvant ne pouvant pas &étre uniquement bas¢ sur ses propriétés de
solubilisation des produits, il doit aussi permettre la formation aisée d’un dépot « rond » sur les
cibles métalliques. Pour ce faire, il est préférable d’obtenir une tension de surface importante

de la solution, par exemple grace a I’eau, dont la présence améliore la tenue de la goutte.

Un mélange de solvant ternaire contenant 50% de MeCN, 40% de THF et 10% d’eau a
donc été mis au point. Le MeCN est fréquemment utilisé avec 1’eau pour les matrices protiques.
Le THF permet de solubiliser les matrices peu polaires et 1’on arrive a introduire 10% d’eau
pour que le dépot ne s’étale pas trop. Il est impossible d’introduire davantage d’eau sans
provoquer la précipitation des matrices les moins polaires. L’intérét de 1’introduction d’eau est
¢galement d’augmenter la solubilité des sels introduits qui, sinon, précipiteraient. Un tel solvant
nous autorise a déposer jusqu’a 1 pL sur la plaque en inox pour que la tache provoquée reste

cantonnée a la taille du puits de 3 mm de diamétre (voir Figure 18).
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On ajoute les sels, préalablement solubilisés a 0,5 M dans 1’eau, dans la solution de
matrice a hauteur de 1 % volumique. Ce faible volume de solution aqueuse contenant les sels
permet d’introduire une quantité d’eau minime, afin de ne pas perturber la solubilisation des

matrices peu polaires.

I1 est indispensable de bien agiter les solutions de matrices qui contiennent du sel pour
s’assurer de leur homogénéité. Certaines solutions, en particulier la solution de matrice CNA
contenant du nitrate de fer III, voient un précipité apparaitre rapidement apres leur confection.
Cette précipitation génante peut toutefois étre remédiée par 1’agitation vigoureuse de la solution
de matrice juste avant son emploi. Cela ne permet pas de solubiliser de nouveau le précipité,
mais permet d’obtenir une solution au sein de laquel le précipitat est dispersé et méne a

I’obtention des résultats attendus.

L’analyte est solubilisé dans de 1’acétonitrile (MeCN) a une concentration de 1 g/L, et
il est aisé lors du mélange des différentes solutions produisant le mélange échantillon de faire
varier les proportions des différents composés du mélange. Dans notre cas, nous avons étudié
les proportions matrice/analyte et cation/analyte. Des essais concernant I’ionisation du POMc12
dans la matrice CNA (reproduits dans les graphiques de la Figure 17) ont été réalisés, en faisant
varier le ratio matrice/analyte ou sel/analyte. Le ratio matrice/analyte dans un mélange a été
¢tudié en utilisant une valeur de ratio cation/analyte de 6, tandis que I’optimisation du ratio

cation/analyte s’est faite dans un mélange présentant une proportion matrice/analyte de 600.
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Figure 17 : Graphiques reportant [’intensité de [’espece moléculaire intacte de m/z 2902
(POMc12+Al) obtenu du mélange de CNA+AF*+POMc12. Le graphique de gauche le rapport

marice/cation est fixé a 10. Le graphique de droite a sa prportion matrice/analyte fixée a 600.
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Dans les graphiques sont présentées les valeurs moyennes obtenues de 6 séries de 200 tirs sur
3 dépats différents.

On observe une grande variabilité¢ dans les résultats (voir I’écart type reporté sur la
Figure 17), particuliérement en ce qui concerne I’optimisation de la proportion matrice/analyte.
Il apparait qu’une vaste gamme de concentration permet d’obtenir les ions désirés, tant au
niveau du rapport matrice/analyte qui peut aisément varier de 600/1 a 15000/1, que pour le ratio
cation/analyte, qui doit étre supérieur a 10 afin d’obtenir avec certitude I’espece moléculaire

intacte attendu.

La quantité de sels introduits ne doit toutefois pas étre trop importante car elle entraine
une légere diminution générale de 1’abondance des ions produits. Finalement, les solutions
ultimes sont produites avec un mélange matrice/cation/analyte d’environ 1500/150/1, ce qui
permet d’obtenir une présence considérable de I’espece moléculaire intacte et qui est aisé a

préparer a partir des solutions disponibles.

Les échantillons ont été déposés sur différents types de supports dans le but d’étudier
I’influence de ceux-ci sur I’ionisation. Les deux les plus utilisés ont été une plaque en inox
fournie avec le spectrometre et une plaque en polymere dénommée « Prespotted AnchorChip ».
Ces plaques en polymere ont, pour cette étude particuliére, été nettoyées avec une procédure
semblable a celle utilisée pour les plaques inox réutilisables, exception faite du lavage au THF
que la plaque ne tolére pas (Description en Annexe 3). D’autres supports ont été utilisés, tels
qu’une plaque de verre, de polystyréne de faible épaisseur (assiette jetable), une plaque
d’aluminium, du poly(oxyde d’éthyléne) ou du téflon. Les résultats sont reportés en partie 3.2.1,
mais seuls les résultats obtenus sur les plaques d’inox ou « Prespotted AnchorChip » ont

conséquemment été exploités.

Quoi qu’il en soit, la nature du solvant doit étre déterminée en prenant en compte le
support utilisé car, comme il est montré sur la Figure 18 la facon dont se répand le microlitre
déposé peut varier. L’épaisseur du dépdt est inexorablement différente selon la nature du
support et peut donc avoir une influence sur 1’abondance des ions observés. Il a été montrél>”!
que des dépdts fins sur supports métalliques permettent un rendement d’ionisation plus
important. Cependant, nos résultats concernant la nature du support n’ont donné aucune
confirmation allant dans ce sens, ’abondance des ions se révélant légérement supérieure sur

support plastique (voir discussion partie 3.1.2).
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1,5mm

Figure 18 : Photographies de dépots de matrice dans le solvant ternaire MeCN/THF/eau 5/4/1
sur plaque « Prespotted AnchorChip » (o) ou sur plaque inox (B, y, ). CNA (a et p), HABA (y)
et DHB (0).

2.2.5. Conditions d’analyses, définition de la valeur seuil, réglage de la puissance laser

et vocabulaire associé.

L’appareil AutoflexIII a été utilisé pour la plupart de nos expériences MALDI. Aussi

nous détaillons uniquement ici ses parametres opératoires.

Sauf mention contraire, I’ensemble des spectres présentés ont €t€ obtenus sur cet
appareil en mode ion négatif utilisant I’analyseur TOF en mode réflectron. Les réglages d usine
du spectrometre ont été conservés, exception faite du délai d’extraction et de la puissance du

laser (comme expliqué ci-apres).

L’utilisation de la source MALDI nécessite de régler la puissance laser a chaque
¢chantillon en fonction de la nature de la matrice, de I’analyte et du mode de préparation du
dépot. Les tirs laser sur le dépot ne provoquent aucune ionisation en dessous d’une certaine
valeur, puis, a partir d’une certaine valeur, dénommeée « valeur seuil », I’analyte est détecté.
Cette valeur seuil varie en fonction de la matrice, de sa cristallisation!'**! et de I’analyte. De
manicre a comparer les séries d’expériences acquises dans diverses conditions (sels, matrice,
solvant) la valeur seuil de chaque échantillon sera toujours utilisée comme référence plutot que

la valeur de puissance laser paramétrée sur I’instrument.

L’augmentation de la puissance du laser au-dela de cette valeur donne lieu a des
processus de fragmentations des analytes. Cela provoque aussi I’augmentation de I’intensité

des ions et, en général, la perte de résolution des pics et la hausse du bruit de fond (voir Figure
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20). Cette dégradation de la qualité du signal des ions provient de la plus grande dispersion
spatiale des ions produits en source, mélés a la formation d’agrégats ou d’ions métastables qui
se dégradent dans 1’analyseur et produisent des ions dont ’énergie cinétique n’est pas en lien
avec leurs rapports masse/charge. Il convient donc de se placer a la valeur seuil si I’on souhaite
observer un signal de I’espece moléculaire intacte dont le bruit sous signal et la résolution des

pics sont de bonne qualité.

Pour ne pas étre génés par les ions de matrice qui, d’une part, apparaissent a une valeur
de puissance laser plus faible que I’analyte et, d’autre part, risquent de saturer le détecteur, il
est préférable de les éliminer. Pour ce faire, un parametre de 1’appareil est réglé de manicre a
placer une barricre électrostatique a I’entrée de 1’analyseur a temps de vol sur le chemin des
ions durant les premicres microsecondes (voir schéma Figure 4). En effet, ’analyseur a temps
de vol sépare les ions en fonction de la vitesse qu’ils acquierent. La vitesse des ions étant
inversement proportionnelle a leur masse, ce sont les petites masses qui arrivent en premier au
détecteur. Ainsi toutes les ions de m/z en dessous d’une certaine valeur sont éliminés, la valeur

fréquemment utilisée supprime tous les m/z inférieurs a 900 dans nos expériences.

Les autres réglages réalisés sur I’appareil AutoflexIIl ont concerné le délai d’extraction
des ions désorbés, ainsi que 1’ajustement de la puissance et du nombre de tirs du laser. Ces deux
parametres sont modifiés par chaque utilisateur et sont propres a chaque échantillon, le nombre
de tirs pouvant varier beaucoup selon le besoin. En général plus les especes sont lourdes, moins
la sensibilité est grande et plus le nombre de tirs requis sera important. Le délai d’extraction a
été testé pour des valeurs variant de 0 ns a 1000 ns et la résolution la plus haute pour les ions a

€té mesurée pour un délai de 80 ns.

Le nombre de tirs laser utilisé¢ a été arbitrairement placé a 200 pour tous les spectres
réalisés a la puissance laser seuil. En augmentant la puissance laser, le nombre d’ions produits
augmente beaucoup, ce qui a été autant attribué a la plus grande quantité de matiére désorbée!’

[63

qu’a un rendement d’ionisation supérieur'®l. Lorsque le nombre d’ions venait & saturer le

détecteur, le nombre de tirs a été¢ diminué, jusqu’a atteindre le faible nombre de 10 tirs.

Le nombre multiple de tirs sert & moyenner les spectres singuliérement acquis, car le
MALDI est une méthode fortement dépendante de I’épaisseur et de la forme des cristaux de

matrices qui, bien souvent, souffrent d’une variabilit¢ importante. Bon nombre d’études
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publiées s’appliquent & mettre au point des techniques de préparation de dépots dont la

reproductibilité est majeure!'??!,

Le laser utilisé possede un cristal de grenat d'yttrium-aluminium dopé au néodyme
(Nd:YAGQG) produisant, dans notre cas, une longueur d’onde utile de 355 nm. La puissance
d’émission est constante et plus forte que nécessaire. Elle doit donc étre modulée a la sortie du
dispositif optique. Ce dispositif optique peut étre réglé de maniére a faire varier la puissance
des tirs laser. La valeur de cette puissance laser est exprimée dans cette thése en unité arbitraire
(u.a.), car la valeur absolue de la puissance du rayonnement utilis€ n’est pas connu. Seule la
puissance maximale du laser théorique est connue et provient des valeurs fournies par le
constructeur. Toutefois, celle-ci diminue avec le vieillissement du laser, comme il a été
remarqué entre les premieres expériences menées au cours de mon doctorat et les dernieres,
effectuées trois ans plus tard, quand pour obtenir un résultat identique, la puissance du laser

devait étre augmentée de 26%.

Il convient de préciser qu’il est toujours question de tirs laser, puisque I’échantillon n’est
pas irradié en continu mais avec de breves impulsions de la durée de cinq nanosecondes. Les
phénomeénes de désorption/ionisation et certains phénomeénes de fragmentations en source, ont
alors largement le temps de survenir: ®* pendant ces impulsions laser. La puissance maximale
des tirs laser étant de 500 pJ (spécification indiquée par le constructeur), la valeur utilisée se

situe toujours en dessous de cette valeur.

La plupart des spectres sont enregistrés a la valeur seuil de puissance laser permettant
la détection des especes. Cette valeur varie en fonction de 1’échantillon (principalement en
fonction de la nature de la matrice), on rapporte dans le Tableau 5 les valeurs relevées pour
I’observation des ions en fonction de la matrice utilisée. Dans notre cas, la puissance laser
d’observation des ions de matrice est plus faible que celle permettant d’observer les ions de
I’analyte ; cependant des études montré que la puissance du laser permettant 1’observation de

ces deux catégories d’ions est identique.
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Tableau 5 : Valeurs de puissance laser (u.a.) utilisée en fonction de la matrice pour

["observation de I’espece moléculaire intacte [POMc12+Al] ou d’ions de matrice en négatif.

matrice | Valeur seuil d’observation d’ions | Valeur seuil d’observation de
de matrice (anions observeés) I’espeéce moléculaire intacte
HABA 41 52
HPA 69 102
IAA 40 60
CHCA 37 54
THAP 58 97
DT 48 60
DCTB 35 40
DHB 59 90
CNA 53 63
FA 53 76
SA 62 84

Comme évoqué précédemment la puissance du laser a diminué au cours du temps, en
fonction du vieillissement du laser. Le tableau présente les valeurs obtenues au méme moment
pour toutes ces préparations de dépdts. La valeur seuil d’observation des ions varie beaucoup
en fonction de la nature de la matrice. Lors des expériences visant a fragmenter 1’espece
moléculaire intacte par 'utilisation d’une plus forte puissance laser, la valeur utilisée a été
proportionnellement a la valeur seuil de chaque mélange. On exprimera alors, et notamment
lors de ces études de fragmentation en source (dites ISD), la puissance laser en fonction de la
valeur seuil. Typiquement, les résultats qui meénent a [’observation d’une abondante
fragmentation en source sont obtenus a une valeur 1,5 fois plus haute que la puissance laser
seuil déterminée singulierement pour chaque type d’échantillon. La puissance laser est donc
exprimée soit en unités arbitraires (u.a.), qui dépendent du vieillissement du laser, donc de la
date a laquelle 1’analyse a été effectuée, soit en proportion de la valeur seuil unique de chaque

matrice.

2.3. Terminologie particuliére liée a ’analyse des POMs par MALDI

Dans le domaine de la spectrométrie de masse les utilisateurs sont amenés a utiliser une

terminologie capable de nommer les especes chargées auxquelles ils s’intéressent. Il s’agit d’un
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vocabulaire qui a pour vocation de nommer précisément les ions et leur s rapports m/z. Dans
une premicre partie ces termes utilisés sont succinctement rappelés pour ensuite présenter
I’allure des pics correspondant a nos composés qui seront davantage décriptés dans la section

dédiée aux résultats.

Au cours de cette é¢tude I’analyse sous forme intacte des molécules visées n’a pas €té la
seule considération. Nous nous sommes également intéressés, comme il est trés fréquent dans
notre domaine, a la fragmentation des analytes lors du processus d’ionisation en source. Ainsi,
le détail de la fagon dont est considérée la quantité de fragments obtenus est explicitée dans une

deuxiéme partie.

2.3.1. Forme, résolution et dénomination des pics

L’analyse de composés particuliers, comportant de multiples atomes dont les isotopes
sont nombreux, méne a utiliser une terminologie particuliere. Cette particularité reste
strictement conforme a celle utilisée ordinairement dans le domaine de la spectrométrie de

masse (norme [UPAC).

Par exemple, dans le jargon du domaine, il est habituel, pour désigner un ion, de parler de
rapport m/z mono-isotopique, ce qui correspond a la masse de 1’ion composé des isotopes les
plus abondants pour chaque élément composant la molécule. Lorsque des molécules organiques
sont utilisées, la masse mono-isotopique d’un ion est systématiquement la plus 1égeére du massif
isotopique (voir Figure 19). Or, I'utilisation de composés contenant du tungsténe, qui présente
4 isotopes principaux et un isotope minoritaire (voir Tableau 6), fait que la masse mono-
isotopique se trouve au centre du massifisotopique de 1’espece. Qui plus est lorsqu’un analyseur
de haute résolution est utilisé, il ne permet pas de distinguer les masse exactes (il faut pour cela
de I’ultra hautre résolution). En effet chaque pics détecté peut contenir un nombre d’isobares

important (voir Figure 19).

Nos composés comportant un nombre de tungsténes conséquent, donnent I’apparence
que I’on se reporte a la masse moyenne de 1’ion considéré, alors qu’il s’agit bel et bien de la
masse mono-isotopique. Afin d’éviter toute ambiguité, et pour simplifier, nous nommerons les
masses des ions comme étant des rapports m/z « centrés sur » un certain m/z selon des valeurs

arrondies correspondant au centroide du pic contenant I’ion monoisotopique.
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Figure 19 : Profils isotopiques théoriques simulés a une résolution de 10000 pour [’apamine
(neurotoxine du venin d’abeille) et d’un POM. Annotation du pic contenant l’ion mono-

isotopique par @. Grafique (a droite) représentant les masses exactes les plus abondantes

contenues dans le pic de m/z 2860.

I1 est opportun de rappeler que lorsqu’un ion est mentionné, par exemple lorsqu’on fait

référence a un ion de formule PW12,039" de m/z 2860, les autres pics autour de lui ont tous la

méme composition élémentaire, ce sont les isotopes des éléments (principalement du tungsténe)

qui provoquent ce large massif isotopique. L’ion m/z 2860 correspond a 1’ensemble des pics

aux rapports m/z [2845-2875].

Tableau 6: Isotopes du tungstene.

ISOtOpe du W lSOW ISZW 183W 184W 186W
Masse 179.946 | 181.948 | 182950 | 183.950 | 185.954
Abondance naturelle 0,12 26,30 14,28 30,70 28,60

La résolution des pics détectés est un parametre important en spectrométrie de masse.

En général la « qualité » de la résolution ou du pouvoir résolutif de 1’appareil, est classé selon

trois niveaux :

- Labasse résolution (R = 1.000),

- La haute résolution (10.000) => valeur typique obtenue avec un TOF-réflectron
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- La treés-haute/ultra-haute résolution (> 100.000).

Ces qualificatifs renseignent sur la capacité de distinction de deux espeéces de masses proches

et donc sur la forme des pics observés.

Comme la Figure 20 le présente, la résolution varie en fonction de I’analyseur utilisé

mais aussi, dans le cas du MALDI-TOF, des conditions expérimentales appliquées et tout

particulierement de la puissance laser utilisée.
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Figure 20 : Agrandissement de spectres de masse sur des ions (a et b en MALDI, c en ESI) avec

leur simulation en dessous en prenant en compte la résolution. En a : signal détecté en utilisant

une puissance laser tres forte, b : méme composé a puissance laser seuil, ¢ : signal détecté

apres l’ionisation en ESI.

La qualité d’un spectre de masse est considérée comme bonne lorsque la résolution des

pics observés est grande. La puissance laser n’est pas le seul phénomene en jeu, la résolution
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des signaux varie aussi en fonction de la nature de la matrice utilisée, et ceci malgré 1’ajustement
de la puissance laser de manicre a se placer au seuil, donc enregistré a la résolution maximale

(voir en partie 3.1.1).

Un autre parametre fréquemment mentionné dans ce document est le rapport signal sur
bruit. C’est un parametre important en MALDI car la présence d’ions métastables et d’agrégats
de matrices, ou simplement 1’utilisation d’une puissance laser trop forte, accroissent le bruit
sous le signal - qui peut a son tour étre masqué lorsqu’il est peu abondant. L’objectif étant
toujours de faire en sorte que les pics soient intenses, en augmentant la puissance laser

notamment, tout en prétant attention a ne pas faire augmenter le bruit.

On représente sur la figure ci-dessous des spectres MALDI obtenus lors d’analyse de POMs en

montrant I’importance du parameétre signal sur bruit.
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Figure 21 : Agrandissement des spectres MALDI de différents ions intacts, enregistrés a des

puissances de laser variables, montrant différentes valeurs de rapport signal/bruit.

Au cours de nos études, nous n’avons pas cherché a quantifier le signal sur bruit. Ainsi,
dans nos explications, ce parametre n’est mentionné que de maniére qualitative, avec les mémes
qualificatifs que ceux mentionnés sur la Figure 21. Un rapport signal/bruit faible étant
synonyme de spectre de masse de mauvaise qualité. Lors des analyses MALDI, I’objectif est
de détecter d’abondants ions correspondant a I’analyte, ce qui pousse a augmenter la puissance
laser pour augmenter la quantité de matieére désorbée et donc la quantité d’ions formée. Cette
augmentation peut détériorer la qualité du signal, il convient donc d’acquérir nos spectres a une

valeur la plus proche de la valeur seuil de puissance laser.
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2.3.2. Taux de fragmentation

Une large fragmentation en source a été observée dés les premiéres expérimentations,
et ce pour de nombreux POMs analysés. Cette capacité a provoquer des fragmentations en
source a pouss€ a rechercher la cause de ce phénomene et, par conséquent, a développer une

manicre de calculer le taux de fragmentation.

Les ions fragments pris en compte correspondent aux ions dont les rapports m/z sont
inférieurs a ceux de I’analyte considéré. Il convient de préciser toutefois que le taux de
fragmentation ne représente pas en valeur absolue le nombre d’ions fragments produits lors des
expériences. En effet, les spectres acquis ne s’intéressent pas a la totalité des ions produits,
puisqu’on ne prend pas en considération les ions de rapport m/z de moins de 1000 Da. Les
faibles masses sont en effet polluées par de nombreux pics provenant de la formation d’agrégats

de matrice, d’autant plus visibles que la fluence laser est grande.

Le taux de fragmentation sert au cours de cette étude a réaliser des comparaisons entre
différentes conditions de préparation d’échantillon, mais ne prend pas en compte la totalité des
ions fragments. Ces valeurs ne peuvent pas €tre utilisées pour effectuer des calculs d’énergies

BI comme cela est

internes a partir de la théorie Rice-Ramsperger-Kassel-Marcus (RRKM)!
¢galement suggéré dans des nombreuses études cherchant a quantifier I’énergie interne des ions

formés!,

Le taux de fragmentation (TdF) représente la quantité d’ions fragments par rapport a la quantité

totale des ions observés.

Y (aires de pics des fragments)

La fi le utilisée est : TdF =
a formule utilisee es Y (aires de pics de tous les ions)

Si I’expression du taux de fragmentation est simple, la détermination des aires des pics
de nos composés est beaucoup plus délicate. D’ordinaire, le taux de fragmentation peut se
calculer, pour les petites molécules carbonées, a partir du pic mono-isotopique!** qui
représentent la quasi-totalité de I’aire des ions produits. Mais dans notre cas, un calcul aussi
rapide n’était pas possible. En effet, si I’on considere 1’ion [HPW4O15] I’aire de 1’ion mono-

isotopique représente 15%, alors que I’aire de 1’ion mono-isotopique [PW12039] représente 7%
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de I’aire totale théorique du massif isotopique”. Afin de ne pas sur-évaluer de beaucoup la part
des fragments il est impératif de prendre en compte plus de pics par massif isotopique.
Cependant, le grand nombre de pics de chaque massif isotopique rend impossible 1’intégration
totale de tous les pics. En effet, lorsqu’un ion est abondant et bien résolu, il est possible de
prendre en compte une grande partie de I’aire totale du massif ; en revanche, lorsque le rapport
signal/bruit est médiocre ou que le massif isotopique se retrouve tronqué ou mélé a d’autres

pics, il devient difficile d’intégrer tous les pics et donc de comparer la quantité des ions.

Une technique systématique, qui se veut équitable pour chaque type d’ion a donc été
mise en place : il s’agit, comme illustré sur la Figure 22, de comptabiliser la moiti¢ de la surface
des pics du massif isotopique, le nombre de pics a considérer étant différent selon la largeur du
massif isotopique. On montre sur la Figure 22 que pour un ion a m/z 1005 il est nécessaire
d’intégrer 5 pics pour couvrir 50% de la surface totale des pics du massif isotopique. Pour un
ion de m/z supérieur, par exemple 1510, il est nécessaire d’intégrer ’aire de 6 pics, alors que
pour un ion de m/z 2860 il est nécessaire d’en intégrer 9. Toutefois, certains massifs isotopiques
ne sont pas détectés avec une résolution suffisante pour individualiser les pics qui les composent
et dans ce cas il est proposé de grossiérement évaluer la moiti¢é de la surface totale en
considérant le large massif isotopic comme un triangle. Cette maniere de ne considérer que les
pics les plus abondants rend plus aisé le calcul du nombre d’ions tout en permettant de

comptabiliser de manicre justifiée ’abondance de tous les ions détectés.
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Figure 22 : Intégration de pics des massifs isotopiques d’ions présentant un massif isotopique
complexe. L’aire sélectionnée pour chaque massif correspondant a 50% de la surface totale

theorique calculée (note ?).

2 Le calcul des aires théoriques a été réalisé a 1’aide du logiciel Isopro 3.1 (logiciel libre)
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3. Résultats et discussion

Les essais préliminaires, rapportés en partie 2.2, ont permis de développer un protocole
d’analyse de POMs en MALDI mode ions négatifs. Il a été ainsi possible d’identifier quelques
POMs par détection MALDI d’especes intactes. Les meilleurs résultats en termes de sensibilité
ont été obtenus pour les composés POMc8, POMc10 et POMc12 (voir structures dans la partie
2.2.2 Figure 14). Notre description se concentrera donc sur ces molécules. La préparation des
¢échantillons, élaborée selon la maniére décrite dans I’étude préliminaire, implique 1’addition de
cations dans les solutions de matrice. Cette présence cationique permet aux polyanions que sont

les POMs de former des adduits et d’€tre donc ionisés sous forme mono-chargée.

Ce chapitre présente les expériences réalisées dans 1’objectif de comprendre les
mécanismes impliqués dans la formation des ions par la technique MALDI négatif. Dans ce
cadre, les observations sont organisées en trois parties. Une premicre section sera consacrée au
comportement de différentes matrices permettant la production des ions. L’attachement de
différents cations aux analytes est présenté a la suite, attachement qui permet d’obtenir les
especes moléculaires sous forme d’adduits. Ces considérations seront complétées, dans la
troisiéme partie, par une é¢tude de la décomposition des analytes, soit au cours d’expériences de
fragmentations MS/MS, soit en observant la fragmentation qui peut survenir en source (ISD)
lors de la désorption/ionisation. La nature des fragments en source lorsque la puissance du laser
et la préparation d’échantillons sont modulées seront détaillées et comparées a la nature des

especes moléculaires intactes formés.

La conclusion portera sur les apports de cette étude a la compréhension des mécanismes

de production des ions par MALDI, ainsi qu’a ceux permettant la fragmentation ISD.

3.1. Comparaison des aptitudes des matrices a I’ionisation de polyanions et variation

de la méthode d’échantillon

Dans cette partie, le réle des matrices dans la formation par MALDI, des espéces adduits
est décrit et mis en évidence a travers la comparaison des résultats obtenus lors de 1’utilisation
de conditions expérimentales identiques pour différents mélanges échantillon. L’influence du
type de support (cible) pour le MALDI a également été étudiée dans le but d’explorer tous les

phénomeénes pouvant avoir une influence sur 1’allure du spectre de masse MALDI.
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Afin de comprendre la particularit¢ du mélange optimal pour I’analyse des POMs
étudiés, qui s’ionisent en présence de la matrice CNA par formation d’adduits avec des cations,
nous avons tenté d’appliquer la méthode de préparation d’échantillon développée pour le

POMc12 a d’autres POMs ainsi qu’a divers analytes, sans résultats satisfaisants.

Enfin Iutilisation éventuelle des POMs en tant que co-matrice permettant I’analyse de

peptides ou de polymeres est reportée ci-dessous.
3.1.1. Classification relative des matrices

Le role de la matrice est primordial en ionisation MALDI. D’ordinaire, les matrices
choisies et la préparation optimale des échantillons sont élaborées de maniére spécifique a
chaque classe de composés (voir Tableau 4 présenté¢ avant). Néanmoins, il n’est pas rare de
trouver plusieurs matrices considérées comme viables pour 1’analyse d’un type de composé :
par exemple les matrices DHB et CHCA, communément utilisées pour la préparation
d’échantillons en MALDI, sont toutes deux fréquemment utilisées pour I’analyse de peptides
[5027] La nature des matrices n’a pas a étre proche pour permettre 1’ionisation de la méme
famille d’analytes : par exemple la matrice aprotique et peu polaire DCTB a récemment montré

1331 pour I’analyse du polystyréne, polymére plus fréquemment analysé avec des

son efficacité!
matrices polaires et protiques telles que DHB ou DIT!34]. Or, nos essais préliminaires nous ont
montré la possibilité d’obtenir des ions de ces composés polyanioniques dans presque toutes
les matrices testées. Cette capacité du POM a permis d’effectuer des comparaisons relativement
inédites entre des matrices de natures différentes. Bien entendu la qualité des spectres de masse
n’est pas toujours satisfaisante en terme de résolution, de rapport signal/bruit ou du point de
vue des especes ionisées pour toutes les expériences et, au vu de I’allure des spectres de masse,
nous pouvons séparer les matrices en deux groupes aux propriétés trés distinctes. Il faut noter

qu’ici les échantillons ont été préparés selon la procédure détaillée en partie 2.2.4, c’est a dire

avec addition de chlorure d’aluminium(III) dans les solutions de matrice.

Le «premier groupe » rassemble les matrices au sein desquelles des especes
moléculaires intactes, avec des intensités moyennes voire faibles, sont observables quels que
soient les parametres instrumentaux appliqués. Il s’agit des matrices DHB, FA, SA, HPA et
THAP. Le signal de I’espéce moléculaire intacte obtenu est ténu, ce qui pousse a utiliser une
puissance laser importante, réduisant alors la résolution des pics détectés. La puissance laser

utilisée pour observer un signal intense pour ces matrices (rassemblées dans ce qui est appellé
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ici le « premier groupe ») est plus importante que celle du « second groupe » (qui sera présenté
par la suite). Il en est de méme pour les matrices de ce groupe. L’utilisation de ces matrices
provoque la détection de nombreux pics par MALDI dans la région de I’espéce moléculaire
intacte (annoté @ sur la Figure 23) auxquels il est difficile d’attribuer une composition.
L’augmentation de la puissance laser provoque aussi 1’apparition d’ions agrégats de matrices
dont les intensités sont si importantes qu’il est pertinent de régler le processus de déflection
(suppression des ions en dessous d’une valeur déterminée) a une valeur de m/z 2000. 1l faut
surtout noter la quasi-absence de fragmentation en source du polyoxométallate analysé, au

contraire de ce qui est observé pour le second groupe de matrice (voir discussion ci-dessous).
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Figure 23 : Spectre MALDI du mélange POMc12+AP* dans les matrice DHB et SA enregistré
a la puissance laser 80 et 90 (u.a.). L’espece moléculaire intacte [POMc12Al] est annoté @.

La quasi-totalit¢ des ions de bas rapports m/z, au moins pour les plus abondants,
correspond a des ions contenants des molécules de matrice (voir Figure 24). Sans méme
connaitre la composition exacte d’un ion observé, il est aisé de déterminer s’il est issu de la
fragmentation d’un POM du fait du massif isotopique particulier li¢ a la présence de tungstene.
L’agrandissement du spectre de masse acquis en présence de DHB a haute puissance laser est
donné en Figure 24, ci-dessous. On est en mesure d’y identifier un ion fragment centré sur m/z
1510. Cette espece correspond a un ion de formule [SiWsO2,Al] et se trouve noyée parmi les

autres pics dont la nature ne peut étre qu’attribuée a des agrégats de matrices.
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Figure 24 : Spectre MALDI du mélange DHB+POMc12+AP " enregistré a laser 80(u.a.)

Le second groupe rassemble les matrices avec lesquelles il est aisé d’analyser nos POMs

par MALDI. II s’agit des matrices CNA, IAA, HABA, DAN, DIT, DCTB et CHCA.

En utilisant une préparation d’échantillon simple, consistant a introduire dans les
matrices 5 mM d’AlCls, I’espéce moléculaire intacte de formule [POMc12Al] a m/z 2902 est
produite. Cette espéce se trouve étre identique quelle que soit la matrice utilisée lors de la

préparation d’échantillon.

L’espece moléculaire intacte est formé de 1’analyte adduit des cations introduits lors de
la préparation d’échantillons, dans le cas présenté ici, s’agissant du cation aluminium(III). La
puissance laser utilisée pour obtenir des espéces moléculaires intactes avec ces matrices (voir
Figure 25), rassemblées dans le second groupe, est largement inférieure aux diverses puissances
laser nécessaires a observer la production d’ions avec les matrices du premier groupe. A titre
d’exemple, la matrice SA (appartenant au premier groupe) nécessite une puissance laser 1,6
fois supérieure a celle utilisée pour la matrice CHCA (second groupe) pour ioniser 1’espéce

intacte de rapport m/z 2902.

Cette famille de matrices a également pour point commun notable de permettre
I’observation d’une large fragmentation en source : de multiples ions abondants sur toute la
gamme de masse considérée sont détectés (voir Figure 26). On peut suggérer que cette capacité
a produire des ions, moléculaires et/ou fragments, a des puissances laser bien différentes, est en
lien avec le coefficient d’absorption des matrices. Par exemple il est possible de comparer le
coefficient d’absorption mesuré!'*! 2 355 nm pour des dépots solides de DHB (1°" groupe), qui
est de 9000 cm™, et celui de CHCA a 1’état solide (2™ groupe), qui est de 30000 cm™ : cela
induit a penser que la désorption et la fragmentation sont en lien avec la capacité d’absorption

de la longueur d’onde du laser. Le fait que CHCA produise d’abondants ions et fragments, a
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I’inverse de ce qui est observé pour DHB, semble pouvoir étre mis en lien avec ces valeurs ;
toutefois nous n’avons pas trouvé de valeurs correspondantes a d’autres matrices permettant

d’étendre plus loin la comparaison.

Au sein de ce second groupe, les comportements des matrices permettant la production
d’ions varient largement. Les matrices CHCA et DAN produisent des ions fragments des la
valeur seuil (de puissance laser) d’observation des ions. A I’inverse, en présence des matrices
comme CNA, DCTB ou DIT, un ion unique est détecté aux valeurs seuils et sa nature dépend
du cation introduit en large quantité. La proportion relative de ces ions fragments est liée en
premier lieu, a la puissance laser utilisée, mais également a la nature de la matrice utilisée ainsi

qu’a celle du cation utilisé (voir partie 3.2).

La résolution des pics détectés, tant par leur abondance que par leur rapport signal sur
bruit, varie en fonction de la matrice utilisée. Les spectres de masse de la Figure 25 mettent en
évidence que la matrice CNA permet d’obtenir un massif isotopique correspondant a I’ion
adduit de formule [SiW10038P2Co4Hs0Al]” abondant et bien résolu. La qualité du signal de cet
ion peut étre comparée a la simulation réalisée a partir de cette formule grace au protocole de

préparation d’échantillon optimisé précédemment.

La plupart des matrices produisent majoritairement cet ion intact, seules les matrices
CHCA et DAN produisent de nombreux massifs isotopiques différents dans la région de
I’espece moléculaire intacte, ce qui rend plus difficile I’attribution de formules aux pics
détectés. Les matrices CHCA et DAN sont remarquables, car elles produisent dés la valeur seuil
un grand nombre de fragments dont les m/z sont compris entre 2600-2900. La détection de ces
multiples ions fragments apparait d’ailleurs a une puissance laser plus faible que celle
nécessaire a 1’observation de I’ion contenant I’espece intacte. Or, 1’utilisation d’une puissance
laser supérieure provoque 1’augmentation du signal des ions fragments et produit des pics de
I’espéce moléculaire intacte dont le signal sur bruit, et la résolution sont médiocres (voir Figure

20).
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Profil isotopigue théorique
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Figure 25 : Spectres MALDI du mélange POMc12+AP" dans les différentes matrices du second
groupe, enregistrés aux puissances laser seuil de chaque échantillon. Agrandissement du signal
de l’ion contenant l’espece intacte et comparaison avec le massif isotopique théorique de
formule [SiW10033P2C24Hs0Al]” modélisé a une résolution de 12000.

On observe (Figure 25) sur la plupart des spectres de masse acquis a la puissance laser
seuil un ion fragment abondant a m/z 2627. Il représente la perte d’une fonctionnalisation
alkylphosphonilée ([H25C12PO3]). Cet ion fragment mono-chargé a m/z 2627, dont la
composition est [HSiW10034 POC12Has]", contient un hydrogeéne, de provenance externe au
POM. Cette présence a été prouvée en renouvelant 1’expérience MALDI avec addition de
lithium, qui provoque le décalage de ce pic de 6 Da, pour mener a un ion centré sur m/z 2633
(le "Li* venant remplacer le '"H"). Cet ion fragment de haut rapport m/z apparait de maniére
relativement aléatoire, non maitrisée, bien que son abondance semble dépendre de la nature de

la matrice. Il est fort possible qu’il s’agisse d’une dégradation survenant avant I’expérience
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d’ionisation, Vincent Jallet ayant montré dans ses travaux''! que la cinétique de dégradation

de cette espece est dépendante de 1’acidité environnante.

En revanche, lorsqu’on augmente fortement la puissance laser au-dela de la valeur seuil,
par exemple a la valeur 1,5*seuil, de nombreux ions de plus faibles m/z s’observent sur la
gamme de masse m/z [1000-3000]. On observe sur la Figure 26 que les ions fragments annotés
de leurs m/z se retrouvent présents dans tous les spectres de masse MALDI des matrices du
second groupe. 11 s’agit d’ions fragments qui contiennent Al**. D’autres ions fragments sont
aussi visibles. Ils contiennent uniquement des ¢léments de la cage oxométallique (Si, O, W),
avec parfois un hydrogene, leurs formulations étant décrites plus précisément dans le Tableau

9 de la partie 3.3.1.
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Figure 26 : Spectre MALDI de POMc12+APP" avec les matrices du second groupe da une
puissance laser équivalente a 1,5*(valeur seuil). Agrandissement de la région de [’ion fragment

m/z 1278 de composition [SiWsO20Al]". Les ions fragments de m/z [1046-1278-1510-1742]
contiennent de I’aluminium.
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Ces sept matrices semblent pouvoir étre appelées « matrices énergétiques » dans notre analyse
des POMs : en effet, elles donnent toutes lieu a des fragmentations en source abondantes. Ces
matrices sont pourtant de natures variées lorsqu’on considere leurs propriétés
physicochimiques, ou méme leurs applications habituelles en MALDI. Certaines sont acides,
polaires et protiques (IAA, CHCA, HABA), DIT est une matrice polaire et protique, CNA et

DCTB sont peu polaires, aprotiques, tandis que DAN est matrice polaire, basique et protique.

On ne peut différencier ces matrices de celles décrites dans le premier groupe (contenant
DHB et SA) que si I’on considére ces mémes propriétés physicochimiques. L’énergie

1361 des matrices du second groupe, ¢’est-a-dire I’énergie leur permettant de perdre

d’ionisation!
un électron, est du méme ordre de grandeur que celle des matrices du premier groupe.
L’utilisation courante des matrices du second groupe est destinée a un panel d’analytes bien

différent (voir le récapitulatif en Tableau 4).

Les fragmentations obtenues lors de 'utilisation de la source d’ionisation MALDI ont
¢té étudiées en détail dans le cas des analytes couramment analysés par cette technique. Ces
fragmentations sont soit recherchées pour permettre de caractériser les molécules considérées,
soit évitées pour s’assurer que les ions observés correspondent aux especes présentes dans
I’échantillon initial et qu’ils ne proviennent pas de dégradation issues de la technique d’analyse.

I1 est donc important de déterminer quelles sont les possibilités de fragmentations.

Au contraire des choix effectués dans les publications antérieures, ces matrices de
matrices ne peuvent pas étre qualifiée de chaudes ou froides, car ces termes ont été utilisés lors
de I’édification d’une classification relative empirique antérieure. L.’ordre CHCA>SA>DHB,
avait été¢ obtenu selon I’aptitude des matrices a induire plus ou moins de fragmentations

métastables de peptides.

Ici, il s’agit au contraire de fragmentations promptes (dites ISD pour In Source Decay),
qui apparaissent lors de la désorption/ionisation avant extraction des ions pour les envoyer dans
’analyseur. Une autre classification relative a été réaliséel'*” en rapportant la capacité a induire
des fragmentations promptes de plusieurs molécules thermometres (des benzylpyrinidiums) et
¢tablit un ordre relatif comme DHB > SA>> CHCA. Cet ordre relatif, classé selon les aptitudes
a engendrer d’abondantes fragmentations en source, est inverse au précédent mais, comme il

137

est expliqué dans I’étude présentant ces résultats!'3”), cela est logique puisqu’il ne s’agit pas des

mémes temps de décomposition. Une classification relative est basée sur I’observation des
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fragmentations métastables lentes et 1’autre sur les fragmentations promptes, ayant lieu en

source.

Une étude plus récente considérant la fragmentation ISD des peptides confirme cet ordre
et montre que la matrice DAN donne lieu 4 plus de fragmentations promptes que DHB!*], La
classification provenant de ces études devient DAN>DHB>SA>CHCA. C’est dans ce cadre
comparatif de taux de fragmentation que 1’on est amen¢ a considérer nos résultats ; bien que les
fragmentations des molécules organiques présentées soient différentes de nos composes
polyanioniques, il s’agit également de fragmentations ISD, c’est-a-dire survenant en source de

manicre prompte.

On a alors calculé le taux de fragmentation (voir partie 2.3.2) observé pour chaque
mélange d’échantillon préparé avec les 7 matrices du second groupe mises en présence du
POMc12 et de I’aluminium(IIl), en ratio 1500/150/1 (matrice/cation/analyte). La Figure 27
montre que les matrices DAN et CHCA présentent un comportement différent des autres
matrices car elles conduisent a d’abondantes fragmentations des la valeur seuil de puissance
laser sans évolution majeure aprés augmentation de la puissance laser. La matrice HABA
entraine aussi un comportement singulier, et notamment 1’augmentation de la quantité d’ions
fragments au méme rythme que la quantité d’espéces moléculaires intactes (et donc une taux
de fragmentation constant sur la Figure ci-dessous). Les autres matrices, qui montrent un taux
de fragmentation nul a la valeur seuil de puissance laser, voient la proportion des ions fragments

augmenter avec la puissance laser appliquée.
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Figure 27 : Graphique représentant le taux de fragmentation (TdF) en fonction de la puissance

laser (puissance laser/puissance laser seuil), pour 7 matrices différentes en mélange avec
POMcI2+AP",

Considérant ces valeurs, certaines matrices semblent plus efficaces que d’autres pour la
production d’ion fragments. Toutefois, il est aussi nécessaire de considérer aussi I’abondance
« absolue » de ces ions fragments, ainsi que la résolution des pics. La Figure 28 permet de
comparer ’efficacité des matrices a produire des ions fragments et I’espéce moléculaire intacte.
On ajoute, aux valeurs calculées pour les sept matrices du second groupe, des valeurs calculées
pour DHB (qui fait partie du premier groupe). Toutefois, les fragments comptabilisés pour la
matrice DHB ne sont pas comparables aux fragments obtenus avec les matrices du second
groupe. Pour DHB il s’agit uniquement de fragments de haute masse (m/z 2600-2875), dont la
nature reste indéterminée (voir Figure 23). DHB est présenté sur cette figure dans le seul but de
donner une idée de la quantité d’ions obtenus avec les matrices du premier groupe, la puissance
laser utilisée pour DHB ne correspond pas a 1,5*valeur seuil puisqu’on est difficilement en

mesure d’identifier le seuil pour les matrices du premier groupe.
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Figure 28 : Graphique représentant l’intensité et la résolution du signal de [’espéce

moléculaire intacte et des ions fragments enregistré a laser 1,5*valeur seuil.

La valeur de la résolution des pics sur la Figure 28 est déterminée a la puissance laser
1,5*valeur seuil du laser pour chaque mélange de matrice. Cette puissance laser forte détériore
beaucoup la résolution des pics de I’espéce moléculaire intacte. Ainsi la résolution donnée pour

cet ion est bien en-dega de ce qui peut étre obtenu a la puissance seuil.

Le comportement différe largement entre la matrice DAN, induisant, en quantité et en
proportion, beaucoup d’ions fragments, et la matrice IAA, capable au contraire de produire une
espece moléculaire intacte abondante mais trés peu d’ions fragments quelque soit la puissance
laser. En considérant les taux de fragmentations dans toutes les matrices du second groupe, on
est en mesure d’établir un classement des matrices en fonction de leurs facultés a induire la

production des ions fragments source. Le classement relatif établit est le suivant :
DAN>CHCA>CNA>DIT>HABA>DCTB>IAA

A la suite de cette classification relative peuvent s’ajouter les matrices du premier

groupe, notamment DHB et SA, régulie¢rement étudiées dans les études de fragmentation en
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mode ISD. Ces matrices ne produisent pas a proprement parler de fragmentations comme les
matrices du second groupe. Nos résultats ne sont pas comparables, par ailleurs, avec ceux
observés lors des ¢tudes de fragmentation en source de peptides ou de molécules

[137] "1 est toutefois possible de mettre a part de nos considérations les matrices

thermometres
DAN et CHCA qui, outre le fait de provoquer la fragmentation comme les Figure 28 et Figure
29 le montrent, produisent faiblement 1’espéce moléculaire intacte. La Figure 27 fait noter que
DAN, encore plus que CHCA, produit minoritairement des ions fragments contenant

I’aluminium, au contraire des autres matrices du second groupe.

I1 est possible que des mécanismes de fragmentations supplémentaires ceuvrent lorsque
les matrices DAN et CHCA sont utilisées. En revanche, dans les matrices CNA, DIT, HABA,
DCTB et IAA le mécanisme semble identique, puisque la nature des ions fragments est la

méme. Les mécanismes de fragmentations seront discutés au paragraphe 3.3.

A la lumiére de ces considérations, il est possible de conclure que la matrice CNA est
la matrice la plus adaptée a I’analyse des POMs. Elle permet d’obtenir une espeéce moléculaire
intacte dont la qualité du signal, par son intensité et par son signal/bruit, est la meilleure pour
observer, éventuellement, d’abondantes fragmentations porteuses d’informations structurales.
Ces propriétés pourraient permettre de caractériser un analyte inconnu, bien que dans le cas des
POMs la structure des ions fragments, ainsi que leur mode de production soient a ce jour peu

étudiés!!!?],
3.1.2. Influence des supports sur la qualité des spectres

Outre la préparation d’échantillon, qui est 1’étape cruciale du MALDI, d’autres
parametres expérimentaux peuvent influencer la qualité des spectres de masse MALDI. Il y a
bien entendu les parametres instrumentaux, dont nous n’avons modifié¢ que le délai d’extraction,

mais aussi la nature du support (sur lequel est déposé 1’échantillon).

I1 était important de s’attarder sur la nature du support puisque des travaux antérieurs
rapportent I’émission d’électrons de celui-ci. En effet, les cibles métalliques sur lesquelles le
dépot de matrice est réalisé sont reconnues pour avoir une interaction avec les impulsions laser

(1391 Ces électrons sont supposés étre impliqués dans les

et pour émettre des électron
mécanismes d’ionisation MALDI, tant au niveau de la formation des espéces chargées (et

notamment des ions de la matrice), que de la possible neutralisation des especes produites.
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Frankevich et ses collaborateurs!!*? rapportent que le rendement d’ionisation en mode positif
d’un peptide est bien plus grand lors de I'utilisation de supports non métalliques du fait de la
neutralisation des cations produits par les €lectrons. Il est rapporté qu’un support isolant permet
d’observer des peptides protonnés deux fois avec une plus grande abondance. Toutefois
McCombie et ses collaborateurs®®! notent un phénomeéne contraire dans leurs expériences.
Leurs résultats montrent aussi que les substrats métalliques accroissent I’ionisation de peptides
lorsque le dépdt est fin, par interaction entre la matrice, le support et le laser. Or ¢’est dans ces
conditions que la production d’électrons est la plus a8 méme d’interagir avec les peptides
protonnés, cela montre que les électrons supposés neutraliser les cations formés n’ont pas
d’impact ou d’autres composantes rendent leurs actions négligeables. Il est aussi montré dans
cette étude™! que le fait que le support soit conducteur n’est pas la seule condition,
puisqu’étrangement le rendement d’ionisation est moindre sur un support en or que sur un
support en Inox. Ces observations sont interprétées comme des réactions complexes
d’association des orbitales moléculaires de la matrice et du support, qui sont plus favorable avec

I’acier que 1’or.

Malgré de nombreuses études exploratoires visant a une meilleure compréhension du
role des électrons, le concours des électrons reste encore mal défini et au vu de la discordance

des résultats rapportés il est regrettable qu’aucune étude n’ait été menée en mode négatif.

Puisque I’ionisation de nos analytes s’opére en mode négatif nous devrions, sinon
observer un phénomene d’accroissement des anions formés, ne pas étre géné par le phénomene
de réduction des charges positives induit par les électrons. Qui plus est, ’apport de la
contribution des €lectrons pour ’ionisation des POMs peut étre doublement intéressant puisque
ces composé€s possedent des propriétés oxydo-réductrices importantes et ils sont considérés
comme des réservoirs a électrons!!%. IIs sont aptes (lorsqu’ils sont en solution) & accumuler

plusieurs électrons sans que cela ne change leur structure!!%4],

Ainsi, sept matériaux différents avec des propriétés isolantes ou conductrices, sur
lesquels le méme échantillon a été déposé lors de nos essais, ont été sélectionnés pour étudier

le role des électrons (détail en partie 2.1.1).

Afin d’évaluer I’influence des supports utilisés sur I’ionisation d’un peptide en mode
positif, un mélange qui donne ais€ément I’ion correspondant au peptide protonné a été testé. Ce

mélange contenait I’angiotensine I (peptide de masse 1295Da) dans la matrice CHCA acidifiée
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par 0,1% d’acide trifluoroacétique, dont le ratio matrice/analyte était de 1/1500. Les spectres
de masses acquis sont similaires sur tous les supports a I’exception du PTFE qui ne permettait
pas d’observer d’ions. Aucune fragmentation en source a la puissance seuil de laser n’a été
observée sur quelque support que ce soit. Dans le but d’évaluer si les électrons, forcément émis
en nombre différents selon les supports, avaient une influence sur la stabilité des ions formés,
nous nous sommes intéressés aux fragmentations métastables. En effet il est mentionné dans la
littérature que les €électrons seraient €émis par le support métallique et viendrait neutraliser les
cations produits. Ces captures électroniques, si elles ont lieu, devraient induire une instabilité
des ions formés et donc 1’on devrait observer des différences sur les spectres de masse ou sur
les spectres MS/MS. Ainsi des expériences MS/MS menées en mode LIFT sur I’ion du peptide
protonné ont été menées, elles ont produit des résultats analogues sur tous les supports (hormis
PTFE qui ne donne pas d’ions) : la nature ainsi que [’abondance des ions issus de la
fragmentation du peptide protonné étaient semblables quel que soit le support. Les résultats de
ces expériences (non reportées ici) ont donc uniquement permis de valider la possibilité
d’obtenir des espéces en utilisant la technique MALDI sur divers support, a 1’exception du

PTFE.

Les résultats obtenus en mode négatif lors de 1’analyse du POMc12 dans la matrice CNA
dopée avec du chlorure d’aluminium sont similaires aux observations réalisées en mode positif
pour le peptide. La production d’espéces moléculaires intactes (ions qui dépassent la masse du
POM) sur tous les supports, sauf le PTFE est constatée. L’espéce moléculaire intacte produite
est celle attendu, de formule [POMc12+Al]", a I’exception de la plaque d’aluminium qui produit

une multitude d’espéces dans la région moléculaire.
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Figure 29 : Spectres MALDI du mélange POMc12+CNA+AP* déposé sur sept supports
différents dans des conditions expérimentales identiques. Les spectres ont été enregistres a une

puissance laser de 75 (u.a.).

On n’explique pas 1’absence d’ions produits lors de 1’utilisation de la plaque de PTFE.
Cette matiére a pourtant été utilisée avec succes au cours d’études publiées dans des journaux
scientifiques!!**1*!l, La plaque en aluminium provoque la formation de multiples adduits non
attendue, dont les pics superposés rendent difficiles I’attribution. La résolution des pics varie
beaucoup d’un support a I’autre et les meilleurs résultats sont obtenus sur la plaque en inox.
Bien que des ions fragments produits en source soient visibles sur la majorité des supports,
I’abondance des ions fragments n’est importante que sur les plaques en polyoxométhyléne, sur
la plaque PAC et sur la plaque inox. Ces résultats ne permettent pas de tirer une conclusion sur

le role des électrons.
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Peu de supports donnent des pics abondants ; toutefois la plaque PAC, dont le caractere
isolant a été vérifié, permet d’observer un ion contenant 1’espéce intacte intense, dont la
résolution est comparable a celle obtenue sur le support inox. Ainsi nous avons continué¢ de
réaliser les expériences MALDI en n’utilisant que ces deux plaques qui présentent un caractere
conducteur électrique opposé, la plaque PAC étant €lectriquement isolante, a 1’inverse de la

plaque en inox.

La surface plus hydrophobe de la plaque PAC rend plus aisé les dépdts des échantillons
(la goutte s’étale moins méme lorsque les solvants utilisés sont volatils). Cette plaque est vantée
par ses constructeurs (Bruker/Eppendorf) comme capable d’obtenir des ions bien plus
abondants pour I’analyse MALDI en mode positif de peptides. La préparation des échantillons
étant trés simplifiée, il suffi de déposer une goutte de I’échantillon sur les dépdts de matrices
déja présents sur les plaques PAC. 1l faut préciser que ces plaques n’ont pas été utilisé de cette
manicre, puisqu’elles ont ¢été lavées des pré-dépots qu’elles présentaient afin d’y déposer nos
¢chantillons de POM dans des matrices choisies en utilisant la techinque de la goutte séchée.
L’utilisation de ces plaques a été faite de la méme maniére que les plaques communes en acier
inoxydable, c’est a dire en déposant nos échantillons et en laissant sécher la goutte du mélange

du POMc12 préparé avec différents sels et matrices.

La totalité des essais mettant en présence le POMc12 dans CNA avec divers cations,
seuls ou en mélange, a été répétée a la fois sur la plaque en inox et sur la plaque PAC. La nature
des ions observés ne differe pas selon la cible utilisée, en revanche I’abondance totale et relative
des especes differe. En général, I’intensité des pics est 1égérement plus grande sur la plaque
PAC et le seuil d’observation des ions est identique. Toutefois, I’augmentation de la production
totale ionique est difficile & mettre en évidence en raison de la variabilité des spectres de masse
MALDI, et pouvant tenir de facteurs externes, comme le fait que la cristallisation et I’épaisseur
des dépots sont différentes. En revanche, I’abondance relative entre les pics d’un méme spectre
de masse est aisément mesurable et permet d’établir des comparaisons de ces deux supports.
C’est le cas ici, ou I’on observe (sur la Figure 30) un taux de fragmentation en source supérieur

sur le support plastique que sur celui inox.
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Figure 30 : Spectres MALDI du mélange POMc12+CNA+Li* enregistré a une intensité laser

de 97 (u.a.). Le mélange est déposé sur une plaque en acier ou en polymere (PAC).

Les différences ne s’arrétent pas la. En effet, si tous les fragments se trouvent étre plus
abondants, la formation de certains type d’ions fragments est favorisée relativement aux autres.
Les spectres de masse de la Figure 31, ou sont annotés les ions fragments et leurs formules,
montrent que la proportion de certains ions particuliers (B, €, y) se trouve augmentée sur le
support PAC. Ces ions sont annotés d’une étoile* et ont pour caractéristique de contenir un
¢lectron excédentaire. Ce type d’ion fragment est particulierement visible lors de I'utilisation
de cuivre(Il) ou de cobalt(Il) en tant que sel dopant 1’échantillon. Le support a donc un effet
notable sur la proportion relative des ions formés au cours du processus MALDI (voir

discussion sur les captures €lectroniques en partie 3.2.2).
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Figure 31 : Spectres MALDI du mélange POMc12+CNA+Cu?*+Li" enregistré a laser 97 u.a.
Le mélange est déposé sur une plaque en acier (inox) ou en polymere (PAC). Les ions annotés

d’une étoile ont capté un électron.

Ces ¢électrons peuvent étre détectés grace a un dispositif qui permet de les capter grace a un gaz

composé d’hexafluorure de soufrel'*”]

. Nous ne pouvions pas reproduire cette expérience et
donc nous ne pouvons pas affirmer que les électrons responsables retrouvés dans certains ions
fragments (noté* dans la Figure 31) ont la méme origine que ceux observés libres. Toutefois on
s’attendait, au vu des résultats publiés, a ce que la capture d’¢lectrons soit plus abondante sur
le support en acier. Nos expériences montrent que les €lectrons disponibles dans le panache

sont plus nombreux sur le support isolant que sur le support métallique.

Dans le cas de nos analyses, il est évident que les électrons captés par les ions ne
proviennent pas du support plastique qui ne peut émettre des €lectrons. Le fait d’utiliser un
support conducteur n’induit pas d’augmentation de I’intensité des ions en négatif et I’inverse
est méme observé : le nombre d’ions total obtenus sur un support isolant étant plus important,
et notamment celui des ions fragments qui ont capté un électron. Les processus MALDI
induisant des transferts d’électrons ne sont, dans ce cas, pas liés a la nature conductrice du
support. Ces électrons proviennent assurément de la matrice qui peut s’ioniser de maniére

radicalaire!!3°]

avec d’autant plus de probabilité que la fluence laser est augmentée lors des
expériences ISD. De plus, dans le cas de la matrice CNA les ions de matrices ne sont observés

que sous forme d’anion ou cation radicalaire (CNA™ et CNA™), ce qui s’observe en proportion
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faible ou négligeable lors de I’utilisation de la plupart des matrices protiques qui sont détectées

sous forme déprotonnées.

3.1.3. Applications de la méthode de préparation d’échantillon optimisée et de la

matrice CNA

La matrice CNA qui s’est montrée si performante pour 1’ionisation des POMs n’a été
mentionnée qu’une seule fois dans la littérature!'’l. Elle était définie comme une matrice
permettant I’ionisation de produits bruts pétroliers. La complexité des spectres obtenus alors ne
permettait pas d’identifier les ions obtenus, cette matrice était simplement mentionnée comme
capable de désorber beaucoup d’especes différentes par rapport a la matrice acide IAA qui ne

permettait de voir que peu d’ions.

Nous avons donc entrepris d’appliquer la technique consistant a introduire des cations
dans la matrice CNA aux autres POMs disponibles au laboratoire (détaillés dans le Tableau 3)

portant des fonctionnalisation variées.

Nous n’avons toutefois jamais réussi a obtenir les mémes résultats qu’avec les POMs du type
de POMc12 et ce quels que soient la matrice utilisée ou les cations introduits. Quelques POMs
ont ¢été observés sous forme d’ions fragments toujours mono-chargés dont les m/z étaient
proches de I’ion contenant 1’espéce intacte, mais aucun ion intact, donc sous forme d’ion
adduits, n’a pu étre détecté. Les POMs fonctionnalisés qui ont montré des ions fragments dont
la masse était proche de la formule intacte était des POMs chargé 4 comme POMc12 mais qui
avaient perdu un ligand oxo (O%), type d’ion qui peut aussi étre observé avec le POMc12 en
absence de cation ajouté. Cette différence de comportement peut étre expliquée par la différence
de force de liaison, qui est [phosphore-cage oxométallique] dans le POMc12, plus stable!'4*]
comparée a une liaison telle que [étain-cage oxométallique], qui est présente dans la structure
de I’espéce [PW11039SnCsHaI]* (voir Tableau 3). En effet I’espéce précédente s’ observe sans
la fragmentation de la liaison, sous la forme de 1’ion [PW110338SnCsHsI+H]", qui a donc perdu

un oxygene et a fixé un H.

Le seul autre POM de structure bien différente de POMc12 qui montre la possibilité de
s’ioniser de maniére intacte est un POM non fonctionnalisé, nommé POMyv. Comme les POMs
de la famille de POMc12, il s’observe sous forme d’adduit avec des cations monovalents (Na*

ou Li" par exemple). C’est d’ailleurs ce composé qui a été observé comme étant capable de
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s’attacher au cation sodium au début de nos recherches (présenté en Figure 15). Néanmoins ce
POM a la particularité de pouvoir s’ioniser sans le concours d’une matrice, en mode LDI. L’ion
intact ne peut étre observé sans I’aide d’une matrice, méme en présence de cations comme le

lithium, mais sous forme de fragment (voir la Figure 32).
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Figure 32 : Spectre de masse du mélange POMv+Li" en LDI (bas) ou en MALDI dans les

matrices CNA ou dans SA enregistré a aux puissances laser décrites.

A travers I’ionisation MALDI du mélange CNA/Li/POMy il est observé que, méme déposé sur
une plaque avec le sel de lithium, ce POM ne peut se désorber sous forme d’ion moléculaire
intact. Cette expérience (spectre non montré) indique qu’il est impossible pour ce POMv de

s’associer avec le lithium en absence de matrice.

Seul I’ion fragment m/z 2860 de formule [PW12039] est observé par LDI, en plus des ions
fragments de bas rapport m/z. L’ion intact peut étre observé sous la forme d’un ion adduit avec
des cations lorsqu’on utilise une matrice. La Figure 32 montre que méme la matrice SA (premier
groupe) qui ne s’est pas révélée étre une matrice performante pour I’ionisation des POMs,

permet en présence de lithium ajouté d’obtenir 1’ion [PW12040Li2]". Lors de I'utilisation du
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mélange en solution POMv+Li" on n’obtient pas du tout d’adduit, ce qui tend & montrer que
I’adduit se forme en présence de matrice, que se soit dans le solide déposé ou probablement

lors de la désorption/ionisation.

Avant de comprendre la particularité¢ de la matrice CNA pour 1’analyse de nos POMs,
nous présentons les expériences qui ont permis de reproduire les effets de la matrice CNA avec
d’autres matrices. Cela s’est traduit par 1’utilisation de composés qui ressemblent 8 CNA, mais
qui ne possédent pas toutes ses caractéristiques. La matrice CNA a été considérée comme
composée de deux parties distinctes : elle est un anthraceéne et posseéde une fonction nitrile.
Ainsi, nous avons aussi utilisé des échantillons contenant les matrices méthylanthracéne et
nitroanthracéne mélangés avec des composés possédant des fonctions nitriles, tels que le
tétracyanoéthyléne (TCE) ou le tétracyanoquinodiméthane (TCNQ) (voir Tableau 4). Ces deux
anthracenes ont des capacités d’absorption de la lumiere UV du laser trés similaires a celle de
la matrice CNA. Des résultats intéressants illustrés en Figure 33 montrent que le
méthylanthracéne permet de produire I’ion contenant 1’espéce intacte de fagon moins abondante
que la matrice CNA et ne permet d’observer aucune fragmentation en source alors que son

mélange avec le TCNQ permet d’obtenir des résultats tres similaires 8 CNA.
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Figure 33 : Spectre MALDI de POMc12+AP* dans des mélanges de matrices, enregistrés a la
puissance laser 1,5*valeur seuil. (a) : méthylanthracene, (b) : méthylantracene+TCNQ (9/1),
(c) : CNA.
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On observe le méme phénoméne avec la matrice nitroanthracéne, qui lorsqu’elle est
utilisée seule n’induit pas de fragmentation en source a moins qu’on ne lui ajoute la co-matrice
TCNQ. L’ajout de TCNQ dans la matrice CNA permet aussi d’augmenter 1égérement le taux
de fragmentation en source (figure non montrée). Ce comportement n’est pas seulement lié¢ a la
fonction cyano, car 1’addition de TCE ne modifie pas les spectres MALDI d’échantillon
préparés avec les matrices méthylanthracéne et nitroanthracéne. Il semble nécessaire que cette
fonction chimique soit portée sur une molécule aromatique. Ces résultats sont toutefois
relativement isolés. En effet, ’utilisation de TCNQ en tant que co-matrice dans d’autres
matrices qui permettent d’analyser le POMc12, telles que DCTB ou CHCA (qui possédent
toutes deux déja des groupements cyano), n’accroit que subtilement le taux de fragmentations
en source. La Figure 34 indique que lorsqu’on ajoute TCNQ a la matrice SA, aucune
fragmentation n’est a relever. Il en est de méme pour les matrices du premier groupe décrites
en partie 3.1.1, auxquelles SA appartient. On en déduit que les anthracénes qui produisent
d’abondants ions radicalaires doivent permettre une interaction particuliere avec le TCNQ qui

permet de transmettre une grande quantité d’énergie au POM pour qu’il se fragmente.
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Figure 34 : Spectre MALDI de POMc12+AP* dans des mélanges de matrices enregistré a
laser de forte puissance. (haut) : SA, (bas) : SA+TCNQ (9/1). Les agrégats de matrice sont

annotes#.

La matrice TCNQ a déja été mentionnée!'*® pour ses propriétés de capture électronique

permettant d’ioniser des pigments sous forme de cation radicalaire en mode ion positif. Il a,
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dans le méme temps, ét¢é montré qu’en mode négatif elle ne permettait pas I’ionisation de ces
mémes composés et que seul 1’anion radicalaire TCNQ™ était détecté!'>”) L utilisation de
TCNQ a aussi été considérée pour ’analyse de peptides car elle promeut la fragmentation en
source des peptides par abstraction radicalaire d’hydrogéne!'**! . Toutefois, dans le cas des POM
analysés, les procédés de fragmentations ne sont pas connus et il nous est impossible de relier
le caractere radicalaire de la matrice avec les fragmentations observées. Si quelques ions
fragments montrent de la capture électronique cela semble relativement indépendant de la

capacité de la matrice a s’ioniser de manicre radicalaire (voir partie 3.2.2).

Enfin dans le but d’essayer d’observer des especes multichargées, et ce quel que soit le
POM utilisé, un dernier compos€, le m-nitrobenzylalcool (m-NBA), a été introduit en tant que
co-matrice avec CNA. Intégré en faible quantité, cet agent est fréquemment utilisé en ESI'!,
I1 a la propriété d’accroitre I’état de charge des espeéces multiprotonées de protéines. En utilisant
la technique MAI (Matrix Assisted lonization, qui consiste a chauffer un échantillon dans une
source a pression atmosphérique) son utilisation a permis d’observer des peptides multi-
protonnés!'*4l. Cependant nos essais en introduisant de 1% a 10% molaire de m-NBA dans
CNA, n’ont montré aucun bénéfice lié a son utilisation. Nous attendions la possibilité
d’observer des ions multichargés ou un effet sur la fragmentation mais seule une diminution

notable de I’intensité des ions a été observée (résultats non représentés).

Par la suite d’autres essais, tous plus ou moins infructueux, ont été réalisés en tentant
I’analyse MALDI d’analytes différents par le biais d’un échantillon préparé avec ou sans le
mélange CNA des cations (Li*, A", Cu**, Fe*"), en mode positif comme en mode négatif. Les
analytes testés, dont ne sont pas présentés les spectres obtenus, ont couvert une vaste gamme

de familles de composés, telles que :

- des polymeres de natures trés variées (polystyréne, polymétacrylate de métyle, poly

carbonate, polypropanediol, polyvynilpyrolidone, dendrimére de carbohydrate) ;
- des lipides (acides ¢laidique, linoléique, euricique, du rétinol) ;
- des glycans (cyclodextrines, des sucres contenant des groupements sulfates) ;

- des porphyrines (composés synthétisés par un laboratoire collaborant avec S. Alves),

qui sont des composés détectés sous forme d’ions fragments en LDI.
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Dans aucun de ces cas précédents des ions ont été détectés.

- des nanoparticules d’or (composés synthétisés par un laboratoire collaborant avec D.
Lesage) de masse molaires de 40 000 Da ont été également testées. Ces particules sont tres
difficilement détectés en utilisant la matrice CNA, et presque exclusivement sous forme d’ions
fragments de m/z 10 000-25000, alors que la matrice DCTB permet d’obtenir de bien meilleurs

résultats, rendant peu attractive la matrice CNA.

La méthode consistant a introduire des cations dans la matrice pour permettre
I’ionisation par formation d’un ion intact adduit a été testée en utilisant des fragments d’ADN
dans la matrice THAP et CHCA. Ces composés contiennent de nombreux groupements
basiques. Cela laisse supposer qu’ils soient a un moment sous forme de polyanions. La
formation d’adduit entre un analyte et des cations pourrait alors se constituer, mais aucun

résultat n’a été observé en cette direction.

Bien que nos essais aient été pour la plupart infructueux, 1’idée d’utiliser une matrice
peu polaire permettant d’attacher des cations a des analytes a trouvé du succes a travers
I’utilisation de la matrice DCTB pour 1’analyse de polystyreéne. Une étude récente publiée en
2015133 montre la possibilité d’attacher les cations Na®, K, Rb* et surtout Cs" a ce polymére
avec un meilleur rendement d’ionisation, surtout avec Cs*. Ces résultats montrent entre autres
I’avantage d’utiliser la matrice DCTB, issue d’une méthode d’analyse trés robuste face a la
variation des parameétres, tels que les ratios matrice/cation/sel. C’est le cas pour ’analyse des
POMs pour lesquels il est montré (voir Figure 17) que les proportions peuvent varier
énormément sans que les résultats n’en patissent. Néanmoins CNA n’a pas pu étre utilisée
comme matrice malgré les résultats prometteurs que nous sommes arrivés a obtenir pour

quelques polyanions.
3.1.4. Utilisation du POM en présence d’autres analytes

Les POMs étant des composés chargés négativement et qui ont la capacité d’emmagasiner des
électrons pour les redonner lors de réactions de catalyse en phase liquide, il était envisageable
qu’ils présentent des interactions mettant en jeu des transferts de charge ou d’électrons avec
d’autres analytes lors des processus MALDI. Afin de vérifier si I’interaction entre les POM, la
matrice et les ions permettait d’augmenter 1’ionisation, d’induire des fragmentations, ou de

promouvoir la formation d’adduits ou d’agrégats particuliers, des mélanges permettant
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d’observer aisément des peptides (ceux du Tableau I) ou des polymeéres (polystyréne ou

polyéthyléne glycol) ont été utilisés.

Des essais d’analyses de peptides ou polymeéres ont été réalisés avec pour seul résultat
une perte du signal des ions. Les spectres de masse présentés sur la Figure 35 ont été réalisés
avec un mélange ordinaire pour un peptide avec la matrice CHCA, (peptide a 1g/L et matrice a
10g/L, mélange 2/10) dopé¢ du POMv non fonctionnalisé (ajout de 2uL. de POM a 1g/L). Cela
provoque la diminution drastique du nombre d’ions détectés et seul un trés léger bruit de fond
au rapport m/z attendu du peptide est constaté. Méme les ions de matrices (marqués par des #)

voient diminuer leurs abondances.
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Figure 35 : Spectres MALDI (60 tirs, laser 40 u.a.) du mélange CHCA+Angiotensine I en
présence de POMv (a) et sans ajout de POMv (b). Les agrégats de matrice sont annotés #.

La diminution de la quantit¢ de POM introduite dans 1’échantillon n’apporte rien de
différent, a moins que sa concentration ne devienne suffisamment basse pour que le nombre
d’ions détectés soit identique a celui obtenu lors du mélange sans I’ajout de POM. Les POMs
ont donc une influence considérable sur la qualité du signal des peptides, bien qu’elle soit
strictement négative dans les expériences tentées. Il serait toutefois possible d’envisager
I’introduction de POMs dans la matrice CNA avec des composés portant des charges positives,

pour tenter d’observer un comportement similaire a celui publié en 20111%1 et qui a mené a
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I’observation du complexe formé en solution entre une porphyrine et le POMv représenté en

Figure 11.

La possibilité de fonctionnaliser des surfaces avec des POMs, qui peuvent absorber la
longueur d’onde avait initialement été envisagée. Cependant, au vu du peu de résultats obtenus
au cours des essais de mise en contact de nos analytes, cette idée avait peu de chance d’aboutir
aun résultat. Qui plus est ce genre de développement ne concernant plus le MALDI, il dépassait
nos compétences et nécessitait notamment I’appui du domaine de la synthése de matériaux

complexe.

3.2.  Processus d’ionisation par cationisation et-ou capture électronique

Dans cette seconde section de notre chapitre résultat sont évaluées les interactions des
POMs avec différents cations afin de déterminer quelles sont les préparations d’échantillon qui
permettent la production de I’ion moléculaire ou des ions fragments les plus abondants en vue

d’améliorer I’analyse générale pour les POMs.

Les polyoxométallates sont détectés en spectrométrie de masse en utilisant une source
ESI sous forme d’ions intacts adduits a différents états de charge. Les ions détectés conservent
quelques uns des contre-ions avec lesquels ils sont appariés sous forme cristalline avant leur
solubilisation (voir Figure 12), c'est-a-dire des ammoniums, sodiums et parfois potassiums sans
qu’il soit nécessaire d’ajouter un surplus de ces sels dans la solution échantillon. Mais les
spectres MALDI montrent la production d’ions mono-chargés, sous forme d’adduits avec des
cations, qui contiennent difficilement ou méme pas du tout ces mémes cations : si il est possible
d’observer en de faible proportion ou partielemnt des adduits sodiums ou potassiums il n’a
jamais été possible d’observer Les expériences préliminaires MALDI ont montré que la seule
maniére d’obtenir I’ion intact de certains POMs est conditionnée a la présence d’un exces de

sels introduisant des cations dans le mélange échantillon.

En premier lieu, dans cette section nous rapporterons 1’évaluation de 1’affinité relative
du POMc12 pour les différents cations. Nous avons privilégié¢ la matrice CNA au cours de ces
expériences pour sa capacité a produire des espeéces moléculaires intactes abondantes et de
grande résolution, ainsi que des fragmentations en source lorsque la puissance du laser est
¢levée. Enfin, cette matrice étant peu connue, il était intéressant d’en explorer les possibilités

dans nos applications en MALDI négatif.
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Une deuxieme partie sera dédiée aux processus de capture électronique et aux conditions
expérimentales qui influent sur leurs production et induisent des compositions d’ions

inattendues.

Enfin, le troisiéme point de cette section de ce chapitre porte sur une analyse semi-

quantitative de I’influence des cations sur le rendement d’ionisation des POMs
3.2.1. Cationisation de I’espéce moléculaire intacte et des ions fragments

La nécessit¢ d’introduire des cations pour permettre la production d’une epeéce
moléculaire intacte nous a poussé a en essayer une vingtaine de différents, dont beaucoup ont
donné lieu a la formation d’espéces moléculaires intactes constituées du POM adduit des

cations introduits.

L’intérét d’ajouter un cation dans la préparation du dépdt est avant tout celui d’obtenir
un ion intact unique de type adduit et donc un spectre de masse simple. En effet, lorsque I’on
n’introduit aucun cation, de multiples pics dans la région de 1’ion moléculaire sont détectés avec
une faible résolution. Cela rend d’autant plus difficile 1’identification des espéces que les

adduits formés vont contenir n’importe quel cation présent a 1’état de traces dans 1’échantillon.

Les premieres especes moléculaires intactes observés, illustrés dans la Figure 15, se
composaient d’adduits multiples avec le sodium présent avec le POM de composition
PW10040>. Sachant que les analyses en ESI montrent également des adduits avec le potassium
ou le tétrabutylammonium, ces ions ont dans un premier temps €té ajoutés en grande quantité
pour aider I’ion intact a se former. Toutefois, les cations alcalins sodiums et potassiums se sont
révélés étre de faible intérét pour I’attachement aux POMs fonctionnalisés. Des essais avec
d’autres alcalins (Li" et Cs") furent donc menés avant de tester des cations tri-chargés. En effet,
les POMs fonctionnalisés étudiés possédant quatre charges négatives, ils ont permis d’obtenir
un anion mono-chargé. Il n’est pas rare d’ajouter des cations lors des analyses MALDI pour

I’analyse de multiples molécules, biologiques ou de synthése (voir description partie 2.2.3).

Au final, un panel de cations trés large a été testé. Il s’agit uniquement de cations
minéraux, car les seuls essais réalisés avec des ammoniums n’ont pas été¢ concluants (la liste

exhaustive des sels utilisés est présentée dans le Tableau 7).
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Tous les cations testés provoquent une modification du spectre de masse MALDI
lorsqu’ils sont introduits dans la préparation. Cela prouve I’influence des cations introduits sur
I’1onisation du POMc12. Toutefois, tous ne permettent pas la production d’une espéce ionique

contenant I’epéce intacte unique et résolu.

En effet, s’il est aisé de constater que les pics du spectre de masse changent en fonction
de la nature du sel introduit, il n’est pas toujours évident d’identifier les especes produites.
L’ambigiiité liée a I’attribution des pics détectés provient du fait que de multiples espéces sont
produites simultanément et que la superposition des massifs isotopiques des ions rend
impossible leur attribution exacte. Malgré tout, une bonne partie des cations testés permet
d’obtenir un nombre restreint, ou méme une unique espece moléculaire, c'est-a-dire qu’une
seule espéce mono-chargée est produite ce qui est avantageux afin de ne pas avoir de

superposition de pics.

Tableau 7: Sels utilisés pour obtenir la cationisation et principaux ions détectés sur le spectre
de masse MALDI négatif (voir partie 2.2.4 pour la description des conditions expérimentales.

(POM étant POMc12 de composition SiW03POC>Has*)

Sel Ion adduit Principaux m/z observés, leurs Commentaires
recherché attributions possibles
m/z 2860 > [POM-O+H] Pics abondants
Adduits mixtes mal
%) 0 m/z 2915> [POM+K+H] ? césolus
m/z 2930 > [POM+Fe] ?
m/z 2953> 7
AlCl3 [POM+AL] m/z 2902 > [POM+AL] Pics abondants et
uniques
FeCls [POM+Fe] m/z 2931 > [POM+Fe] Pics abondants
m/z 3022 > [POM+2Fe+Cl] a capté 2 électrons
Fe(NO3)3 [POM+Fe] m/z 2931 > [POM+Fe] Pics abondants
FeCl» [POM+HFe]" | Spectre de masse de faible qualité
GaCls [POM+Ga] m/z 2945 > [POM+Ga] Faible abondance
m/z 2917 > 7 Pics mal résolu
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CrCls [POM+Cr] m/z 2927 > [POM+Cr] Faible abondance
m/z 2951 > 7 Adduits mixtes mal
résolus
m/z 2966 > ?
m/z 2996 [POM+3Li], Pic Abondant, signal
[POM+4Li] et [POM+2Li+H] mixte des 3 especes
LiCl [POM+Lis]
m/z 3010 : [POM+5Li]" Mode positif
m/z 2901 > [POM+Na+2H], Pic Faible abondance
Adduits mixtes mal
NaCl [POM+Nas] m/z 2917 > 7 .
résolus
m/z 2938 > ?
m/z 2956 > ?
m/z 2920 > [POM+K+2H], Pic Faible abondance
KI [POM+Ks3] m/z 2938 > 7 Adduits mixtes mal
résolus
m/z 2957 > ?
m/z 2994 > 7
m/z 2930 > [POM+Mn+H] Pic Faible abondance
MnCl, [POM+MnH] | m/z 2953 > [POM+Mn+Na] ? Adduits mixtes mal
résolus
m/z 2969 > [POM+Mn+K] ?
m/z 2985 > [POM+2Mn]" ?
m/z 3021 > ?
m/z 2925 > [POM+2Mg], Pic Faible abondance
MgCl [POM+MgH] | m/z 2938 > [POM+Mg+K] ? Adduits mixtes mal
résolus
m/z 2979 > ?
CoCly [POM+CoH]" | m/z 2934 > [POM+CoH] Pic Faible

m/z 2993 > [POM+2Co]"

abondance, a capté un

¢électron
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m/z 2938 > [POM+Cu+H]" ? Adduits mixte
-9
CuSOs [POM-+CuH] m/z 2960 > [POM+Cu+Na] ?
m/z 2976 > [POM+Cu+K]"?
m/z 3000 > [POM+2Cu] A capté un électron
m/z 3021 > ? Mal résolu
Csl [POM+Css] Spectre de masse de faible qualité
Agl [POM+Ag] Spectre de masse de faible qualité
NiCl, [POM+NiH] Signal confus et peu abondant
ZnCl, [POM+ZnH] | Signal confus et peu abondant
CaCl, [POM+CaH] Signal confus et peu abondant
TBA [POM+3TBA] | Signal confus et peu abondant
TMA [POM+3TMAH] | Signal confus et peu abondant

I1 faut noter le cas du lithium, qui montre un comportement particulier puisqu’il permet
I’analyse du POMc12 en MALDI en mode positif. L’obtention d’un pic correspondant a
I’espece intacte nécessite de recourir a des conditions particulieres par rapport a 1’analyse en
mode négatif : la détection de 1’ion en mode positif mécessite un nombre de tirs plus important
(1000 pour obtenir un pic de faible intensité) et une puissance laser accrue (75 au lieu de 60
u.a.). Néanmoins, aucun autre cation, ni mélange de cations (méme parmi les autres alcalins),
ne permet d’obtenir un signal équivalent en MALDI positif. Les seules especes obtenues 1’ont

¢été¢ en mode négatif.

L’attribution des formules des especes détectées dans les spectres MALDI et annotées
dans le Tableau 7 prennent en compte que les mélanges réalisés contiennent également du
sodium et du potassium, puisqu’il est fréquent de retrouver ces deux cations a 1’état de traces
dans les solvants utilisés. Beaucoup des pics détectés sont interprétés comme des adduits mixtes
contenant le cation ajouté et/ou du sodium ou potassium. Toutefois, on peut douter de ces
attributions qui concernent des pics lorsqu’un adduit potassium semble étre formé sans qu’un
adduit sodium ne soit détecté, ces deux cations étant présent de maniére résiduelle similaire. De
plus ces ions sont bien souvent peu abondants, mélangés a d’autres, ce qui rend difficile

d’identifier la forme du massif isotopique et donc de déterminer leur rapports m/z.
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On observe que beaucoup de cations différents permettent d’obtenir les ions adduits
recherchés. L’espéce moléculaire intacte n’est pas toujours formé sous une forme unique et 1I’on
assiste véritablement a la production de spectres MALDI de qualité variée. Comme la Figure
36 I’explicite, les cations lithium ou aluminium permettent d’obtenir des spectres de masse
satisfaisants en termes d’observation d’espece moléculaire intacte unique, a I’inverse du
chrome(IIl) ou du cuivre(Il) qui donnent de multiples espéces. Par ailleurs, 1’utilisation de
césium produit un grand nombre d’ions intacts dont les pics se superposent. Il est impossible

de distinguer la nature des ions produits.
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Figure 36 : Agrandissement des spectres MALDI des mélanges CNA+POMc1?2 préparés sans
sel ajouté, ou en présence de Ag*, AP, Li*, Cu’*,Cr’*, enregistrés a la valeur seuil de

puissance laser.

On observe I’apparition de I’ion fragment ayant perdu une fonctionnalisation a m/z 2627

ou a m/z 2689 lorsque le cuivre est utilisé.

Dans la poursuite de ces expériences, I’attachement préférentiel des cations a été évalué

en réalisant des mélanges de cations deux par deux (« expériences en compétition »). Nous
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avons choisi uniquement les cations qui permettaient d’identifier au minimum un adduit défini.
Cela a permis d’établir une classification relative de la préférence d’attachement des cations au

POM durant le processus d’ionisation MALDI.

Pour réaliser cela les matrices furent mélangées avec des cations qui avaient ét€ préparés
au cours de I’expérience précédente. Les mélanges obtenus contiennent alors autant des deux
cations et le ratio molaire (matrice/cationl/cation2/POM) est de 1500/75/75/1. Cette baisse de
concentration des cations, qui étaient présents a un ratio (matrice/cation1/POM) de 1500/150/1
lors des expériences précédentes, n’affecte pas ’allure des spectres de masse comme discuté a
la partie 2.2.4. Comme la Figure 17 le détaille, le mélange CNA+AI**+POMc12 peut voir ses

proportions varier grandement sans que des conséquences sur le résultat ne se produisent.

Dans la majorité des cas un ion intact unique est détecté et ne contient qu’une seule
espece d’ion, montrant I’attachement préférentiel du POM pour I’un des deux cations. Quelques
spectres de masse sont reproduits sur la Figure 37 et montrent une affinité relative des POMs.
Méme dans le cas des cations qui donnent de multiples ions lorsqu’ils sont seuls dans le
mélange, par exemple le cuivre et le cobalt, les ions détectés ne proviennent que de
I’attachement d’un seul des deux cations. Une expérience mettant en présence dix fois plus
d’aluminium(Ill) que de fer(Ill) a révélé la présence quasi exclusive de 1’ion intact
[POMc12+Fe], ce qui démontre de maniére manifeste 1’attachement préférentiel pour ce
dernier. Cette expérience, qui fournissent des résultats identiques, a aussi ét¢é menée dans la
matrice DCTB afin de s’assurer de I’absence d’interactions éventuelles entre la matrice et les

sels utilisés.
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Figure 37 : Spectres MALDI du mélange de CNA+POMcl2 préparé avec deux especes
cationiques différentes. (a) : Fe3"+AP*, (b) : APT+Li*, (c) : Li*+Gd**, (d) : Ga*>*+Co*", (e) :

Co’ +Cu’*, enregistré a la valeur seuil de puissance laser.

I1 existe donc a une préférence d’attachement de ’analyte pour un seul des deux cations
mis en présence, bien que quelques exceptions soient observées par MALDI lorsque le lithium,
qui se retrouve présent dans I’espece produite avec d’autres cations (formation d’adduit mixte),
est utilisé. Ces expériences ont été réalisées dans d’autres matrices de la sconde familles
(résultats non montrés) et produisent des résultats identiques en terme d’attachement

préférentiel de cations au POMc12.

Le lithium donne lieu a la formation des espéces moléculaires intactes avec capture d’un
¢lectron ; les résultats seront détaillés plus loin (3.2.2). Des adduits mixtes apparaissent lors de
I’utilisation de mélangee des espéces divalentes et monovalentes. Par exemple, les cations
cuivre(Il) ou cobalt(Il) mélangés avec le lithium forment, conjointement a I’espece adduit
[POMc12+3Li], les especes [POMc12+Cu+Li] et [POMc12+Co+Li]™ qui sont majoritaires ;

démontrant ainsi une fixation préférentielle par le lithium, comparativement au cobalt(Il) ou
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cuivre(Il). En revanche, lors de I’ utilisation, dans d’identiques conditions, d’un mélange de Na*
et K7, les espéces deux espéces [POMc12+Cu+Na] et [POMc12+Co+K] sont observées, mais
pas I’ion [POMc12+3Na].
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Figure 38 : Spectres MALDI du mélange de CNA+POMcl2 préparés avec des mélanges de
cations divalents et monovalents. (a) : Li* +Cu?*, (b) Co’*+ K*. Spectres enregistrés a la

valeur seuil.

La présence de ces adduits contenant des cations de natures différentes ne remet pas en

cause I’idée selon laquelle le POMc12 montre des affinités cationiques valables.

Bien que ces espéces mixtes, lorsqu’elles sont considérées isolément, suggerent que le
POMc12 a une affinité égale pour les cations présents dans I’espeéce mixte, il est alors possible

de relativiser I’affinit¢é du POMc12 en tenant compte d’autres expériences.

Par exemple, 3 Li* et Cu** semblent avoir une affinité équivalente pour le POMc12, au

vu de la production d’adduit mixte POM+Cu-+Li (Figure 38).

Toutefois, lors du mélange de Li* avec Ga** ou Cu?" avec Ga** (non montré ici mais on
peut observer Co** avec Ga®" sur la Figure 38 qui se comporte de laméme maniére), il est
constaté que Li* fixe le POM de fagon équivalente a Ga**, alors que, dans le second mélange

Ga®' exclut la formation d’adduits mixtes ou non avec Cu>".
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Cette comparaison des trois derniéres expériences permet d’établir un classement relatif
Li*>Ga*">Cu*" et donc d’affirmer que 1’affinité cationique du POMc12 pour le lithium est plus
forte que pour le cuivre(Il). De la méme manicre, si on considere qu’il existe, conjointement a
I’espéce mixte [POMc12+Cu+Li],, I’espéce [POMc12+3Li], ’affinité pour le lithium est
majeure que pour le cation divalent. La méme logique est utilisée pour considerer les cations

divalents avec le sodium ou le potassium.

Ces expériences d’attachement de cation pour la formation de I’ion intact sont
complétées par 1’observation des ions fragments obtenus en source. Ces expériences ont aussi
¢té menées avec une sélection plus restreinte de cations, incluant des cations des trois états de

charges différents (Fe**, AI**, Li*, Co*"et Cu®").

Les résultats obtenus obéissent aux mémes regles que celles constatées pour 1’1onisation
de I’ion intact. La Figure 39 détail le fait que le cation qui se retrouve dans les ions fragments

est celui (ceux) également présents dans I’espece moléculaire intacte.
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Figure 39 : Agrandissements des spectres MALDI du mélange de CNA+POMc12 dopé avec
deux espéces cationiques différentes. (a) : Fe3"+AP*, (b) : APT+Li*, (c) : Li*+Co®", (d) :

Co’*+Cu’*, enregistré a la puissance laser 80 u.a
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En parall¢le des ions fragments cationisés sont aussi présent des fragments contenant un
hydrogéne. Il est possible que ces ions fragments ne proviennent pas des mémes voies de

fragmentation que les ions fragments qui contiennent le cation (voir partie 3.3.3).

Une grande difficulté apparait en revanche lorsqu’il s’agit de classer les cations qui
donnent des spectres de masses sur lesquels de nombreux pics sont indéfinis, c'est-a-dire les
mélanges Mn?" avec Mg?" et Na® avec K'. De plus, il faut ajouter quelques exceptions de
formations d’adduits moléculaires mixtes, trés particuliers car ils révelent des processus de

captures ¢€lectroniques. Ces especes seront détaillées dans le paragraphe 3.2.2.

Toutefois, ces expériences de compétition d’attachement de cation permettent d’établir
un classement relatif d’affinité cationique apparente du POMc12 en phase gazeuse (et de ses

homologues POMc8 et POMc10, voir Figure 14).
Fe’" > A" > Li* > Ga** >Co?" > Cr*" > Cu** > [Mn?'=Mg?"] > [Na"=K"].

Considérant le classement obtenu, il n’est pas évident de trouver une tendance
expliquant les observations expérimentales (par exemple une relation avec la charge du cation
n’est pas obtenue). Tous les cations classifiés et détectés dans I’espéce moléculaire intacte sont
considérés comme des cations durs selon Pearson. Il est étonnant d’observer que ces cations
aient un attachement aisé avec le POM, qui est une espece anionique dont la densité de charge

est faible.

En effet, les charges négatives sont délocalisées sur toute la structure oxométallique, ce
qui les rend polarisables ; par ailleurs, la formation d’adduits avec des cations mous, tels que
les ammoniums, est aisément obtenue a la fois en phase solide et liquide (par caractérisation
RMN et RX), mais également en phase gazeuse lors de leur ionisation par ESI (voir Figure 12)

ou I’adduit [POMc12+TBA]* est détecté.

Or, des ions adduits avec ces derniers cations ammonium n’ont jamais été observés lors
des analyses MALDI, contrairement aux expériences ESI. Si il est délicat de qualifier les POMs
d’anions mous, notamment parce qu’ils forment des sels avec le sodium et le potassium qui
sont des cations durs, il reste étonnant d’observer qu’ils forment des adduits avec les cations

trivalents en MALDI.
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Un spectre de masse utilisant pour source I’ESI, et placant des ions aluminium en

solution avec le POMc12, n’a pas montré la production de 1’espece [POMc12+Al]

Le facteur qui peut expliquer I’affinit¢é du POMc12 avec les cations en ionisation par

MALDI est le faible rayon cationique des cations (voir Tableau 8 ci-dessous).

Le POMc12 montre une plus faible affinité avec les cations ayant un grand rayon

[145] entre les cations considérés et I’oxygene, car on suppose

cationique. Les énergies de liaison
que I’attachement des cations se fait en interaction avec les oxygenes de la cage oxométallique,
peuvent aussi étre considérées. Toutefois, ces valeurs d’énergies de liaison, comme celles des
rayons cationiques, sont a considérer avec prudence car elles ne peuvent pas correspondre a
notre réalité, qui met en jeu des liaisons a priori non covalentes mais multiples (aves les cations
di- et trivalents). La force des liaisons est donnée pour une liaison hypothétique « élément-
Oxygene » alors que dans notre cas il ne s’agit pas d’ un oxygene, mais un oxygene relié a un
ensemble d’oxyde de tungsténe chargé. Ces facteurs ne sont assurément pas les seuls, qui plus
est le classement que 1’on a établi expérimentalement ne peut pas étre directement corrélée a la

progression des valeurs de rayon cationique ou de force de liaison avec 1’oxygene présentées

dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Rayon cationique des cations utilisés!'*9) et force de la liaison de ces cations avec

I’oxygenel'®]
Li" : 76 pm Rayons cationiques théoriques AP : 54 pm
Li-O - 341 Force de la liaison O-¢lément (kj/mol) ALO - 512
Na':102 pm | Mg*" : 72 pm Ga** : 62 pm
Na-O : 257 Mg-0O: 394 Ga-O : 285
K':138pm |Cr*:62pm | Mn* :67pm | Fe’" :55pm | Co* :65 pm | Cu*' : 73 pm
K-O:239 Cr-O : 427 Mn-O: 402 Fe-O:409 | Co-O:368 | Cu-O:343
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En conclusion il est montré que le MALDI constitue une méthode simple et rapide pour
comparer 1’affinité relative entre un analyte et des especes participant a la formation d’un espece
moléculaire intacte. Cependant ces affinités ne semblent valoir que lors de 1’ionisation en
MALDI car ces mémes attachements ne sont jamais observés lors de I'utilisation d’autres
méthodes, y compris en phase gazeuse en source ESI. Ce classement d’affinité relative des
cations pour le POMc12 est a considérer avec les irrégularités observées dans le cas du mélange
d’especes divalentes et monovalentes qui montre la possibilité de retrouver deux cations

différent dans I’espece moléculaire intacte.

3.2.2. Capture électronique et formation d’ions inattendus

Lors de I’analyse des adduits cationiques présents dans 1’espece moléculaire intacte, on
a été amené a observer des espéces moléculaires intactes et/ou des ions fragments dont les
compositions révelent des processus de capture d’électron. Ces ions sont relativement rares
mais présentent un grand intérét pour la compréhension de I’ionisation en MALDI. Il était

intéessant de s’appliquer a les décrire et analyser leur processus de formation.

Ces ions contiennent un électron supplémentaire, ce qui est montré par la présence d’un
exces de cations dans la formule de I’ion considéré. Par exemple, lors de 1’observation du
spectre de masse obtenu en présence de lithium dans 1’échantillon, il existe en plus de 1’espéce
[POM+3Li], I’espéce [POM+4Li] contribuant a la largeur importante du massif isotopique
détecté. Sa présence est révélée par un massif isotopique plus large qu’il ne devrait I’étre pour
I’ion adduit attendu de composition [POM+3Li]. En mod¢lisant le massif isotopique
expérimental, on atteste la présence de cette espece contenant quatre lithiums, comme 1’indique

la Figure 40. Cette espece est inattendue puisqu’elle contient un électron supplémentaire.
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Figure 40 : Spectre MALDI du mélange CNA+POMc12+Li enregistré a la valeurs seuil (b)
comparé aux simulations de massifs isotopiques de la seule espeéce moléculaire intacte
[POM+3Li] (a) et d’'un mélange de plusieurs especes (c).

Sont observés également des espéces moléculaires formées apres capture électronique
pour les échantillons préparés avec des cations divalents, par exemple trois spectres de masse

montrent la présence de [POMc12+2Co] et [POMc12+2Cu] (voir Tableau 9).

Des adduits mixtes inattendus obtenus en présence de lithium sont observés lors des
expériences MALDI de mélanges de cations. Il s’agit des mélanges avec du fer(Ill) ou de
I’aluminium(IIl). Comme le montre la Figure 41, qui regroupe les spectres de masse des
mélanges POMc12+Fe+Li et POMc12+Al+Li, les massifs isotopiques détectés ne sont pas
centrés sur la valeur attendue des espéces qui sont [POMcl2+Fe] et [POMc12+Al]. La
présence des especes mixtes [POMc12+Fe+Li]" et [POMc12+Al+Li] se révelent étre aussi
présentes et les massifs isotopiques de ces especes proches en masse (le lithium pesant que 7
Da) se superposent. Les deux derniéres especes moléculaires ne peuvent se former sans capturer

un électron supplémentaire.

La Figure 41 représente les différents massifs isotopiques qui se trouvent mélés dans le
spectre de masse détecté et permet de se rendre compte de la présence de différents ion dont les

massifs isotopiques se superposent.
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Figure 41 : Spectres MALDI du mélange CNA+POMc 12 préparé en présence du mélange de
APT+Li™ (haut) ou de Fe**+Li* (bas) accompagnés des simulations de profils isotopiques

(encarts), enregistrés a la valeur seuil de puissance laser.

Dans le cas du mélange avec 1’aluminium et le lithium, I’espéce moléculaire correspond
donc a I’espece [POMc12+Li+Al+e]. Ce comportement ne trouve aucun équivalent lorsque
des mélanges avec les autres alcalins Na® et K sont réalisés. Il semble malgré tout difficile
d’imaginer le lithium se réduire, car il posséde I’un des potentiels d’oxydation les plus élevés
qui soit (-3V/esn). Le lithium est connu pour €tre un cation extrémement stable, qui forme des
liaisons tres fortes, au point d’étre considéré comme un pseudo-proton. Il n’y a pas, dans le
domaine de la spectrométrie de masse, d’exemples relevant la réduction du lithium au cours

des processus d’ionisation et/ou d’expériences de fragmentation.

Quoi qu’il en soit, il se peut que ce soit le POM qui se réduise, en faisant passer I’un de
ses dix tungsteénes du degré d’oxydation VI a V. En effet, les POMs sont considérés comme des
trés bons récepteurs d’électrons (voir partie 2.2.1). C’est d’ailleurs I'une de leurs propriétés
maitresses, leur permettant d’accumuler des électrons pour les relacher ensuite, en leur
conférant tant wun caractére catalyseurs oxydo-réducteurs que des propriétés

photovoltaiques! %,

Pourtant, il n’est pas évident d’attribuer au POMc12 la responsabilité de cette capture

¢lectronique. En effet, selon les cations, différentes proportions d’especes ayant capté un
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¢lectron sont détectées. Par exemple, en comparant la largeur des massifs isotopiques sur la
Figure 41, les massifs isotopiques des espeéces moléculaires intactes produites lors de

I’ionisation des mélanges contenant soit Fe**+Li", soit AI**+Li", sont différents.

Le massif correspondant au mélange des espéces moléculaires intactes [POMc12+Fe]
+ [POMc12+Fe+Li] est plus large que celui détecté pour son homologue regroupant les especes
[POMc12+Al] et [POMc12+Al+Li]". Cette différence d’élargissement provient du fait que
I’espece lithiée est plus abondante dans le cas du mélange avec le fer(Ill). En termes de capture
¢lectronique, cela traduit le fait que I’espece moléculaire contenant le fer se réduit plus aisément
que celle contenant un aluminium. Cette observation est a relier a la facilité de passer a 1’ion
réduit Fer(Il) qui est, de toute évidence, plus aisée que celle permettant de réduire
I’aluminium(III) en aluminium(II). La Figure 42 montre que lors de 1’utilisation de I’ion fer(II)
sous forme de chlorure, une espéce moléculaire intacte de formule [POMc12Fe,CI] qui a capté

deux électrons.

3m_;|='|t.liu.a«.] [POM+Fe]
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Figure 42 : Spectres MALDI du mélange CNA+POMc12 préparé avec un mélange des deux
sels de fer(Ill) FeCl; et Fe(NOj3)s3, enregistré a la valeur seuil de puissance laser.

Par ailleurs, des processus de capture d’électron sont €¢galement observés par la présence
d’ions fragments contenant un électron supplémentaire. Ces derniers ne contiennent pas

nécessairement un cation. Par exemple les ions [W309]", [W4012]" ou encore [SiW5019] sont
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présnets sur tous les spectres de masse acquis a forte puissance laser, quelle que soit la matrice

utilisée et le cation.

Un phénomene comparable est constaté lors de la production en source du POMc12 en
présence de Co** ou de Cu®". Sur la Figure 43 le fragment contenant quatre tungsténes forme

des ions ayant un €lectron supplémentaire (annotés par une étoile* sur les spectres de masse).

L’ion de formule [SiW4015Cu] se révele étre le seul fragment contenant ce cation a
exister contrairement au cobalt (II) qui présente différentes espéces (explicitées quelques lignes
plus loin). Or, le cuivre est connu pour sa capacité a se réduire aisément lors de 1’ionisation
assistée par matrice'*. Avec le cobalt, I’ion [SiW4015Co] est moins abondant que I’ion de
formule [SiW4016HCo] qui n’a pas subi de capture €lectronique. Des fragments a capture
d’¢lectron existent apparaissent aussi sans le concours d’un cation, comme on le voit sur le
spectre réalisé sans ajout de sels sur la Figure 43. Ce fragment est d’ailleurs présent sur tous les

spectres, méme en présence de sels, bien qu’en proportions variables.
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Figure 43 : Spectres MALDI du mélange CNA+POMcI2 en présence de Cu’* ou de Co** ou
sans sel ajouté, enregistré a forte puissance laser (97 u.a.). Les pics sont annotés de leurs

formules. Les espéces ayant pturé un élecron sont annotés d 'une étoile.
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Ces ions fragments contenant du cuivre ou du cobalt avec un électron supplémentaire,
peuvent provenir de la fragmentation des espéces moléculaires intactes contenant deux
cuivre(Il) ou deux cobalt(Il) qui, eux aussi, avaient probablement capté un électron

supplémentaire.

Si la présence d’un cation facile a réduire, tel que le cuivre(Il), pourrait expliquer la
présence d’un électron supplémentaire, il semble également que la présence du lithium dans
I’échantillon enjoigne le POM a garder/capter un électron. Toutefois, comme il est
déraisonnable de penser que le lithium se réduise, cela induit a penser que la capture
¢lectronique est réalisée par le POM lui-méme, et que les cations qui sont présents dans I’ion
formé peuvent faciliter la capture de 1’¢lectron par le POM. Ainsi, lors de 1’ionisation, le POM
peut récupérer un électron qu’il est en mesure de relacher par la suite, par exemple au sein de
I’agrégat de matrice. L’espéce oxométallique est un réservoir transitoire pour électrons,
comportement observé en phase condensée lors d’expériences de voltamétrie!'!%). En effet,
contrairement a une molécule biologique qui se fragmente lorsqu’elle regoit un électron, le
POM pourrait capter cet électron pour le relacher ensuite au cours des processus de désorption
ionisation. L’espéce moléculaire intacte, tout comme les fragments, sont donc capables de
retenir un électron excédentaire avec d’autant plus de probabilit¢é que I’interaction entre le

cation et le POM est favorable.

Lorsqu’un POM accueille un électron et qu’il est entouré d’un cuivre(Il), il est stabilisé
par la capacité du cuivre a se réduire. Lorsque la méme situation est rencontrée avec un lithium
(qui crée de fortes interactions avec ’anion), le lithium pousserait le POM a garder 1’¢électron,
car il accaparerait en partie cet ¢lectron supplémentaire pour former son interaction avec les
ligands oxo de la cage métallique. De plus, considérant que de nombreux ions fragments
contiennent un électron supplémentaire, et ne contiennent rien d’autre que des éléments de la
cage tungsténique (W, O, Si), les électrons excédentaires semblent contenus dans la cage

oxométallique.

L’origine des électrons captés est indéterminée. En effet, il a ét¢ montré vu dans la sous-
section 3.1.2 qu’un support isolant permet d’observer plus d’ions fragments issus de captures
¢lectroniques. Il ne semble pas que ces captures ¢€lectroniques induisent la majorité des
fragmentations, puisque dans la plupart des cas peu de fragments au total montrent des captures
¢lectroniques. Le mécanisme de fragmentation que nous avancons sera décrit plus en détail au

paragraphe 3.3.
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3.2.3. Rendement en fonction de la nature des cations

D’autre part il est démontré que I’abondance des espéces moléculaires intactes est
variable en fonction des sels utilisés. Le rendement d’ionisation semble meilleur avec les
cations a forte affinité¢ avec le POMc12. Toutefois, il ne semble pas y avoir de corrélation entre
I’abondance le taux de fragmentation et I’affinité relative des cations pour le POM. Si
I’abondance de I’espéce moléculaire intacte est plus grande lors de I'utilisation de cations a
forte affinité pour le POMs12, c’est aussi car une unique espéce moléculaire intacte est produit.
Ainsi, toutes les especes moléculaires intactes ont la méme masse et leur abondance n’est pas
dispersée sur une large gamme de masse. Par exemple, avec le fer(Il), seul [POMc12+Fe] est
produit, alors que cela n’est pas le cas du mélange avec le cobalt(Il), qui produit

[POMc12+CoH]", [POMc12+CoNa]", [POMc12+CoK] et [POMc12+2Co]"

Si le rendement d’ionisation des POMs semble donc plus élevé pour les cations de forte
affinité, une tendance différente est constaté lorsqu’il s’agit de 1’abondance des ions fragments
produits en source. En effet, il n’existe pas de relation entre le classement relatif d’affinité
cationique et la quantité que ces échantillons produisent avec la technique MALDI lorsque la

puissance du laser est augmentée.

La Figure 44 fait apparaitre que le taux de fragmentation varie grandement d’un
échantillon a I’autre, uniquement en fonction du cation ajouté comme cela avait été observé

pour les matrices (partie 3.1.1).
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Figure 44 : Spectres MALDI du POMcl12 dans la matrice CNA en présence de différents
cations, enregistré a fort laser (75 u.a.). Le taux de fragmentation est annoté sur chaque

spectre. Les formules des fragments sont décrites en Tableau 9.

Les taux de fragmentations (dont le calcul est explicité en partie 2.3.2) sont présentés
ici de maniere a donner un ordre de grandeur, car leur calcul est difficile lorsqu’il s’agit de
comptabiliser des ions peu abondants, ou au contraire, des espéces moléculaires intactes

multiples et inconnus (comme dans le cas du cuivre(II))

Ainsi sur la Figure 44, ou le taux de fragmentation calculé pour le mélange avec le
cobalt (aux nombreux pics fragments de faible intensité) est reporté, laisse entrevoir que le
calcul est sans doute surestimé, notament lorsque 1’allure du spectre obtenu avec le cobalt est

comparé au mélange avec 1’aluminium (aux ions fragments abondants et identifiés).

La stabilité de I’espéce moléculaire, qui se rompt en partie lorsqu’une puissance laser
forte est utilisée, dépend des cations adduits. Toutefois les taux de fragmentation obtenus ne
sont pas en corré¢lation avec les autres phénomenes observés tels que 1’affinité cationique ou la
possibilité de former des ions fragment ayant capté un électron. En effet, le taux de
fragmentation ne suit pas I’ordre d’affinité des cations pour le POM. Il ne semble pas y avoir

de lien non plus avec la faculté des ions a produire des espéces ayant capté un électron, puisque
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les mélanges avec le cuivre et le cobalt, menant tous deux a de multiples especes ayant capté

un ¢lectron, ont des taux de fragmentation des plus différents.

3.3. Etude des fragmentations des polyoxométallates

La fragmentation en source des POMs a été observée dés le commencement des
expériences MALDI, en orientant le choix d’utilisation de la matrice CNA, qui s’était révélée

comme la plus adéquate a leurs analyses.

Sont a la suite décrit, dans leur totalité, les ions fragments observés en source lors de
I’ionisation par MALDI des POMs étudiés jusque-la. les facteurs qui peuvent influencer la
nature de ces ions fragments ou leurs abondances seront passé en revue. Une seconde sous-
partie rendra compte des expériences de fragmentation par MS/MS, menées par différentes
techniques. L’intérét de ces expériences MS/MS est que les ions fragments observés ne
proviennent que d’un ion choisi. La derniere partie (partie 3.3.3) s’attachera a comparer les
fragments obtenus lors des expériences MS/MS aux fragments produits en source lors du

phénomene de désorption/ionisation.

3.3.1. Fragmentation en source lors du procédé MALDI en condition ISD

Comme cela est décrit dans la partie 3.1.1 lors de la classification relative des matrices,
une large fragmentation en source des POMs survient lors du processus d’ionisation MALDI.
Ces fragmentations survenant « subitement » lors des phénoménes de désorption/ionisation, ils
sont appelées « In-Source Decay » (ISD). La Figure 45 montre que ces fragmentations se
vérifient quel que soit le délai d’extraction (temps entre 1I’impulsion laser et I’envoi des ions
dans [D’analyseur), c’est-a-dire qu’elles surviennent durant les premiers dixi¢émes de
nanoseconde, alors que I’impulsion laser de 5 ns est encore en train d’irradier

1’échantillon 431131
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Figure 45 : Spectres MALDI du mélange CNA-AI3+-POMc12 a haute puissance laser avec des

temps de délai d’extraction variant de 0 a 1000ns. La gamme de masse basse est agrandie.

Les fragmentations en source sont détectées avec tous les types de POMs testés (par
exemple voir Figure 13 et Figure 21), mais la description de la nature des ions fragments ne
concerne que les POMs dont on était en mesure de détecter 1’espeéce moléculaire intacte. Ces

fragmentations sont d’autant plus abondantes que la puissance laser utilisée est forte.

Lors du développement des expériences d’attachement de différents cations (voir partie
3.2.3), il est montré que la nature du cation introduit peut altérer la proportion et la nature des
ions fragments. Les cations se retrouvent dans les ions fragments et cela modifie leurs
formules : leurs compositions ne différent pas seulement par la nature du cation qu’ils
incorporent, mais aussi par leur nombre d’oxygeénes. Les fragments qui contiennent un cation
trivalent contiennent aussi un oxygéne supplémentaire (sous forme de ligant oxo O%) ce qui
permet de produire un fragment qui est une seule fois chargée négativement. Le Tableau 9
rassemble les formule de composition des fragments et montre ainsi que peut dépendre aussi
de la valence du cation puisqu’un fragment contenant 1’aluminium, tel que [SiWsO22+Al] aura
une composition identique en présence de galium ([SiWsO22+Ga]), alors qu’elle differe lors de
’utilisation d’un échantillon mettant en contact le lithium, ce qui ménera a un fragment
contenant un oxygéne de moins : soit un ion fragment de formule [SiWsO2+Li]. La
représentation de ces fragments, de maniére a respecter la valence des tungsténes qui y sont

contenus , n’est pas aisément réalisable. Il semble que la structure de ces fragments soit tres
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différente de la structure du polyoxométallate de départ. Une réorganisation compléte de la cage
est plus qu’envisageable tels que le changement du nombre de ligand et de la configuration
octaédrique des tungsténes, ce qui explique que certains ions fragments aient des formules
étonnante, comme par exemple [WsO20+Al]". Ce dernier fragment a perdu le silicium central,
qui est possiblement perdu sous forme de SiO; au vu de la formule du fragment détecté. Le
fragment semble donc dynamique et les interactions avec le cation peuvent étre plus complexes
que de simples interactions ¢électrostatiques entre une sphere chargée quatre fois négativement

et un ou plusieurs cation.

Tableau 9 : Nature des ions abondants observés en ISD et classés par nombre de tungstenes
qu’ils contiennent et en fonction des cations, ou mélanges de cations, utilisés. Les espéeces
soulignées contiennent un électron supplémentaire. Les especes en italique sont minoritaires.
Chaque cation de valence différente représente les cations de méme valence (par exemple AP+
représente les cations X3*). Les espéces obtenues sans adjonctions de cations sont présentes
sur tous les spectres, méme ceux obtenus en présence de cations ajoutés. (POMcl2 étant de

formule SiW10034POC12H>5%)

#W W We % Wio Espéce moléculaire
cation m/z ~1004 m/z ~1478 m/z ~1704 m/z ~2627 intacte
0] [SiW40;s+H] [SiWsO21+H] [SiW;024+H] [SiW10034 Pics mélangés et
non résolus
[SiW4O16]° [SiWO20]° [SiW;70,4] POCxHastH]
Li [SiW4O0;5+Li] [SiWsO2+Li] [SiW7024+Li] [SiW 10034 [POMc12+3Li]
POC,,HpstLi] [POMcl2+4Li]
[POMcI2+H2Li]
AP [SiW4016+All [SiWsOxn+All [SiW;0,5+Al] [SiW 10034 [POMCc12+Al]
Idem pour| [W4O14+All [WeOn0t+All" POC,Hps+tH]
(Ies X*)
Co? [SiW40;6+HCo] [SiWs022HCo] | [SiW7025+HCo] [SiW10034 [POMc12+CoH]
Idem pour| [SiW40;s5+Co] [SiW6021Co] [SiW7024:Co]" | POCoHstCo]™ | [POMcl2+2Co]
(Cu™)
+ non résolus
APT+Li"|  [SiW4016+All [SiWsOxnt+All [SiW;0,5+Al] [LiSiW 19034 [POMCc12+Al]
Idm pour [WiO14+Al] [WsO20+Al] POC,,Hps+Li] [POMci2+AILi]
(Fe**Li")
Co?™+Li" [SiW4015+Li]_ [SiW6021+Li]' [SiW7024+Li]' [LiSiW10034 [POMClZ+3Li]'
[SiW40;5+Co] [SiWeO,1+Co] [SiW7024+Co]” | POCi2Haos+Li] [POMc12+CoH]
Idem pour| [SiW4O0i6+LiCo] | [SiWeO2+LiCo] | [SiW;025+LiCo] [POMc12+CoLi]
(Cu*'Li")
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Les cations ne portant qu’une charge ou trois charges se retrouvent systématiquement
fixes dans les ions fragments (ion adduit avec un cation). Les cations divalents montrent dans
les spectres MALDI la présence d’ions fragments adduits mixtes, soit avec fixation du cation
monovalent (par exemple [SiW4O016tHCo]’), soit seuls (par exemple [SiW40i5+Co], a
condition que I’ion fragment ait capté un électron. Ce phénoméne semble trouver une raison
dans la facult¢ du MALDI a produire exclusivement des ions mono-chargés, méme pour nos

polyanions.

Tous les ions fragments obtenus dans la source MALDI ne sont pas reportés dans le
tableau. En premier lieu, les ions fragments dont la masse est inférieure a 1000 Da, auxquels
on ne s’est pas intéressés, mais aussi les peu abondants de plus haut m/z, que 1’on devine plus
qu’on ne les détecte. C’est le cas des haut m/z contenant 8§ ou 9 tungsténes dont un
agrandissement est présenté sur la Figure 46 un agrandissement de cette partie du spectre

montrant qu’ils existent.
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Figure 46 : Spectre MALDI du mélange CNA-POMc12-AP" enregistré a forte puissance laser,

30 tirs. Agrandissement de la gamme m/z ou se trouvent des ions fragments de haute masse.

On a également reporté dans le Tableau 9 ce qui a été décrit lors des expériences de
competition d’attachement anionique en partie 3.2.1, a savoir que, dans la majorité des cas,
lorsque deux cations sont placés en présence du POM, seul un des deux cations est présent dans

tous les ions fragments, et dans I’espeéce moléculaire intacte.

En dehors de ces variations de nature d’ions fragments, plusieurs autres parameétres
jouent sur ’abondance des ions fragments. Par exemple, la nature du cation, susceptible

d’influencer le taux de fragmentation, comme déja dit plus en haut (paragraphe 3.2.3).
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La nature de la matrice influe fortement sur le taux de fragmentation, ce qui a permis de
réaliser le classement des matrices illustré plus haut (paragraphe 3.1.1). La nature de la matrice
influe aussi sur la proportion des ions fragments produits. Bien qu’on voie, ou qu’on puisse
deviner, sur tous les spectres, la présence d’ions fragments contenant un hydrogene, la
proportion des ions fragments hydrogénés varie en fonction de la nature de la matrice utilisée.
La Figure 47 fait observer que la proportion du fragment contenant uniquement un H varie de

manicre conséquente selon la matrice employée.
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Figure 47 : Agrandissements des spectres MALDI du mélange POMcl2+AP" dans quatre

matrices différentes, enregistrés a haute puissance laser.

Si I’absence du fragment [SiWeO20H] peut se justifier sur le spectre de masse obtenu
avec la matrice CNA (qui est une matrice aprotique) et son abondance importante en présence
de la matrice CHCA (qui contient des hydrogenes labiles), il est surprenant de constater que
dans la matrice IAA (qui posséde une affinité protonique en phase gazeuse proche de CHCA®))
cet ion fragment est peu abondant. La capacité de la matrice a fournir un H" a I’analyte ne
semble donc pas étre la raison principale de sa présence. Les interactions entre la matrice et le
cation entrent possiblement aussi en jeu, comme il est considéré pour les échange de H', la
matrice, ou des agrégats de matrices pourraient interagir avec le POM et lui échanger

préférentiellement des protons ou d’autres cations.

116



Le dernier paramétre capable d’influencer la proportion des fragmentations concerne la
nature du support. La proportion des ions fragments présentant une capture électronique
(soulignés dans le Tableau 9) varie fortement entre un support métallique conducteur ou isolant.
Ce type d’ion fragment s’observe méme en 1’absence de cation (voir Tableau 9), ils contiennent
alors des éléments de la cage oxométallique (par exemple [SiW4Oi6]). Néanmoins des ions
fragments ayant capté un électron sont nettement plus visibles en présence de cations divalents
cuivre(Il) et cobalt(Il) dans I’échantillon. Ils contiennent alors un cuivre ou un cobalt et un
¢lectron excédentaire. Ces résultats ont été abordés dans la partie 3.1.2 en présentant I’influence
des supports sur le rendement d’ionisation. Le taux de fragmentation général observé était bien
plus important si le support était isolant plutot que métallique. Toutefois, si 1’abondance
générale des ions fragments augmentait relativement par rapport a I’espece moléculaire intacte
lors de I’utilisation du support plastique, les ions fragments ayant capté un électron voyaient

leur proportion augmenter encore plus nettement que tous les autres fragments (voir Figure 31).
3.3.2. Fragmentation MS/MS sur différents appareils

Pour comprendre la formation des fragments en source (ISD) lors du processus MALDI,
nous avons mené quatre expériences de fragmentations différentes de 1’expérience ISD. Les
expériences MS/MS permettent de sélectionner I’ion et de lui faire subir des collisions, ou
d’attendre qu’il se fragmente seul, pour détecter des ions fragments. Ce procédé permet d’étre

certain que les fragments proviennent de I’ion sélectionné.

La premiere expérience a €té menée sur le méme appareil utilisé pour acquérir les spectres de
masse lors de nos expériences ISD. Dans cette configuration I’ 4utoflexIII utilise le coulage de
deux analyseurs a temps de vol (TOF) a la suite I’un de 1’autre (voir Figure 5). A I’entrée du
premier TOF un ion parent est sélectionné, pour lequel on attend la fragmentation non

immeédiate.

Ces ions sont définit comme des « ions métastables », donc I’ion précurseur possede
une énergie suffisante pour se fragmenter de lui-méme apres un temps suffisamment long (plus

147]

de d’une pst'*7l avant d’étre analysés dans un second analyseur.

Ensuite, un deuxiéme TOF permet de séparer les ions fragments issus de la
décomposition de I’ion métastable sélectionné, et la masse des ions fragments formés peut ainsi

étre attribuée.
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Cette technique appelée LIFT, est largement appliquée pour 1’analyse des peptides, et

1481 PSD (post source decay).

se fonde sur le méme principe que les analyses autrefois appelées!
I1 a été prouvé que les fragmentations obtenues en LIFT correspondent aux mémes mécanismes
de fragmentations obtenues lors d’expériences de collision a faible vitesse entre 1’ion désiré et
des molécules de gaz (mode ClDpasse énergic). Les 1ons fragments obtenus sont issus de processus
ergodiques, c’est-a-dire que I’énergie vibrationnelle transmise a la molécule est répartie sur
I’ensemble des liaisons de la molécule. Ces fragmentations sont initiées par la charge que porte
I’ion. La Figure 48 I’expérience LIFT menée a partir de I’ion [POM+Al]" ne permet d’observer

aucun fragment.
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Figure 48 : Spectre LIFT de l'ion [POM+Al]" obtenu en MALDI a partir du mélange
CNA+AP*+POMc]12.

Cette expérience réalisée dans un mélange mettant en contact le POMcl2 avec
I’ Aluminium(III) a été répétée pour des échantillons contenant les cations Li*, Fe** ou Cu?".
Les résultats ont été les mémes. Il est particulierement étonnant de n’observer aucun fragment
alors que cet analyte produit au cours des processus d’ionisation MALDI de nombreux ions

fragments en source lorsque les conditions s’y prétent.

Il est possible lors de cette expérience d’introduire un gaz de collision sur le trajet des ions
parents (voir schéma Figure 5). Cela n’a pas d’influence sur le résultat. D’ailleurs, [’utilisation
de gaz en mode LIFT sur cet appareil a été jugée comme relativement inefficace par une étude
de Moneti®? qui observait que la fragmentation en mode LIFT d’un peptide protonné, avec ou

sans gaz, donnait des résultats semblables.

Des expériences LIFT supplémentaires ont ét€¢ menées sur 1’ion fragment de plus haut
m/z observé, qui correspond a ’espece [S1W10035POC12Hzs+H] (de m/z 2627). Ce fragment
correspond a la perte d’une fonctionnalisation. Il n’est pas certain que ce fragment soit obtenu

par fragmentation en source, il est au contraire possible qu’il soit un produit de dégradation du

118



POMCc12, sans rapport avec nos expériences de spectrométrie de masse. Le collaborateur qui a
synthétisé ce composé a exposé des études qui montrent que ce POM se dégrade en solution!!%],

Aucune fragmentation de cet ion de m/z 2627 n’a été observée en mode LIFT.

En revanche lorsqu’un ion précurseur sélectionné est un ion fragment formé en source
de plus faible rapport m/z (ayant perdu les fonctionnalisations organiques) des fragmentations
consécutives sont constatées. Cela se traduit sur les spectres MS/MS de la Figure 49 qui
montrent que les ions fragments produits par ISD sont métastables et qu’ils se fragmentent

consécutivement de maniere métastable.
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Figure 49 : Spectres MS/MS (LIFT) des ions précurseurs (encadrés sur la figure) obtenus en
MALDI par sélection de fragments ISD a partir du mélange CNA-POMc12-AP* enregistrés a

forte puissance laser (80 u.a.)

La Figure 49 montrent la décomposition métastable (mode LIFT) des ions fragments
centrés sur les m/z 2203, m/z 2436 et m/z 1974 (qui sont peu abondants sur les spectres de masse
comme le représente la Figure 46). On peut donc suggérer que lors des fragmentations ISD, les
ions fragments de plus faibles m/z sont obtenus par fragmentations consécutives de I’espece
moléculaire, par perte des fonctionnalisations suivie par des pertes consécutives de multiples
de WO;. Il semble donc que 1’édifice moléculaire reste stable tant que la cage oxométallique
n’est pas entamée, mais dés que cette structure perd les deux fonctionnalisations organiques,

elle perd aussi sa stabilité et se fragmente.

Une expérience complémentaire a été réalisée sur I’appareil MALDI-LTQ-Orbitrap, qui

permet de sélectionner la méme espéce moléculaire intacte et de réaliser une expérience de
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fragmentation sans collision (mode CID). L’énergie cinétique du pie¢ge LTQ mise en jeu est
faible (quelques électronVolts), cette expérience est dénommeé ici « CID(pbasse énergic) ». Le spectre
de masse présenté en Figure 50 sur lequelle peu de fragmentations sont observées, et surtout
I’absence d’ions fragments de bas rapport m/z, montre la trés forte stabilité des especes

moléculaires intactes apres les processus MALDI.
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Figure 50 : Spectre MS/MS en mode CIDpusse énergie de 1'ion précurseur m/z 2902 de
composition  [SiWi1003sP2C24Hso+Al]"  formé en MALDI a partir d'un mélange
CNA+AP™+POMc12. (voir condition en partie 2.1.2)

Cependant, les ions fragments observés entre m/z 2600 et 2900 sont d’intensités trés
faibles car dans cette expérience de fragmentation la plupart des ions ont été perdus sans pour
autant donner de fragmentation. En effet la trop grande énergie appliquée couplée au fait que
cet ion soit de haute masse fait qu’il y a eu I’éjection résonnante de I’ion précurseur hors de la
cellule de collision. Toutefois il faut considérer que de maniére générale cette technique de
fragmentation s’applique difficilement a des ions de haut rapport m/z comme celui-ci. Parmi
les ions fragments observés, un ion de m/z 2628 est identifié, il correspond a la perte d’une
fonctionnalisation (O2PCi2Hzs), sa formule est [SiW1003sPCi2Hos+Al]. Les autres ions
fragments ne sont pas identifiables car les massifs isotopiques sont confondus. Néanmoins

aucun ion ne révele la perte de tungstene.

Une expérience permettant d’apporter beaucoup d’énergie par collision entre I’ion
précurseur et un gaz neutre (dite ClDhaute ¢nergic) @ €t€ menée afin d’obtenir la fragmentation de
I’espéce moléculaire [POM+AI]. 11 s’agit d’une expérience au cours de laquelle 1’ion
précurseur sélectionné est porté a grande vitesse dans un premier analyseur TOF, a la suite

duquel se trouve une cellule de collision remplie d’air. Les ions fragments issus de ces collisions
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de haute énergie (1 keV) sont ensuite envoyés vers un second analyseur (de nouveau un TOF
dans ce cas) qui permet de déterminer le rapport m/z de ces ions fragments. Dans ces conditions

de haute énergie de nombreux ions fragments (voir Figure 51) sont détectés.
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Figure 51 : Spectre MS/MS en mode CIDhaute énergie de I'ion précurseur m/z 2902 de composition
[SiW10036P2C24Hso+Al]" formé en MALDI a partir d’un mélange CNA+AP*+POMc12 (voir

conditions expérimentales partie 2.1.3)

La masse des ions est régulierement distante d’un écart de m/z 232 ce qui correspond a
la masse d’un oxyde tungstique preuve que 1’ion précurseur peut perdre des multiples de WOs.
Les ions fragments obtenus sont identiques a de nombreux ions observés lors des

fragmentations en source. Cette similarité est discutée en détail un peu plus loin (avec la Figure

53).

Enfin, une expérience MS/MS d’une espece moléculaire intacte multichargé, obtenu par
¢lectrospray, vient montrer que les fragments obtenus de cette espéce ne sont pas comparables
a ceux observés lors de la fragmentation de 1’espeéce mono-chargée en MALDI. L’expérience
de fragmentation réalisée sur I’appareil «kESI-LTQ-Orbitrap » est tres similaire a celle menée
sur I’appareil « MALDI-LTQ-Orbitrap » précédemment décrite, la différence principale étant

que I’ion précurseur est deux ou trois fois chargés (voir le spectre MS ESI présenté en Figure
12).

Les fragmentations de basse énergie sont initiées par la charge et puisque notre ion
précurseur posseéde ici plusieurs charges, la répulsion coulombienne vient assister la
fragmentation. Les voies de fragmentation sont donc profondément différentes de ce qui est
observé en mode CID(aute ¢nergie) €t @ fortiori en mode ISD en MALDI qui voient une espece

mono-chargée se fragmenter. Toutefois cette expérience a I’avantage de présenter quelles sont
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les autres voies de fragmentations que I’on peut observer a partir de I’espéce moléculaire

intacte.

L’ion précurseur encore présent sur le spectre de la Figure 52 est ici un ion trois fois
chargé adduit d’un sodium. Sa fragmentation en mode CIDasse ¢nergie) produit une multitude
d’ion fragments dont 1’état de charge est moindre que 1’ion précurseur, ce qui va dans le sens
d’un mécanisme de fragmentation initi¢ par les charges. La méme expérience a été réalisée sur
un ion intact deux fois chargé et les ions fragments détectés sont similaires, a cela prés qu’ils

sont tous mono-chargés.
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Figure 52 : Spectre MS/MS en CIDpasse énergie) de 1'ion [POMcl2+Na]> obtenu en ESI.

Attribution des formules aux ions observeés.

La particularité des ions fragments observés sur le spectre de la Figure 52, face aux ions
fragments observés sur les spectres ISD et CID (haute ¢nergic), €St qu’ils ont presque tous conserveé
le lien entre les fonctionnalisations organiques et une partie de la cage oxométallique. La nature
de ces fragments différe beaucoup des fragments obtenus soit lors des expériences MS/MS soit
des fragmentations en mode ISD a partir d’ion mono-chargés produits par la source MALDI.

L’¢tat de charge de I’'ion précurseur est donc responsable des voies de fragmentations

122



empruntées par 1’ion précurseur. La séquence de masse séparant plusieurs pics comme ce qui
est observé lors de la fragmentation des ions mono-chargés en MALDI ne se retrouve pas dans

C¢ cas.

Ces différentes expériences produisant des fragmentations montrent que la perte des
fonctionnalisations lors de la fragmentation des ions produits en MALDI n’indique pas que ces
liaisons sont plus fragiles que les liaisons de la cage oxométallique lorsque la fragmentation
lorsque I’ion multichargé est produit. La nature des fragmentations constatées, ou la cage
multichargée se fragmente et le lien avec les fonctionnalisation est souvent conservé, est
cohérent avec le mécanisme de fragmentation utilisant de faibles énergie qui est initiée dans ce

cas par la charge contenue dans la cage oxométallique.

3.3.3. Origine de la fragmentation en source lors du MALDI

Les fragmentations ISD sont décrites depuis 1998!'4’1 pour I’analyse de biomolécules
telles que les peptides et protéines. Les fragmentations ISD surviennent durant les premiers
dixiémes de nanoseconde, et peut-étre méme lorsqu’ils sont encore dans la matrice a 1’état

148

solide'*®). Les ions fragments obtenus avec les peptides ont I’avantage d’étre bien connus car

ils ont été étudiés avec diverses méthodes.

Les ¢études publiées font état de comparaisons des ions fragments des peptides obtenus
par ISD avec les ions fragments obtenus lors d’expériences de collision (CID) ou de captures
électroniques (ECD)!"%. 11 a ainsi pu étre déterminé que certaines fragmentations obtenues dans
la source MALDI proviennent de processus radicalaires, tandis que d’autres sont similaires a
des fragmentations obtenues par collisions de basse énergie. Les ions fragments obtenus par
processus radicalaires sont soit imputés au don d’hydrogéne (sous forme de H'['*!l de la part de

1521 Des expériences utilisant un marquage

la matrice vers les peptides, soit & I’abstraction de H'l
isotopique de la matrice, remplagant les hydrogenes labiles par des deutériums, ont prouvé que

les ions fragments de peptides contiennent les deutériums labiles de la matrice!!'>3,

II apparait évident que les schémas de fragmentations des POMs ne peuvent pas étre
comparés a ceux des peptides ou des molécules organiques. La structure des POMs est

particuliere car les liaisons dans la cage oxométallique ne sont pas des liaisons simples. La
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rupture d’une liaison n’engendre pas la formation d’un fragment puisque chaque octaedre centré

sur un atome de tungsténe est relié¢ plusieurs fois au reste de la molécule.

Le haut degré d’oxydation des métaux et la conjugaison de la molécule 1’autorisent a
capter un ¢lectron et a rester intacte méme en phase gazeuse, puisqu’on observe des ions intacts,
tels que [POM+4Li+e]. Toutefois il est possible que ’activation énergétique induisant la

fragmentation des POMs comme des peptides aient la méme origine.

On observe, grace aux expériences de fragmentation en CID(asse énergic), que la cage
oxométallique peut se fragmenter sans avoir recours a une énergie trés importante lorsque 1’ion
intact est multichargé. Ces fragmentations de basse énergie utilisent uniquement de 1’énergie
vibrationnelle. Elles montrent des ions fragments qui conservent les liaisons entre les
fonctionnalisations organiques et la cage oxométallique. Or, ce type de fragmentation n’est pas
observé en ISD. Les ions fragments obtenus en source sont identiques a ceux obtenus par
collision de haute énergie, ce qui montre que cette fragmentation est induite par des états

¢lectroniques excités.

Quels que soient les mélanges, ou les efforts en termes de puissance laser ou de collision,
aucun ion multichargé n’est observé, méme parmi les ions fragments. Lorsque le polyanion ne
se retrouve pas en présence du cation inclus dans I’espece moléculaire intacte, il s’associe avec
un H" de maniére a rester mono-chargé. Dans le cas ou il n’y a pas d’hydrogéne dans 1’espéce
moléculaire intacte, avec les cations trivalents par exemple, les ions fragments contenant un
hydrogéne existent tout de méme, bien que ce soit de mani¢re marginale. Ils trouvent donc
nécessairement naissance a partir d’un processus de fragmentation différent des ions fragments
cationisés. En effet, ils ne peuvent pas provenir de la seule espéce moléculaire intacte présent
sur le spectre de masse qui contient un cation. Ces ions fragments sont donc formés alors qu’ils
sont encore en interaction avec la matrice, peut-étre méme lorsqu’ils sont encore dans le cristal,
comme il est suggéré pour les peptides. La nature de la matrice joue d’ailleurs dans la proportion
de ces ions (voir Figure 47). Toutefois ces ions fragments se retrouvent a 1’état de traces et ils
pourraient tout aussi bien provenir d’autres espéces moléculaires produites simultanément a
notre espece moléculaire intacte principale. On annote d’un « & » sur le spectre de masse de la
Figure 53 les hypothétiques especes moléculaires intactes responsables de la présence d’ions
fragments contenant un H'. Les ions fragments contenant un H" sont annotés d’un H sur le

méme spectre.
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La comparaison de ce spectre MS/MS avec le spectre de masse MALDI produisant de
la fragmentation ISD, révele que les ions produits lors de 1’expérience de fragmentation par
CIDhaute énergic) Ou par ISD sont de nature identique. L’énergie interne atteinte par I’espéce
moléculaire intacte au moment de la fragmentation ISD semble plus importante que celle
acquise lors des collision CID(haute énergic) €ffectuées au cours des expériences TOF-TOF CID.
En effet, considérant ’abondance des ions fragments obtenus (voir Figure 53), il est clair que
la taille des ions fragments détectés en ISD est inférieure a celle des ions fragments obtenus en
CID(haute ¢nergic)- Cette observation invite a penser que I’énergie accumulée dans 1’espece
moléculaire intacte est induite par la transmission des états excités des molécules de matrice a

I’analyte et non pas seulement par les collisions entre les molécules de matrice et ’analyte.
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Figure 53 : Haut : Spectre MS/MS en TOF-TOF CID de l'ion m/z 2902 obtenu en MALDI.
Bas : spectre MALDI du mélange CNA+POMc12+AP* a fort laser. Les ions annotés de leurs
masses contiennent un atome d’aluminium. Les ions qui contiennent un H* sont annotés H. Les

ions qui ont capté un électron sont annotés d’'une étoile™.

En revanche le taux de fragmentation obtenu avec les deux techniques ne peut étre

comparé car I’espéce moléculaire intacte est artificiellement diminué lors de I’acquisition du
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spectre de masse TOF-TOF CID (voir principe partie 2.1.3). Cette nécessité de suppression de
I’espéce moléculaire intacte provient de la probabilité limitée de collisions entre I’ion parent et
le gaz durant I’expérience TOF-TOF. Ainsi, la plupart des ions parents ne se fragmentent pas
et sont ¢liminés intentionnellement dans le but d’obtenir un spectre MS/MS satisfaisant. En ISD

aucun ion n’est supprimé, ce qui révele que le taux de fragmentation est important.

Les expériences de fragmentation en TOF-TOF CID(naute ¢nergic) mettent en évidence que

les fragmentations, obtenues par MS/MS ou en source (ISD), proviennent de 1’ion intact adduit.

On suppose que I’ion intact se fragmente en ISD s’il acquiert suffisamment d’énergie et
sans qu’il n’y ait besoin de capture électronique ou de transfert d’hydrogéne radicalaire. En ISD
comme en CID(haute énergie) la fragmentation survient lorsque 1’espéce moléculaire intacte a acquis
une grande énergie ; il perd alors les fonctionnalisations organiques pour former 1’ion contenant
dix tungsténes. Cette espece est peu stable et se fragmente en perdant des oxydes de tungsténe
(WO:3), phénomene observé avec les expériences LIFT (Figure 49). Cette décomposition est

représentée sur la Figure 54.
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Figure 54 : Schéma représentant les fragmentations en source observées. Les formules

annotées sont non exhaustives et sont données a titre d’exemples d’ions fragments.

Vraisemblablement, la seule mani¢re qui permettrait a I’espeéce moléculaire intacte
d’atteindre ce haut niveau d’énergie est la réception d’une grande quantité d’énergie lorsqu’il
est encore dans 1’agrégat. A ce stade des processus MALDI, le POM peut capter un électron et
former des ions fragments qui contiennent cet électron supplémentaire ; ce dernier n’est

cependant pas responsable de la fragmentation. Des espéces moléculaires détectées intactes et
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qui ont capté un électron, et cela quelle que soit la puissance laser, sont présentent sur les
spectres de masse. La plupart des ions fragments ne contiennent pas d’électrons

supplémentaires.

L’énergie interne de 1’espéce moléculaire intacte provient de la fluence laser qui excite
les molécules de matrices. Les molécules de matrice de 1’agrégat, qui sont dans un état excité>!!
provoquent 1’accumulation ponctuelle d’une grande quantité¢ d’énergie. Cette énergie est
transmise a I’ion intact qui est encore dans les agrégats de matrice durant ces premiers instants,
puis dissipée par la désintégration de I’agrégat ; cependant, une quantité d’énergie suffisante
peut rester a ’espece moléculaire intacte. L’ion excité dissipe 1’énergie emmagasinée en se
fragmentant de lui-méme lorsqu’il se retrouve isolé. La fragmentation en source apparait
lorsque la quantité d’énergie résiduelle sur 1’analyte est importante, ce qui implique que la

puissance du laser doit étre bien au-dela de la valeur seuil.

Ces propositions sont différentes de celles proposées dans la littérature pour la
fragmentation des peptides par ISD. Toutefois, il était peu probable que la fragmentation en
source des peptides et du POM ¢tudiés soit similaire. En effet les matrices telles que SA ou
DHB, qui provoquent des fragmentations en source abondantes des peptides, ne causent aucune
fragmentation en source du POM. Il se peut que les peptides, qui ont une structure moins solide
et sensible au transfert d’hydrogene radicalaire, soient fragmentés avant que 1’étape vécue par

les POM n’advienne.

De maniére a valider I’hypothése selon laquelle la fragmentation est issue d’un
processus uniquement vibrationnel, il faudrait étudier quelle est la température des agrégats
formés avec les différentes matrices testées, ou encore comparer la température des agrégats
formés par la matrice CNA et la matrice nitroanthracéne, qui se ressemblent beaucoup mais

révelent un comportement différent au moment d’induire de la fragmentation en source.
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4. Conclusion

Deux aspects concernant les mécanismes d’ionisation par MALDI ont été largement
discutés au cours de la présentation de nos expériences. Le premier traite des mécanismes de
fragmentation en source, qui se sont avérés trés abondants pour les composés POMc8, POMc10
et POMc12 ; le second aspect considére les processus responsables de I’ionisation de ces

composés sous forme d’adduits mono-chargés.

Concernant le premier aspect : mécanismes de fragmentation en source

La fragmentation en source par MALDI s’est révélée plus ou moins abondante lors des
analyses de polyanions, en fonction de la nature des matrices et des contre-ions utilisés dans la
préparation des échantillons. Parmi ces matrices, une, rarement utilisée, s’est avérée
particulierement intéressante pour 1’analyse de nos composés. Il s’agit de la matrice 9-
cyanoanthracéne (CNA). Elle a permis d’obtenir uniquement I’espéce moléculaire intacte
lorsque la puissance des tirs laser était appliquée a la valeur seuil, ainsi qu’une large quantité
d’ions fragments a plus forte puissance laser. En utilisant cette préparation d’échantillon, la
qualité des spectres de masse était satisfaisante tant pour la résolution, que pour le signal sur

bruit et I’abondance des ions formés.

Les douze matrices testées au cours de notre étude ont été comparées et classées en deux

familles distinctes en fonction de I’allure du spectre MALDI :

— La premiére comprend les cinq matrices donnant lieu a la production d’espéces
moléculaires intactes peu abondantes et a 1’absence de fragmentation en source (ISD).
Il s’agit des matrices DHB, FA, SA, HPA et THAP

— La deuxiéme comprend celles qui produisent d’abondantes espéces moléculaires
intactes mais qui induisent aussi fragmentations en source, selon des proportions
variables en fonction de la matrice utilisée et de la puissance laser appliquée. 11 s’agit
des matrices DAN, CHCA, CNA, DIT, HABA, DCTB, IAA. Ces matrices sont bien
différentes tant au niveau des propriétés physicochimiques, que des applications
habituelles en analyse par MALDI.
En outre, les différentes valeurs de taux de fragmentations ont permis d’établir une

classification relative et de rendre compte de leurs diverses propensions a induire des
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fragmentations en mode ISD. Cette classification, dans 1’ordre décroissant des taux de

fragmentations, correspond a la s€quence suivante :
DAN>CHCA>CNA>DIT>HABA>DCTB>IAA.

[132,137.152] hotamment en

Des classements similaires ont été proposés dans la littérature
fonction de la propension a induire des processus de fragmentation en source est corrélée a
certaines propriétés chimiques des matrices. Notre classement n’a pas pu €tre organisé selon ce
méme critere.

Le paramétre donnant un indice sur la facilité a désorber des ions est le coefficient
d’absorption a la longueur d’onde du laser des molécules de matrices utilisées. Celui-ci se
trouve étre majeur pour la matrice CHCA, qui produit aisément des ions a basse puissance laser,
alors que la matrice DHB n’en produit presque pas. La matrice CHCA produit également des
fragments, alors que la matrice DHB, dont le coefficient d’absorption est trois fois moindre,
n’offre pas les mémes résultats.

Les mécanismes évoqués dans la littérature, permettant d’expliquer une partie des

152] [35]

fragmentations ISD, pour les peptides! les oligosaccharides ou les

[137] " font appel & des mécanismes impulsés par des transferts d’hydrogéne

benzylpyrinidiums
radicalaires, ou aussi a un processus de décomposition thermique pour les benzylpyrinidiums.
Certaines fragmentations en source pour ces molécules ne sont pas issues de processus
radicalaire et il est en ce cas proposé un mécanisme de fragmentation par collision car les ions
fragments obtenus sont de méme nature que ceux obtenus par des expériences de collision a

basse énergiel!34],

Dans notre cas, il semble impossible d’appliquer les mémes mécanismes : nos analytes
ne se fragmentent pas lorsqu’ils regoivent un électron supplémentaire et est observé, au
contraire, des especes moléculaires intactes intactes ayant capté un électron. Bien que quelques
ions fragments possédent un électron supplémentaire, il semblerait que cela soit plutot di a une
capacité a contenir un é€lectron supplémentaire, plutot que la cause de la fragmentation. Cette
capacité serait li¢e aux conditions de préparation de 1’échantillon (nature du cation et du
support), comme observé a plusieurs reprises avec des especes moléculaires intactes ayant un
¢lectron supplémentaire, preuve de sa stabilité en phase gazeuse. Le fort taux de fragmentation
et la ressemblance entre les spectres obtenus par des expériences de collision a haute énergie,
laisse pensé que le processus de fragmentation met en jeu une trés grande quantité d’énergie.

Cet ¢état ne peut pas étre atteint par de simples collisions avec les molécules du panache.
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La facilité des matrices a transférer des hydrogénes radicalaires!"**), qui dicte ’ordre des
matrices dans les classifications concernant la fragmentation en source des molécules

organiques, ne va pas dans le méme sens que celle observée au cours de nos expériences.

I1 semblerait que seul un exces d’énergie interne soit en cause lors des fragmentations
observées et que cela soit a relier a la température des agrégats. Par exemple, dans le cas de la
matrice DHB, pour laquelle il a été calculé que les agrégats atteignent une température de 850
K% ]a quantité de fragments en source observés lors de nos expériences est a I’état de traces.
En revanche, les agrégats formés par la matrice CHCA lors de la désorption, dont la température
calculée est de 3265 K531 permettent 1’observation d’une large fragmentation ISD de nos

POM:s.

Cette corrélation se faisant sur deux exemples seulement, nous aurions besoin de
données supplémentaires pour justifier le lien entre la température des agrégats et la

classification relative établie grace a nos observations expérimentales.

Concernant le second aspect : processus responsables de 1’ionisation des composés
POMc8, POMc10 et POMCc12 sous forme d’adduits mono-chargés.

Les polyanions ont toujours été détectés sous forme d’ions mono-chargés, ces
observations ayant mis en évidence que de nombreux cations différents peuvent mener a la
formation de I’espéce ionisée intacte. Nous avons pu exploiter le fait qu’a I’issue du processus
d’ionisation par MALDI, les polyanions ne se retrouvent pas en phase gazeuse avec leurs

contre-ions initiaux.

En effet, ’analyse par MALDI d’espéces portant plusieurs charges en solution est déja
mentionnée dans la littérature!!>8). Cependant, ces espéces se retrouvent en phase gazeuse avec
tous leurs contre-ions présents en phase solide, ionisés et sous forme d’adduit cationique. La
capacité des POMs d’étre séparés en phase gazeuse des contre-ions avec lesquels ils sont
appariés lorsqu’ils sont cristallisés purs, ou que I’on retrouve lors des analyses par spectrométrie

de masse utilisant la source ESI, est I’étape clef de nos observations.

La mise en présence de deux cations différents dans le mélange échantillon contenant
le POM ¢étudié a permis d’observer une compétition pour I’attachement des cations sur le POM.
Dans la plupart des cas, un seul cation se retrouvait attaché¢ au POMc12, ce cation unique étant
trouvé a la fois dans les espéces moléculaires intactes et dans les ions fragments. Cela a permis

d’établir une classification relative allant du cation a plus forte affinit¢ pour le POMcl12,
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jusqu’aux cations ayant peu d’affinité et qui ne permettent pas d’obtenir 1’espéce moléculaire
intacte unique, logiquement attendu par manque de sensibilité.

L’ordre de cette classification relative déterminée expérimentalement est : Fe**> AI**>
Li*> Ga** >Co*" > Cr*" > Cu?" > [Mn*'=Mg*"] > [Na*=K"].

Cette classification relative et expérimentale se compléte par quelques exceptions,
montrant parfois la présence d’adduits mixtes composés de deux cations. Cet ordre préférentiel

d’attachement peut étre complété par la famille des ammoniums!!!'?!

, qui s’observent lors de
I’ionisation par ESI, mais qui n’ont jamais été détectés lors de 1’ionisation MALDI sous forme

d’adduits?.

Aucune tendance véritablement rationnelle n’a pu étre établie pour justifier ce
classement, bien que la taille et la force de liaison des cations avec la cage oxométallique ait

été évoquee.

Afin de comprendre les processus responsables d’ionisation de nos analytes, les deux
principaux modéles expliquant la formation des ions, & savoir le modéle du Lucky-Survivor!’

et le mécanisme d'ionisation secondaire (déja évoqués au chapitre 1.1.3) sont pris en référence.

- Le premier modélel’” avance 1’hypothése selon laquelle les analytes sont
incorporés dans les cristaux de matrice avec leurs charges respectives préservées de la
solution*®), Le POMc12 est un acide relativement fort!!*! et il porte entre 3 et 4 charges en
solution. Ainsi, selon le modele Lucky Survivor, nous devrions obtenir aisément des ions
multichargés lors de nos expériences MALDI. De plus, des études en MALDI indiquent la
détection d’ions multichargés de peptide, et ce méme pour des peptides de petite taille, lorsqu’il
est possible de les multi-protonner comme pour la bradykinine!!>” dont le poids moléculaire est
de 1059 Da. On s’attendrait donc a observer de tels ions multichargés puisque la préservation
de I’¢tat de charge de I’analyte en solution est considéré parmi les possibilités d’ionisation (les

POMs étant multichargés en solution).

3 Pourtant une étude parmi les seules études trouvées dans la littérature mentionne les

ammoniums comme adduit possible lors d’une analyse par MALDI
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Néanmoins, lors de 1’analyse des POMs, seuls des ions mono-chargés sont observés.
Nous supposons alors que le POM est partiellement neutralisé dans les cristaux de matrice, car
il est entour¢ de cations. Selon ce modele, la nature de ces cations pourrait €tre identique a celle
avec laquelle le POM est solubilisé en phase liquide ; or, elle penche normalement vers les
alcalins ou les ammoniums, au vu des procédés utilisés par nos collaborateurs qui les
synthétisent. Ces cations adduits au POM sont d’ailleurs observés lors des analyses utilisant la

source d’ionisation ESI, donc en désolvatant des ions présents en phase liquide.

Avec ce modele, il est également difficile de proposer le mécanisme de formation
d’especes qui ont capté des électrons, dont ’abondance dépend notamment du cation inclus
dans I’ion formé. En guise d’exemple, citons I’espece moléculaire intacte [POM+4Li+e’] ou

encore [POM+2Fe+Cl+2¢7], ne pouvant pas €tre préformés dans les cristaux de matrice.

- Selon le second modele!’®! basé sur 1’ionisation premiére des molécules de
matrice qui réagissent ensuite avec les analytes pour leur transférer des protons, ou des cations
divers (dans le cas présent), il faut envisager des réactions intermoléculaires. En effet, la
formation des agrégats est prise en compte, mais a pour but principal de permettre la désorption
de la maticre, les réactions d’ionisations de I’analyte s’effectuant lors des collisions des

molécules, ou des agrégats, dans le panache et sous contrdle thermodynamique.

Pour appliquer ce second modele a notre cas d’analyse de polyanions, nous
considérerons que le POMcl2 est initialement produit en phase gazeuse, a la suite de la
désolvatation de ’agrégat, sous forme neutre avec des contre-ions, le résultat final étant la
formation d’un ion intact associé avec les cations pour lesquels il a le plus d’affinité en phase
gazeuse. Dans notre cas, il faudrait donc que les molécules de matrices réagissent avec des sels

de manicre a former en premier lieu des ions de matrices anionisés ou cationisés.

Une réaction ion-molécule, selon ce modeéle, a lieu entre le POM et les ions de matrices.
La production d’ion intact [POM+ncation] est alors possible. L’exothermicité de la réaction

est responsable de I’exces d’énergie interne et de la possible fragmentation de 1’ion ainsi formé.

L’ordre d’affinité pour les cations refléte le caractére plus ou moins favorable de ce type
de réactions, il devrait étre possible d’observer une corrélation directe entre I’affinité pour le
cation et le taux de fragmentation. Or, ce n’est pas le cas puisque le taux de fragmentation en
source varie en fonction de la nature du cation, et ce indépendamment de I’ordre d’affinité

cationique du POM.
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Enfin, d’aprés ce second modele, toute réaction favorable thermodynamiquement
pourrait survenir, étant donné que, lors de la mise en mélange du POM avec divers cations, la
production d’ion intact contenant un, ou plusieurs, cation se produit. Si la réaction
d’appariement entre le POM et différents cations a lieu, cela signifie que toutes ces réactions
sont thermodynamiquement favorables. Dans ce cas, aussi, lors du mélange de différents
cations, une forte composante statistique de production des différentes especes moléculaires
intactes, tenant compte de la proportion de chaque cation présent dans le mélange échantillon,
devrait étre observée. Or, nos observations invitent a d’autres conclusions, puisque le mélange
de deux cations différents, méme lorsque 10 fois plus d’un cation est introduit, mene a la

production d’un unique type d’espeéce moléculaire intacte.

Ces deux modéles semblent donc rencontrer rapidement des limites pour pouvoir
expliquer la formation des ions moléculaire contenant nos polyanions, tant pour la formation
de I’espéce moléculaire intacte que pour la formation des ions fragments survenant lors des

processus de désorption/ionisation.

Nous proposons alors que la formation de nos espéces moléculaires intactes se réalise
par un procédé uniquement thermique. Ce modele emprunte des aspects aux deux références
précédentes. Ses mécanismes sont basés sur I’excitation thermique des molécules de matrices

et toutes les réactions interviennent dans les agrégats.

Une version de ce modele a déja été proposée pour l’ionisation par cationisation de
peptides utilisant un chauffage de 1’échantillon, en utilisant des tirs laser du coté opposé a
I’emplacement de 1’échantillon sur la plaque de dépot!®>®7). Ainsi, seul I’effet thermique du tir
laser était pris en compte. Les ions observés lors de ce type d’analyse appelée Matrix Assisted

Tonisation*®], étaient des peptides cationisés.

Nous proposons de considérer a présent 1’agrégat comme une solution de molécules de
matrice neutres, au sein de laquelle, dans notre cas, sont solubilis€s les sels (donc les cations
avec leurs contre-ions), les molécules de matrice ionisées et nos analytes (les POMs). Les sels
présents dans 1’agrégat sont trés majoritairement sous forme neutres (cations appariés avec les
anions). Il a ét¢ montré que 1’agrégat ne peut étre considéré comme une solution liquide au sein
de laquelle des sels pourraient étre largement dissociés car la constante diélectrique des matrices

dans ’agrégat est faible et n’autorise pas leurs dissociations!*”!.
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L’agrégat formé dans le panache n’a pas besoin de porter une charge nette globale, ni
méme de contenir de maniere préformée I’espéce moléculaire intacte finale (en contradiction
au postulat du premier modele). Le role de la matrice est ici uniquement de participer a la
formation d’un agrégat par solvatation des sels et de 1’analyte, dont I’énergie interne est
importante. L’agrégat, comme le fait la gouttelette en ESI, perd des molécules, ou un ensemble
de molécules, qu’elles soient chargées ou neutres. Il s’agit dans notre cas de molécules de
matrice neutres ou ionisé€es, ou encore de sels. Ces départs seraient impulsés par la grande
quantité¢ d’énergie disponible provenant de 1’absorption de la longueur d’onde du laser par la
matrice. Les molécules ou les sels qui quittent I’agrégat globalement neutre sont pour la plupart
neutres ¢galement malgré la quantité d’énergie importante qui autoriserait la production d’ions

en phase gazeuse.

Dans ce modele, toutes les réactions sont endothermiques donnant lieu a une relaxation
en énergie. L agrégat perd donc successivement les molécules qui induisent les réactions les
moins défavorables thermodynamiquement, jusqu’a la consommation totale du surplus
d’énergie interne de ’agrégat!*®l. L’existence de ces agrégats a été démontrée!! car tous
n’atteignent pas leur désolvatation compléte. En effet une expérience prouve que lorsque le
bruit de fond est sélectionné, dont les m/z sont au-dela du pic moléculaire d’une protéine, la

protéine en question se retrouve présente dans ce bruit de fond sous la forme d’agrégats

Au cours de ce processus, dans notre cas les cations tels que les ammoniums, ont une
plus faible affinité en phase gazeuse pour 1’espéce polyanionique que les cations multivalents

et les cations monovalents de plus petite taille.

Lorsqu’on utilise une matrice qui absorbe fortement la longueur d’onde du laser et qui
forme des agrégats capables de contenir cette énergie, la désolvatation, lorsqu’elle est compléte,
peut laisser une grande quantité d’énergie aux dernieéres molécules restantes. Il est alors possible
d’observer la fragmentation des especes moléculaires intactes qui dispensent cette énergie
interne. Ce mécanisme de formation des ions permet d’expliquer qu’au cours de nos
expériences, un seul cation se retrouve présent a la fois dans I’espece moléculaire intacte et
dans les fragments. La taille initiale des agrégats étant trés importante**, les POMs peuvent
donc étre en contact avec les nombreux cations introduits et ainsi produire des especes

moléculaires intates représentatives du mélange échantillon.

La seule production d’ions mono-chargés a la fin du processus s’explique d’abord par
le fait qu’en MALDI les agrégats, comme les molécules isolées, sont trés majoritairement

neutres. On peut aussi suggérer que lors du processus de désintégration de 1’agrégat, si plusieurs
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charges apparaissent, elles vont provoquer la scission de I’agrégat en deux agrégats de taille

plus modeste et de moindre charge.

Le modéle de formation des espéces moléculaires intactes des polyoxométallates par
MALDI ici proposé peut également s’appliquer a la formation des espeéces moléculaires intactes
des molécules organiques tels que les peptides toujours considérés dans les modéles
d’ionisation. Il semble aussi que les réactions avec la matrice, notamment les réactions
provoquant la fragmentation, soient différentes en fonction des molécules considérées.
Néanmoins, quelles que soient les réactions considérées, nos résultats suggerent que toutes les
réactions surviennent a I’intérieur des agrégats, donnant aux molécules incluses en son sein la

possibilité d’interagir de multiples fois.
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Annexes — niveau 1
Annexe 1 : Source ESI

En ESI (ElectroSpray lonisation), 1I’échantillon passe a travers un capillaire ¢lectrifié
(généralement 2-5 kV) qui va former a son extrémité des gouttelettes chargées de taille
relativement importante. Cette haute tension produit un champ électrique entre le capillaire
(anode) et la contre-électrode (cathode) située a 1’entrée de I’instrument (Schéma 9). Lorsque
la solution sort du capillaire, le champ induit une accumulation de charges sur la surface du
liquide a la pointe du capillaire résultant en la formation d’un cone de Taylor, suivi par une
dispersion en aérosol contenant des gouttelettes hautement chargées. L’évaporation du solvant
dans la zone de dé-solvatation conduit a une réduction de la taille des gouttelettes, jusqu’a ce
qu’elles atteignent la limite de Rayleigh, c’est-a-dire lorsque la force de répulsion
coulombienne (due a la répulsion des charges a proximité les unes des autres) induisent
I’explosion coulombienne de la gouttelette. La goutte se scinde alors en plusieurs gouttelettes
de plus petit rayon. Ce processus se répete jusqu’a obtenir des ions solvatés (une molécule
d’analyte entourée de solvant). Enfin, une fois I’ensemble du solvant évaporé I’analyte est sous

forme ionique multichargée et peut étre envoyé¢ vers I’analyseur.

Evaporation Cathode

du solvant . (réduction)
Explosion

coulombienne \

+++

L :@++ 5 - e Analyseur

+ + = +®+ ®+ ot N
: .+ Particule M ~7 Ion

N Pa}.ll'tICL}Ie chargée a la Ion solvaté analyte
2 chargee limite de
Rayleigh

Cone de yieg
- Tayl
€ Anode aylor
(oxydation)

Tve Source@eRourantl ~e

Figure 55 : Schéma du principe d’une source ESI opérée en mode positif (le mode négatif étant
exactement l’'inverse, c’est-a-dire que [’anode devient la cathode, les charges « + » sont

remplacées par des charges « - »).
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La grande quantité de charge introduite par le mécanisme électrochimique provoque la
formation d’ions bien souvent multichargés dés lors qu’on utilise des molécules de taille

suffisamment importante (typiquement des peptides de plus de

I1 est important de noter que le mécanisme de formation des ions en phase gazeuse dans
une source ESI n’est pas entierement connu bien que mieux décrit que le MALDI. Deux
modeles différents proposent une explication : celui qui est expliqué précédemment et repose
sur des explosions coulombiennes consécutives est celui de Dole etandis qu’lribarne et
Thomson ont postulé que lorsque les gouttelettes ont une densité de charge suffisante, elles ne

subissent plus de fission mais émettent directement des ions en phase gazeuse.

Annexe 2 : Détermination de la composition des ions

La détermination de la composition des especes formées en MALDI, dont le massif est
¢tendu et complexe, fut réalisée par superposition des spectres de masse obtenus avec des
spectres théoriques modélisés grace au logiciel Xcalibur (Thermo Scientific). La Figure 56
montre qu’il est facile d’annoter par comparaison des pics d’un ion contenant un faible nombre
de tungstenes, mais qu’au-dela de 8 tungsténes le caractére gaussien du signal obtenu rend cette
attribution délicate. Par exemple sur la Figure 56 on s’apercoit qu’il est évident, de par ’allure
du massif isotopique, de superposer les spectres de I’ion détecté a m/z 1321,6 et de sa
modélisation théorique. En effet I’abondance relative des différents pics de ce signal différe
beaucoup. En revanche si I’on considére le signal d’un ion contenant dix tungsténe (2 gauche
sur la figure), il est moins évident de correctement superposer le profil isotopique modélisé, et

donc I’attribution d’une formule adéquate est plus subjective.
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Figure 56 : Spectre MALDI présentant deux ions détectés contenant 10 ou 5 tungsténes

accompagneés des profils isotopiques théoriques enregistrés a forte puissance laser.

Annexe 3 : procédure de nettoyage des plaques de dép6t MALDI

La procédure de nettoyage des plaques en acier inoxydable consiste, en présence d’un mélange
eau/MeCN, a d’abord frotter doucement la plaque avec des papiers-chiffon certifiés non abrasif.
On immerge ensuite les plaques dans différents solvants dans une cuve de verre pour leur faire
subir des périodes de 10 minutes d’ultra-sonication. Les solvants successifs utilisés a cette fin
sont :

-eau millipore

-eau millipore + MeCN

-eau millipore + MeCN + 10% d’acide formique

- eau millipore + MeCN + 10% d’hydroxyde de sodium (10M)

-Hexane

-Ethanol (95%)

-THF

-MeCN
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On laisse la plaque sécher a ’air libre et il est utile de la laisser reposer une journée avant de
I’utiliser. En effet il a été observé que lorsqu’on utilise la plaque immédiatement aprés son
nettoyage, les dépdts réalisés s’étalent a sa surface trés facilement. On a ainsi du mal a faire en
sorte que la goute déposée reste dans son puits. On avance comme explication que la plaque,
séchée a la suite du dernier lavage de solvant organique, a sa surface couverte de molécules de
solvant organique aidant la goute a s’étaler de trop. On peut imaginer aussi que méme s’il n’y
a pas de couche de solvant organique, la plaque étant trés propre permet au solvant de s’étendre.
On suggere que le fait de laisser la plaque reposer un jour permet a I’humidité de 1’air de déposer

une couche d’eau a la surface de I’inox et permet ensuite aux dépots de ne pas s’¢taler de trop.

La procédure de nettoyage des plaques PAC (Prespoted AnchorChip, plaque en polymére
vendue par Bruker et recouvertes de dépdts de matrice CHCA) différe [égerement. 11 faut éviter
le contact prolongé de cette plaque avec le solvant THF qui la dégrade. On peut toutefois
imbiber un papier-chiffon de THF et succinctement passer a sa surface. Toutes les autres étapes

sont conservées.

Les plaques de verre, polystyréne, polytétrafluoroéthyléne, polyoxométhyléne et d’aluminium
ont été nettoyées en les plongeant dans des bains d’eau, d’acétonitrile et de méthanol sous

sonication. Un simple ringage a I’hexane a été réalisé avec un papier chiffon. Les bains acide

rrrrr
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Annexe - projet paralléle mené au cours du doctorat

Au cours des trois années de doctorat passées a I’'UPMC, j’ai pu participer a des projets
requérant 1’apport de la spectrométrie de masse pour réaliser des analyses. Bien souvent il s’est
agi de participations succinctes dont aucune trace n’est présentée dans cette these. Un travail
est reporté ici, en annexe de la theése. Il concerne des analyses de composés biologiques dont

I’intérét scientifique dans le monde de la recherche est important.

Ce projet s’est développé au sein d’une collaboration avec le groupe CD4+ T
LYMPHOCYTE AND ANTI-TUMOR RESPONSE dirigé par le Pr. Olivier Lantz dont les
laboratoires se situent au sein de I'institut Curie. Les analyses réalisées pour ce groupe de
recherches s’inscrivaient dans la thématique de la compréhension de I’activation de cellules du
systéme immunitaire. Les composés inclus dans les échantillons considérés, dont ’activité avait

été révélée par des tests biologiques, étaient absolument inconnus.

Ce projet m’a permis de mettre en pratique une utilisation différente du MALDI et
d’utiliser d’autres types d’instruments. L’organisation du travail était également radicalement
différente puisque la quantité¢ d’échantillons disponibles était trés limitée. En effet lorsqu’on
travaille avec des produits issus de syntheéses chimiques, la contrainte de la quantité de maticre
n’existe pas lorsqu’on les caractérise par spectrométriec de masse. Quand bien méme on ne
dispose que de quelques milligrammes cela suffit amplement a répéter des dizaines d’analyses
en spectrométrie de masse. En revanche les échantillons biologiques contiennent bien moins de
composés d’intérét. La stabilité des échantillons est également bien différente, les échantillons

biologiques se dégradant bien plus rapidement que la plupart des molécules de synthéese.

Analyse d’échantillons activant les cellules MAIT

Les Lymphocytes T invariants associés aux muqueuses, MAIT (de 1’anglais : mucosal-
associated invariant T), sont des cellules présentes dans ’intestin qui sont activées par des
cellules infectées ou par des bactéries. Elles jouent un role important dans notre systéme
immunitaire et leurs mécanismes d’activation font 1’objet des recherches du groupe du Pr.
Lantz. Dans ce cadre, des E. Coli, ont été testés biologiquement de manicre a déterminer quelles
cultures provoquaient I’activation des MAIT. Les solutions qui contenaient les E. Coli furent
ensuite broyées ou lysées afin d’extraire le contenu des bactéries et faire passer en solution leur

contenu.
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Une premicre étape de fractionnement de 1’échantillon, par chromatographie liquide,
permit de subdiviser chaque échantillon en plusieurs parties contenant un nombre d’espéces
plus restreint. L’utilisation de ces fractions fut alors testée biologiquement de manicre a

déterminer dans laquelle se retrouvait le composé actif.

Des échantillons qui, soit déclenchaient ’activation, soit ne provoquaient aucune
réaction, ont été fournis a des laboratoires d’analyse, dont le nétre, pour identifier les especes
chimiques responsables de 1’activation. Des analyses réalisées sur un spectrométre MALDI-
TOF furent réalisées par un autre laboratoire, et produisirent les premiers spectres de masses.
La comparaison des spectres des €chantillons actifs et inactifs permit de se focaliser sur un
nombre restreint d’ions alors que ces échantillons contenaient une variété d’especes chimiques

trés importante.

I1 nous fut alors demandé de caractériser ces especes sélectionnées. Or le seul appareil
utilisant la source MALDI qui est a notre disposition ne permet pas d’opérer des expériences
permettant la détermination compléte de structures inconnues. Il est nécessaire pour arriver a
cet objectif de pouvoir réaliser des expériences de fragmentations, méthode qui permet
d’obtenir des séquences de la molécule initiale dont il est plus aisé¢ de déterminer la structure.
L’analyse a ultra haute résolution est tres utile afin de déterminer la composition des molécules.
Aussi, on tenta les analyses avec deux autres appareils aux sources d’ionisation différentes du
MALDI, qui permirent de détecter un ion d’intérét déja réveélé dans les analyses précédemment
effectuées par MALDI. 1l s’agit des appareils LTQ-Orbitrap et SolarX-FT-ICR, qui ont des

sources d’ionisation électrospray (ESI : détail en Annexe 1).

L’inconvénient de la source ESI comparée au MALDI, est qu’elle consomme en continu
I’échantillon, donc le temps passé a régler les parametres instrumentaux se fait au détriment du

temps d’analyse de 1’échantillon dont la quantité vient 8 manquer.

Les analyses ont été réalisées sur le SolarX-FT-ICR, appareil a ultra haute résolution,
qui permet de déterminer la composition ¢lémentaire de la molécule visée, une fois la masse
exacte déterminée. Pour obtenir une masse dont la justesse et la précision sont importantes, il

est impératif de recourir a un étalonnage interne.

L’étalonnage interne consista a ajouter du mélange étalon a 1’échantillon. Cette étape

est périlleuse. En effet, il ne faut pas ajouter trop d’étalon a I’échantillon car les espéces ioniques
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vivent une concurrence pour 1’ionisation au cours du processus ESI. Ainsi, ajouter une trop
grande quantité d’étalon peut complétement annihiler le signal de 1’échantillon. On ne peut
toutefois se permettre de commencer par I’ajout d’une faible quantité d’étalon pour I’augmenter
progressivement car cela provoque la consommation de 1’échantillon que 1’on posséde en

quantité tres limitée.

Cette opération a été menée en mettant d’abord au point un mélange étalon dont la teneur
permit d’obtenir des pics d’intensité comparable a I’espéce visée. On dopa ensuite 1’échantillon
avec les étalons de maniere a ce qu’il contienne les étalons aux concentrations établies lors des
essais. L’étalonnage, réalis¢ a partir de 5 points, permit d’obtenir une courbe d’étalonnage trés
bonne dont les masses de tous les étalons étaient & moins de 0,04 ppm de leur masse théorique.
Cela nous permit de mesurer la masse de 1’ion inconnu avec une grande confiance. La masse

trouvée pour 1’ion d’intérét était de 572,114786.

Afin de déterminer quelle sont les formules possibles pour 1’ion, la premiére hypothése
a été de considérer cet ion comme un anion non radicalaire, donc a nombre pair d’¢lectron. En
effet, il est trés peu probable d’obtenir un ion radicalaire stable issu d’un milieu biologique.
Nous avons aussi considéré la mesure de la hauteur du pic isotopique correspondant a (M-H)+1,

qui nous permet de déterminer que I’espece considérée contient environ 17 carbones.

En effet ’abondance du '*C est de 1,1%, la hauteur du signal a 573,11 correspond
environ a 19% de la hauteur du pic mono-isotopique.
hauteur du pica (M—H)+1

Il est alors possible d’appliquer la formule : bondance ducarbome 13 nombre de

carbones dans la molécule.

L’utilisation d’un logiciel, auquel on renseigne la masse mesurée et 1’écart accepté
(placé ici a 2 ppm, qui correspond a une large marge de confiance au vu de 1’écart constaté de

0,04 ppm sur I’étalonnage), permet instantanément d’obtenir diverses formules brutes.

Les formules proposées sont basées uniquement sur des calculs mathématiques, ainsi de
nombreuses propositions peuvent étre écartées sur la seule base de la logique. Aussi les
formules des lignes 2, 3, 4, 5 et 8 qui présentent un nombre extravagant de carbones peuvent

étre immédiatement écartées.
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Le choix devient restreint et la formule C19H23012N7P correspond le mieux a la masse

mesurée.

Il
w1
51214786 €—— |on

moléculaire
4 formule Ins ppm
1| C19H23 012 N7 P 12.5 | 0.037
2 | C29H24 06 N3 P2 20.5 | 0.382
3 | C3BH14 02 N5 34.5 -0.87
4 | C32HISONIP 30.5| 0933
5 | C37HIROGN 295 | 1.467 IEDtDpiE
B | C25H22 013 N3 16.5 | -1.767 du 13C
7 o 7 | C13H24011N11P2 | 85 | 1.841 {M-H}H
8 | C30H2002 N7 P2 25.5 | -1.956
¢
31182
1 4 ST2324400
512423427 ETIROSSES  5T3.0M0E5E 573 723011

Figure 57 et Tableau 10 : Spectre de masse obtenu en ESI FT-ICR, en mode négatif.
Agrandissement de la gamme de masse comportant l’ion. Tableau reportant les formules

potentiellement attribuables a l’ion intact.

On fragmente ensuite 1’espece moléculaire intacte produisant un spectre MS/MS afin de
déterminer la structure de la molécule. Grace a I’ultra haute résolution on peut de nouveau

attribuer une formule brute aux ions fragments obtenus, comme cela fut fait pour I’ion intact.

Cette étape d’attribution est plus aisée, puisqu’on connait la composition de 1’espece
moléculaire intacte, elle sert aussi de vérification. En effet les formules des ions fragments sont
obligatoirement limitées aux éléments contenus dans 1’espéce moléculaire intacte : au cas ou
I’attribution d’une formule d’un seul des ions fragments n’est pas possible dans la limite de la
formule C19H23012N7P, ion parent présumé, cela signifie que I’hypothése initiale était erronée.
(Les tableaux résumant les masses exactes des ions mesurés ainsi que les diverses proposition

de formule associées a ces masses sont données a la fin de cette annexe, sur la Figure 59.
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Les ions issus de la fragmentation de I’espéce moléculaire intacte, I’ion parent, ne

permettent pas de déterminer la structure de la molécule.

Il fut donc nécessaire de réaliser des expériences de fragmentations consécutives,
permettant de fragmenter les ions fragments observés lors de la premicre étape de
fragmentation. Les spectres obtenus sont appelés MS?. Cette procédure permet non seulement
d’obtenir des ions encore plus petits que les ions détectés en MS/MS, mais aussi d’établir la

filiation des ions.

Ces opérations de fragmentations consécutives ne peuvent pas étre réalisées sur
I’appareil SolarX-FT-ICR, ils ont donc été enregistrés sur le LTQ-Orbitrap. On a méme

poursuivi les expériences de fragmentations en enregistrant des spectres MS*.

Tous ces résultats (présentés en fin de cette annexe) nous permettent d’établir un arbre
de fragmentation représenté en Figure 58 menant a la détermination de la structure de 1’ion

parent.

572
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107 298 134
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Figure 58 : Arbre de fragmentation de ’ion m/z 572 tiré des spectres de la Figure 61

A ce stade de nos analyses, la détermination de la structure de ce composé n’a pas pu
étre établie entierement mais a été approché dans sa plus grande partie. On propose sur la Figure

60 une attribution de structure de tous les ions observés.
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Figure 59 : proposition d’attribution de formule pour certains ions observés.
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Figure 60 : Proposition de structure de l’ion m/z 572.

La structure finale n’est pas certaine, nous ne sommes siirs que des compositions élémentaires

au sein des quatre parties de la Figure. Seul le phosphate central est certain puisqu’on obtient
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un ion m/z 97 qui ne peut étre différent. La structure de chaque partie est basée sur des
suppositions. La structure des groupements a et  semble trés probable car ils ressemblent a des
structures classiques. En revanche les structures des deux entités 0 et y sont plus incertaines. Si
I’enchainement des parties a-B-phosphate est certain, les blocs 6 et y peuvent étre intervertis

sans que nos spectres ne puissent déterminer quelle est la forme a retenir.

Afin d’obtenir plus d’informations il aurait été nécessaire de réaliser des expériences de
fragmentation supplémentaires concernant notamment les ions fragments dont les structures
n’ont pas étés déterminées (les ions de m/z [280, 151]). Malheureusement nous n’avions plus

d’échantillon a analyser et il n’a pas été possible d’en obtenir davantage.

Il n’est pas évident que ce composé soit digne d’intérét puisque les spécialistes du
domaine I’ont écarté. En effet le groupe du Pr Lantz était étonné de la structure trouvée et jugea
qu’un composé d’une telle formule n’était assurément pas celui qui provoquait 1’activité des
cellules MAIT. La structure proposée leur parut trop ordinaire pour étre une molécule
permettant de déclencher une réponse immunitaire de la part de ces cellules. Il fut envisagé un
moment de synthétiser la molécule décrite mais le manque de temps et de moyens empécherent

l'aboutissement du projet.

Au-dela de ces considérations d’intérét biologique, il aurait été possible de mieux
optimiser cette analyse en s’organisant différemment et permettant ainsi de gagner du temps
d’analyse et donc de préserver une quantité d’échantillon permettant de mener des expériences
supplémentaires. A titre d’exemple, sans vouloir décrire un protocole qui ne pourrait &tre
applicable a d’autres cas, les spectres de fragmentations auraient pu étre réalisés lors de la
premicre analyse par ESI alors méme que la masse exacte du composé n’était pas encore
mesurée. D’ordre général il est indispensable d’organiser une feuille de route des différentes
expériences a réaliser et une fois qu’elle est définie, il est pertinent de remettre en cause
I’enchainement des opérations sans prendre en compte la logique permettant d’aboutir a la
structure compléte. Seul le temps d’analyse doit étre considéré, quel que soit I’enchainement
des opérations. Les expériences de fragmentations consécutives ont été réalisées trés
efficacement dans notre cas, il en manque pourtant certaines qui nous auraient aidés a finaliser

la détermination de la structure.
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Figure 11 : tableaux des masses et formules possibles pour les ions observés en MS/MS de l’ion

m/z 572 sur le spectre de masse obtenu avec I’appareil SolarX FT-ICR. Tableau A0 : Masses

exactes mesurées. Tableaux Al a A9 : Formules possibles pour chaque masse exacte mesurée

avec un écart maximum accepté de 20 ppm. Renseignement du nombre d’insaturations (RDB)

pour chaque formule proposée.

Les spectres présentés dans la suite ont été enregistrés sur le LTQ-Orbitrap. Ils rassemblent

les expériences de fragmentations séquentielles
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masse exacte  raccourcid'appelation TableauA3
437057983 437 1
328,045706 328 13: gz:':!. RD: 55"*”_’; 2 Tableau A7 §
323,029219 323 2CAHE 04N 1:5! ﬁ:.ﬂ 323:T{hrmule RDB |ppm
192,99137 193 ICZHIONI P 1'55 6.3 LCAHIZO9 NZ P 55 -03
134047428 134 ' ZC10HB 05 Ne P 10,5 4.4
211,002528 211 3C11 H7 O8 N4 10,5 4.9
305,019058 305 Tableau A4 4C16 H7 06 N2 14,5 -7,
280,0237 280 437fformule ROB lppm 5C10H11012 55 9,0
419,049773 419 1ci6H1Z 011 NG 125 -1,4 BIC17 H3 02 NG 19,5 -11,7
394,053628 394 2K14H1B 012 N2 P ?,55 5,2 JC4H12O011 NA P 15 12,2
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3C16HI0 07 N 12,5 -36
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5/C17 HE 03 N5 17.5| 7.7 323 formule RODE ppm it
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7le5 H11 DB N7 P 45 11,8 2iC11 H7 08 N4 ]'_|:|’1_:IE q{? 1CI3HI7O11INP 6,5 0.5
BC1SHIL 04 N3P | 12,5 -12,7 3CI0HEOSMNEP | 10,5 -4.4 2C14HI3Q7NSP | 11,5 -2,9
olcs H10 010 N7 4,5 -13,3 4C16 H7 06 N2 145 -7.6 3C15H12010N3 | 11,5 4,7
10jcaHi15 012 N3P | 0,5 159 5010 H11 012 5,5 9,0 S0 Die Ny | ol 49
11/C16 H7 N7 P 17,5 -16.8 614 H1207 P 9,5 -12,7 SCTHITOIZNGP | 2.5 -17.8
12lc17H7 O NS P 17,5] 17.4 TCISHBOINAP | 14,5 -16,8
13CIHISOIINSFP | -0,5 -18.4 BCEHT D10 NG 65 17,3 Tableau AS
193 formule RDE |ppm
Tableau A2 Tableau AS 1C7HO5 N2 85 42
211fformule RDB |ppm | 280 formule RDE ppm 2C5HE Q6P 35 -43
1LCSHEOT P 2.5 -1.5! ICEHIIOBMNP 45 -14 ICHZ D4 NEP 4.5 9.6
2iC20N10P 85 48 210 HE 07 N3 95 45 Aot O3 P L B
3jC7 H3 06 N2 75 6,3 ICIH7 04 NS P 9.5 -6,2 5HE 08 N2 P 0,5 16,5
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Figure 61 : Spectres ESI et spectres de fragmentation séquentielle de l’'ion m/z 572

Les spectres suivants ont porté sur la détermination de la nature de I’ion m/z 553 qui a été
identifi¢ comme une pollution, fragment ne provenant pas de I’ion 572,11 mais pouvant venir
de I’ion 572,32 observé sur le FT-ICR, sélectionné en méme temps que 1’ion 572,11 lors des

expériences menées sur le LTQ-Orbirap.
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Table des abbréviations

MALDI : Matrix Assisted Laser Desoption/lonization
LDI : Laser Desoption/Ionization

ESI : ElectroSpery lonization

TOF : Time Of Flight

ISD : In Source Decay

PSD : Post Source Decay

LIFT : Apellation du contructeur Bruker, méthode de fragmentation mettant en jeu la
fragmentation métastable des

POM/POMs : Polyoxométallate(s)

POMc12 : Polyoxométallate de formule [SiW1003sP2C24Hs0]* dont la structure est représentée
en Figure 14

POMy : Polyoxométallate de formule [PW12049]* dont la structure est représentée en Figure 15
CNA : 9-cyanoanthracene, matrice représentée dans le Tableau 4

CHCA : o-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, matrice représentée dans le Tableau 4

DCTB :, matrice représentée dans le Tableau 4

DHB : Dihydroxybenzoic acid, matrice représentée dans le Tableau 4

SA : Sinapic acid, matrice représentée dans le Tableau 4

SDS : Sodium dodécylsulfate, tensioactif représenté dans le Tableau 4

PAC : PreSpotted Anchorchip, plaque pour le dépot des échantillons en polymere
¢lectriiquement isolant

PTFE : Poly(tétrafluorure) d’éthyléne, ou téflon
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Mécanismes d’ionisation MALDI en mode négatif a travers 1’étude de polyoxométallates

Résumé :

La technique d’ionisation par désorption laser assistée par matrice (MALDI) est I’une des
plus fréquemment utilisées lors des analyses de spectrométrie de masse. Découverte il y a
28 ans, elle est encore activement développée. Malgré son vaste domaine d’utilisation et de
nombreux travaux menés a ce sujet, les mécanismes de formation des ions restent toutefois

vivement discutés.

La grande majorité de ces €tudes, visant notamment a rationaliser les principes qui régissent
la formation des ions, sont réalisés sur des peptides en mode ion positif. Le travail de cette
thése vise a combler cette lacune et s’attache a explorer le mode ion négatif par I’étude de
I’ionisation de polyoxométallates hybrides, qui sont des oxydes métalliques assemblés et

greffés de fonctions organiques.

Les polyoxométallates portent plusieurs charges négatives en solution et, a la suite de
I’ionisation MALDI, ont été détectés sous forme d’ions mono-chargés, donc comme des
adduits avec divers cations. En se basant sur les deux principaux modéles décrivant les
mécanismes de formation des ions, nous avons proposé un modele pour 1’ionisation de nos

composés fondé sur nos observations expérimentales.

Le grand nombre de cations utilisés a permis d’établir une classification relative de 1’affinité
cationique en phase gazeuse pour nos composés, a travers des expériences MALDI. Enfin,
I’étonnante capacité des polyoxométallates testés a s’ioniser dans douze matrices trés
diverses, alliée a la possibilité d’observer des fragmentations en source de maniére variable,
a permis d’effectuer une classifcation fine de sept matrices en fonction des taux de

fragmaentation mesurés.

Mots clés :
spectrométrie de masse ; MALDI ; mode négatif ;

polyoxométallates mécanismes d’ionisation ; fragmentation
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MALDI ionization mechanism in negative ion mode through the study of
polyoxometalates

Abstract:

The matrix assisted laser desorption ionization technique (MALDI) is one of the most used
for mass spectrometry analyses. Discovered over 28 years ago, MALDI is still actively
developed. However, in spite of its wide utilization and several researches works describing
the ion formation mechanisms, it does not exist an unequivocal and clear description of the
whole process yet. The majority of those studies destined to rationalize ion formation were
carried out in positive ion mode using peptides. Our work is aimed at bridging the gap,
performing the MALDI technique in negative ion mode and testing the ionization of hybrid

polyoxometalates, i.e. structured metallic oxides functionalized by organic moieties.

Based on the two main ion formation mechanisms models, we suggested a model for the
ionization of our compounds based on our experimental observations. In fact, polyoxometalic
species present in solution several negative charges and have been detected in MALDI as
singly charged species under cationic adducts. The numerous cations tested proved the
possibility to use MALDI to build a relative gaseous cationic affinity classification. The
astonishing capacity of polyoxometalates to be ionized through a wide variety of matrixes
allowed to finely classify seven matrices, according to their different ability to induce in source

fragmentation.

Keywords :

mass spectrometry ; MALDI ; negative ion mode ; polyoxometalates ;

ionization mechanisms ; fragmentation



