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Introduction

Qu'il s’agisse de dissections pour I'anatomie ou la cartographie des astres,
'observation a toujours été a la base de tout raisonnement scientifique. Plus
I’'Humanité repousse les limites de sa Science, plus il est nécessaire de voir plus loin,
ou plus proche, et de mettre en évidence des phénomeénes de l'ordre du détail. Les
avancees technologiques nous ont permis d’observer les planétes de notre systéme
solaire, puis des exoplanétes, grace a des télescopes et de la méme fagon, des
tissus musculaires, puis des cellules, grace a des microscopes. L’apparition de la
Chimie et la mise en évidence des atomes et des molécules, ont lancé un défi a
I'Humanité. La Chimie a créé le besoin de développer des moyens pour caractériser

l'infiniment petit, 1a ou I'observation directe ne suffit plus.

1. La spectrométrie de masse

La premiére expérience de spectrométrie de masse (MS) a été réalisée en
1912 par le physicien britannique J. J. Thomson'? et consistait en I'observation des
isotopes du néon (*°Ne, ?’Ne). Cette expérience consistait en la mesure de la
déflection d’'un flux d’ions positifs du néon a travers des champs magnétiques et
électriques sur une plaque photographique. La spectrométrie de masse consiste en
la caractérisation d’un échantillon par la séparation et I'identification de ses différents
constituants selon leur rapport masse sur charge (m/z). Depuis 1912, les nombreux
développements ont fait de cette technique une analyse incontournable dans
I'élucidation de structures de petites molécules®*, ainsi que la pierre angulaire des
domaines émergents dits des «omics», comme la protéomique®®, la
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métabolomique®'® ou la pétroléomique’’ 2. Chaque spectrométre de masse peut

étre divisé en 3 parties distinctes : la source, le ou les analyseurs et le détecteur

(Figure 1).
L N
>
lonisation de Séparation  des Conversion ~ du Q‘ L H l
I'échantillon ions en fonction courant ionique en d o
de leur m/z courant électrique Spectre de masse

Figure 1: Représentation schématique du fonctionnement d'un spectrométre de
masse.



a) Les sources

La fonction de la source est d’ioniser les molécules de I'échantillon. Le choix
de la source a utiliser va déprendre de la nature de I'échantillon a analyser ainsi que
des résultats attendus. La premiére source développée est l'ionisation électronique
(El) par A. J. Dempster’ en 1918, qui consiste en lionisation de I'échantillon en
phase gazeuse par des électrons sous haute énergie (70 eV). Originellement, cette
source était nommée impact électronique. Cependant, ce n’est pas le contact avec
I'électron qui crée [lionisation, mais l'onde générée par le déplacement des
électrons'. Cette source ne permet lionisation que de composés volatiles
thermostables. L'énergie des électrons utilisée ne permet que rarement I'observation
de l'ion moléculaire et génére la production de nombreux fragments dans la source.
Généralement, cette source est couplée a la chromatographie en phase gazeuse15'17
(GC) dans le but de séparer avant I'ionisation les constituants du mélange selon leur
point de fusion et leur affinité pour la phase stationnaire de la colonne. Cette source
génere également une ionisation trés reproductible ce qui permet la comparaison
des spectres expérimentaux avec des banques de données de spectres'®"® connus.
A moins de diminuer I'énergie des électrons, il est possible de ne pas avoir
'information sur la masse moléculaire des constituants de [I'échantillon. Une
technique possible pour pallier ce trop-plein énergétique consiste a ioniser
préalablement un gaz neutre (méthane ou ammoniac par exemple) par ionisation
électronique, puis d’ioniser les molécules de I'échantillon avec ces nouveaux ions par
échange de charge. Il s’agit de I'ionisation chimique (Cl) introduite pour la premiéere
fois en 1966 par M. S. B. Munson et F. H. Field?®. Dans cette méthode, I'échantillon
n‘est pas en contact avec le faisceau d’électrons, elle est alors appelée source
« douce » puisqu’elle permet I'obtention d’'ions moléculaires. Cependant, ces deux
sources ne fonctionnent qu’en phase gazeuse. L’analyse par spectrométrie de
masse était donc limitée a des composés volatils ou ayant subi une étape de
dérivation préalable?”.

Le développement de la source Matrix Assisted Laser Desorption lonisation®
(MALDI) intervenu en 1984 a permis d’étendre les analyses par spectrométrie de
masse aux échantillons non volatils?*?*. K. Tanaka et ses collaborateurs ont partagé
le prix Nobel de Chimie en 2002 pour leurs travaux sur l'ionisation de protéines par
source MALDI. Dans ce cas, I'échantillon est d’abord mélangé a une matrice sur une

plaque dédiée. Le rble de la matrice, composée principalement de cycles



aromatiques, est d’absorber I'énergie du faisceau laser dans le but de protéger
I'échantillon de l'irradiation. Aprés séchage, la plaque est introduite dans la source et
le spot ainsi formé est irradié par le laser. Cette irradiation entraine la désorption de
complexes matrice-échantillon puis l'ionisation des molécules d’intérét. Le processus
d’ionisation reste encore a élucider. Plusieurs modéles d’ionisation tel Lucky
survivor’>?, Cluster lonization?” ou encore plus récemment Thermal proton
transferf’® ont été proposés. Cette ionisation préserve l'intégrité des molécules de
I'échantillon. Cependant, parce qu’elle est réalisée sur phase solide, il n’est pas
possible de coupler cette méthode avec des techniques de chromatographie en
ligne. Elle permet en revanche d’ioniser des molécules de poids moléculaire élevé
comme des protéines, ce qui fait du MALDI une source de choix pour résoudre des
problématiques biologiques?*.

La derniére méthode que nous évoquerons ici est [lionisation par
électronébuliseur (ESI) créée par J. B. Fenn®' en 1984, prix Nobel de Chimie en
2002 pour ces travaux. L’échantillon alors en phase liquide est mélangé a un solvant
acide et injecté dans un capillaire métallique. Sous l'effet d’'une différence de
potentiel entre le capillaire et une contre électrode, un céne de Taylor se forme,
produisant ainsi un nébulisat. La source étant chauffée en présence d’'un gaz de
nébulisation (N2), le solvant s’évapore, diminuant la taille des gouttelettes et
augmentant la concentration en analyte. Ces gouttelettes se rompent en cascade
jusqu’a obtenir les ions en phase gazeuse. Comme pour la source MALDI, les
processus d’ionisation font débat. Deux modéles sont proposés : soit les ions sont
produits dans les gouttelettes®® ; soit dans le cone de Taylor®®. Les avantages de
cette méthode sont une ionisation « douce » ne présentant pas de fragments en
source, une production d'ions multichargés réduisant la gamme de m/z, et un
couplage possible avec des techniques de chromatographie en phase liquide®*3°
(LC). Une fois les ions produits, ils sont aspirés par différentiel de pression dans

I'analyseur.

b) Les analyseurs

L’analyseur est le dispositif permettant de séparer les ions selon leur rapport
masse sur charge. Le choix de l'analyseur utilisé détermine la précision et la
résolution de I'analyse.

Le premier analyseur est 'analyseur a secteur magnétique développé par A.
J. Dempster® en 1916. Avant que lion n’entre dans l'analyseur, il est d’abord
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acceéléré jusqu’a entrer dans le champ magnétique. Une particule chargée dans un
champ magnétique est soumise une force de Lorentz, ce qui a pour effet de modifier
la trajectoire linéaire de l'ion en une trajectoire circulaire perpendiculaire au champ
magneétique. Dans un analyseur a secteur magnétique, l'ion n'a pas le temps de
réaliser une rotation compléte, il en résulte une déviation d’'un rayon de courbure
dépendant du champ magnétique, de la vitesse initiale de I'ion et de son m/z tel que :
_ mv
Tion = q_B

Ainsi, lors d'une accélération uniforme des ions et [lutilisation d’'un champ
magnétique fixe, plus 'ion a un m/z petit, plus il est dévié. Dans ce cas, certains ions
sont envoyés sur une plaque de détection, et d’autres, qui auraient été soit trop
déviés, soit pas assez, ne sont pas détectés. En connaissant 'énergie apportée pour
'accélération, le champ magnétique et la géométrie de I'analyseur, on peut en
déduire le m/z de lion détecté. Pour détecter tous les ions de I'échantillon, la
stratégie consiste en un balayage de vitesse initiale en faisant varier la tension
d’accélération. Cependant, la micro-hétérogénéité d’énergie cinétique et de direction
des ions de méme m/z entrant dans 'analyseur crée une dispersion sur la plaque de
détection, ce qui génere une perte de résolution du signal. A partir des années 1930,
le développement de I'analyseur a secteur magnétique a double focalisation®” permet
de corriger ce probléme et d’augmenter la résolution des spectres.

En 1946, W. E. Stephens®® développe I'analyseur a temps de vol ou Time of
Flight (TOF). Le principe consiste a d’accumuler les ions provenant de la source,
puis de les accélérer en paquet sur une courte distance. La mesure s’effectue sur la
durée qu’il leur est nécessaire pour parcourir la distance depuis I'entrée de
'analyseur jusqu’au détecteur. La quantité d’énergie initiale recue est théoriquement
la méme pour tous les ions, leur vitesse va donc dépendre de leur m/z. Plus I'ion est
de m/z faible, plus sa vitesse est élevée. En mesurant le temps de vol des ions, on
en déduit leur vitesse et donc leur m/z. Cependant, la différence de position des ions
au moment de l'accélération entraine une dispersion du temps de vol des ions de
méme m/z ce qui génére une perte de résolution. De plus, la résolution de I'analyse
est conditionnée par le temps de vol des ions donc limitée par la taille de I'analyseur.
Deux techniques ont été développées pour pallier ces contraintes. La premiere est la
technique d’extraction retardée>®, consistant a utiliser une deuxiéme impulsion aprés
la premiére excitation, afin de permettre aux ions « en retard » de rattraper les ions

«en avance », ce qui a pour effet d’améliorer la résolution des spectres. La
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deuxiéme technique est l'utilisation du réflectron®®, un appareil constitué de lentilles
électrostatiques sous gradient de tension, qui permet de refocaliser les ions de
méme m/z et donc d’augmenter la résolution.

En 1953 est introduit I'analyseur quadripolaire*'. Cet analyseur est composé
de quatre électrodes paralléles. Un champ électrostatique quadripolaire est créé au
centre des quatre électrodes par application d’'une tension continue U et d’'une
tension alternative V. Une différence de potentiel entre I'entrée et la sortie du
quadripble permet la traversée des ions. Leur stabilité au sein de I'analyseur décrite
par la solution de I'équation de Mathieu*? dépend des tensions U et V appliquées.
Ainsi le quadripble peut étre utilisé comme simple guide d’ions ou bien comme filtre
de m/z en fonction des tensions U et V appliquées.

Le dernier analyseur évoqué ici est I'Orbitrap*>. Son principe a été initialement
introduit par K. Kindon** en 1923 puis repris par A. A. Makarov***® 3 la fin du XX°*™®
siécle avant d’étre commercialisé en 2005*". L’Orbitrap est composé d’une électrode
externe concave et d’'une électrode centrale convexe en forme de fuseau. Un champ
électrostatique est généré entre les deux électrodes et les ions injectés dans
'analyseur vont décrire des trajectoires en spirale dont la fréquence axiale est
inversement proportionnelle a leur m/z. La détection du signal périodique permet
d’obtenir un signal en fréquence par application de la transformée de Fourier et donc
le m/z des ions présents dans I'analyseur. Ce type d’appareil est simple d’utilisation
et permet d’obtenir une haute résolution et une grande précision en masse, ce qui

explique sa large utilisation en routine pour des approches en protéomique*®*,
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lipidomique ou encore métabolomique

c) Stratégies d’obtention d’informations structurales

Lors d’'une analyse par spectrométrie de masse et dans le cas d’'une source
d’ionisation dite « douce » (Cl, MALDI et ESI par exemple), I'information récoltée ne
concerne généralement que les ions moléculaires. On peut ainsi déterminer a partir
de ce spectre MS toutes les masses moléculaires des constituants de I'échantillon.
Cependant, I'information concernant la structure de ces molécules est manquante. Il
est alors nécessaire d’utiliser des techniques de fragmentation afin d’enregistrer des
spectres par spectrométrie de masse en tandem®’ (MS/MS). La priorité est d’isoler
chaque type de constituant pour obtenir des spectres MS/MS a partir d’'un seul type
de précurseur. De fagcon générale, la stratégie est d'implémenter au spectrométre de

masse un quadripdle en amont de l'analyseur qui permettra la caractérisation de
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I'échantillon. En fonction des tensions U et V appliquées, le quadripble peut soit
transférer tous les ions (obtention d’'un spectre MS), soit étre utilisé en tant que filtre
afin de réaliser un balayage en m/z. Plusieurs types de fragmentation existent, tel
que la Collision Induced Dissociation (CID), I'Electron Capture Dissociation (ECD) ou
encore I'Infra-Red Multi-Photon Dissociation (IRMPD).

Dans le cas de la CID%®®°

, un quadripdle empli d’'un gaz neutre est présent
entre le premier quadripOle servant de filtre et 'analyseur réalisant la caractérisation.
Les ions d’'un m/z donné vont étre accélérés par impulsion électrique a haute énergie
cinétique dans la cellule de collision et ainsi heurter les molécules de gaz neutre.
Lors de la collision, I'énergie cinétique de l'ion est transformée en énergie interne
entrainant la rupture d'une liaison. Ce type de fragmentation est « agressif » et ne
peut étre utilisé pour des analyses ciblées de composés labiles, comme certaines
modifications post-traductionnelles par exemple®®®".

L’ECD®*®* consiste & bombarder des ions multichargés d’électrons & trés
basse énergie. Ceci résulte en la capture de I'électron par la formation d'un ion
radicalaire qui va se dissocier et former un fragment chargé et un radical. Ce type de
fragmentation est « doux» et permet de conserver les modifications post-
traductionnelles labiles des protéines®°.

Enfin, lors d’'une fragmentation de type IRMPD®’, les ions sont soumis & une
irradiation a l'aide d'un laser infra-rouge. L'ion absorbe de multiples photons, est
excité dans des états vibratoires d’énergie croissante jusqu’a la rupture d’'une liaison
et production d’un fragment. Ces deux derniéres méthodes de fragmentation sont

généralement utilisées dans I'analyseur FT-ICR®,

2. L’analyseur FT-ICR

Le concept de la spectrométrie de masse a résonance cyclotronique ionique
(Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry ou FT-ICR MS), a
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été inventé en 1974 par M. B. Comisarow et A. G. Marshall*”. Il repose sur les

travaux de E. O. Lawrence et M. S. Livingston’® de 1932. Ces travaux démontrent

qu’une particule chargée soumise a un champ magnétique B perpendiculaire a son
mouvement est contrainte a un mouvement circulaire dont la fréquence angulaire est
indépendante du rayon de l'orbite de la particule. Cette fréquence est exprimée par

I'équation cyclotronique suivante :



Ou w est la fréquence angulaire, g la charge de la particule, B l'intensité du champ
magnétique et m la masse de la particule. La fréquence angulaire de l'ion est
inversement proportionnelle a son m/z. Il est donc possible de séparer des ions de
m/z différents en les faisant tourner dans une cellule et de détecter un signal
périodique permettant I'obtention du signal en fréquence par application de la
transformée de Fourier et donc leurs m/z. Ces travaux montrent également que le
mouvement cyclotronique d’une particule peut étre excité a des rayons d’orbite
supérieurs par application d’'une impulsion radiofréquence (RF) a la fréquence
cyclotronique de la particule. Cela signifie qu’il est possible d’exciter une particule
chargée a des énergies cinétiques trés grandes en utilisant simplement un champ
magneétique, ce qui a valu a E. O. Lawrence le prix Nobel de Physique en 1939. Les
analyseurs FT-ICR sont donc composés d'un aimant supraconducteur’’ au milieu
duquel se situe une cellule dans laquelle les ions vont pouvoir étre excités, séparés

et détectés.

a) La cellule ICR ou piége de Penning

Apres leur production dans la source, les ions sont transférés par des
dispositifs électrostatiques (TOF ou multipbles) jusqu’a l'analyseur FT-ICR qui est
une cellule cylindrique sous vide au sein d’'un aimant supraconducteur. Elle est
composeée de 6 plaques symétriques deux a deux: deux plaques de piégeage
perpendiculaires au champ magnétique, deux plaques d’excitation et deux plaques
de détection. Le champ électrique quadripolaire généré par les plaques de piégeage
combiné au champ magnétique de l'aimant supraconducteur génére un puits de
potentiel qui maintient les ions injectés au centre de la cellule et limite leur
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mouvement selon I'axe z en accord avec le principe du piége de Penning™. La

fréquence de piégeage d’'un ion peut étre définie par I'équation :
1 |2qVra

Ur = 21 | mdz?

Avec d la distance entre les plaques, V7 la tension de piégeage appliquée et a un
facteur géomeétrique. Idéalement, le champ électrique doit étre homogéne et paralléle
au champ magnétique. Le piége de Penning n’étant pas parfait, la composante
radiale du champ électrique génére un troisiéme mouvement, le magnétron’. Ce
mouvement perturbe la fréquence cyclotronique des ions et donc induit une
dispersion de fréquence. La fréquence cyclotronique réduite peut étre exprimée

selon I'équation :



v v (s
Uer = ?C-l_ (?C)Z _?

Uc

Ve, Ur?
2 (2) 2

Unm =

Et la fréquence magnétron :

Avec v, la fréquence cyclotronique de l'ion. Cette fréquence étant inversement
proportionnelle au m/z, plus I'ion a un m/z faible, plus l'influence du magnétron est
négligeable. Afin de limiter I'impact de la fréquence de piégeage sur la génération de
mouvement magnétron et donc sur la fréquence cyclotronique, de faibles potentiels
de piégeage sont utilisés. Aprés piégeage des ions, ceux-ci sont localisés au centre
de la cellule. lls ont donc une orbite trés faible et ayant été introduits dans la cellule a
des moments et a des énergies cinétiques différents, le mouvement d’'une population
d’'ions (de méme m/z) est a un stade incohérent. Les plaques d’excitation générent
une impulsion RF permettant de propulser les ions sur une orbite de rayon plus
élevé. Les ions ne sont excités qu’'a une fréquence correspondant a leur fréquence
cyclotronique, c’est a dire que chaque population d’ions est excitée séparément et en
paquet, ce qui homogénéise la phase de chaque population d’'ion. Chaque paquet
décrit alors une trajectoire circulaire perpendiculaire au champ magnétique, le
mouvement cyclotronique, d’'une fréquence angulaire inversement proportionnelle a
leur rapport m/z. En d’autres termes, les ions de faibles m/z tournent plus rapidement
que les ions de m/z élevés. Les plaques de détection enregistrent le courant induit
par le mouvement cohérent des paquets d’ions, permettant I'obtention d’'un signal
sinusoidal décroissant, la Free Induction Decay’® (FID). Ce signal périodique est
transformeé en signal de fréquences par application de la transformée de Fourier, puis
converti en spectre de masse. L’analyseur FT-ICR permet I'enregistrement de
spectres de masse de trés haute résolution (de 100000 a 10 Millions, soit a m/z
1000, FWHM = 10 m/z), et une précision en masse théorique de 10° m/z soit 10
ppb. En utilisant un quadripéle en amont de I'analyseur FT-ICR, il est possible de
balayer les rapports m/z afin de fragmenter les populations d’'ions une par une au
centre de la cellule par IRMPD ou ECD. Cependant, la capacité a isoler séparément
deux types d’ions de m/z trés proches est limitée par la résolution du quadripéle.
Dans le cas d’échantillons trés complexes, il est possible d’enregistrer des spectres
MS de haute résolution et de déterminer la formule chimique des précurseurs, mais
impossible d’obtenir les informations structurales des constituants de I'échantillon
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analysé. Parce qu'il est possible de manipuler les ions avec des impulsions RF’"78,

des méthodes ont été développées afin d’isoler les ions directement dans la cellule.

b) Excitation et isolation d’ions

L’impulsion monochromatique® consiste a appliquer un champ électrique
sinusoidal dipolaire homogene dans la cellule ICR. Ce champ oscille a la fréquence
cyclotronique d’'une population d’'ions donnée. Les populations d’ions qui ne sont pas
en résonance avec le champ électrique ne seront donc pas excitées. En FT-ICR,
cette méthode d’excitation est peu utile car elle ne permet pas de recouvrir toute la
gamme de fréquence (du kHz au Mhz) des ions piégés dans la cellule.
Généralement l'excitation est réalisée par une impulsion a balayage de fréquence

dite chirp®

, ou ftrain d’impulsions. La technique dite de COrrelated Sweep
Excitation®® (COSE) connue & présent sous le nom de Correlated Harmonic
Excitation field®' (CHEF) utilise ce type d’impulsion a balayage a haute amplitude afin
d’exciter les ions jusqu’a ce qu’ils heurtent les parois de la cellule alors que la
fréquence cyclotronique de la population d’ions a conserver au centre de la cellule
est évitée. Cependant, en raison de la largeur Av excitée par une impulsion de
fréquence v, la population d’ions a isoler peut étre également excitée voire éjectée si
leur rapport m/z est proche des ions a éjecter (excitation hors-résonancesz). Dans le
cas ou les ions sont simplement excités, ils ne sont plus localisés au centre de la
cellule. Cette configuration ne permet pas la fragmentation par IRMPD ou ECD®, le
faisceau laser ou d’électron étant localisé au centre de la cellule suivant I'axe z. La
méthode CHEF est utilisé dans le but de ne pas modifier la position des ions d'intérét
a la fin de l'excitation par I'excitation hors résonance, mais nécessite des temps
d’excitation longs pour atteindre cet objectif. Proposée en 1985, la méthode Stored

Waveform Inverse Fourier Transform®® (

SWIFT) permet I'excitation homogéne des
ions de méme m/z ainsi qu’'une isolation de populations d’ions plus précise®. L'onde
radiofréquence a appliquer lors de I'excitation est déterminée a partir du domaine de
fréquence a exciter par application d’'une transformée de Fourier inverse. Pour isoler
une population d’ions, I'amplitude de I'excitation est maximale sur toute la gamme de
fréquence des ions a éjecter et nulle pour la fréequence de la population d’ions a
isoler. Cependant, la méme contrainte de [I'excitation par la méthode CHEF
s’applique a la méthode SWIFT, a savoir la durée de l'impulsion qui conditionne la
précision de lisolation. Une autre méthode ayant été développée est la Notch

Ejection proposée par A. J. Noest et C. Kort®” en 1983. Dans ce cas, Iimpulsion est
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réalisée par balayage de fréquences. Lorsque le frain d’impulsions atteint a la
fréquence de l'ion d’intérét, la phase de limpulsion est inversée, créant ainsi un
« trou » dans le spectre de I'excitation, ce qui permet l'isolation d’une population
d’ions® pouvant étre par la suite fragmentée pour réaliser le spectre MS/MS.

c) Limites dans le cas d’échantillons complexes

La spectrométrie de masse permet d’obtenir a la fois I'information relative aux
formules chimiques des précurseurs (MS) mais aussi d’élucider leur structure
(MS/MS). Alors qu’un seul spectre MS (sans compter les accumulations nécessaires
pour augmenter le rapport signal sur bruit noté S/N) est suffisant pour déterminer les
formules chimiques des précurseurs, il est nécessaire de réaliser des spectres
MS/MS pour chaque constituant de I'échantillon. C’est-a-dire que le temps d’une
analyse compléte d’'un échantillon par spectrométrie de masse est dépendant de la
complexité de I'échantillon analysé, quel que soit la technique d’isolation utilisée. De
plus, la précision de I'isolation est souvent insuffisante pour obtenir des spectres de
fragments provenant d’un seul précurseur, conduisant donc a une inaptitude de la
technique a obtenir les informations structurales de précurseurs issus d’échantillons
trés complexes. Par exemple, en pétroléomique, les informations du spectre MS sont
utilisées afin de réaliser des diagrammes de Kendrick®°" qui évaluent la « lourdeur »
du pétrole analysé, mais il n’est en aucun cas possible de déterminer la structure de
ses composants. |l est alors crucial de développer des analyses de spectrométrie de
masse indépendantes de la complexité de I'’échantillon en vue de répondre a des
problématiques de plus en plus complexes. La piste suivie il y a 40 ans pour
résoudre cette difficulté est celle de la spectroscopie de Résonance Magnétique
Nucléaire bidimensionnelle (RMN 2D).

3. La spectroscopie RMN 2D

La résonance magnétique nucléaire est un phénoméne associé aux noyaux
de spin non nul (noyaux magnétiques) plongés dans un champ magnétique constant
consistant en [I'absorption puis [I'émission de [I'énergie d’une impulsion
radiofréquence. Ce phénoméne été découvert en 1938 par I. |. Rabi et al.%% et a
été étendu aux solides et liquides par F. Bloch en 1946%. Dans la nature, la somme
des moments dipolaires associés aux noyaux est nulle. Dans le cas d’'un noyau de
spin 72, une levée de dégénérescence (effet Zeeman) des deux niveaux d’énergie
est créée lorsque l'on applique un champ magnétique statique externe B,. La
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différence de population entre ces deux niveaux d’énergie up (spins paralléles au
champ) et down (spins antiparalleéles) a I'équilibre est gouvernée par la loi de

Boltzmann telle que :

h]/BO

n -
u = e‘AE/kT = e 2nkT

14

Ngown

Avec nyp et nqown les populations des niveaux, AE la différence d’énergie entre les
deux niveaux, k la constante de Boltzmann, T la température, h la constante de
Planck et y le rapport gyromagnétique du noyau. Lors d'une impulsion
radiofréquence a la fréquence de précession du noyau étudié (fréquence de Larmor),
les spins absorbent puis restituent I'énergie afin de retourner a I'équilibre. Le temps
de retour a I'équilibre dépend de la nature du noyau et de son environnement.
L’environnement va également générer une modification locale du champ
magnétique créant un décalage de la fréquence de précession du noyau
(déplacement chimique). C’est ce phénoméne qui est exploité par la spectroscopie
RMN. Ce type de spectroscopie consiste a mesurer le retour a I'équilibre de
'aimantation (équivalant a la somme de toutes les contributions magnétiques du
systeme). L’intensité du signal détecté est directement proportionnelle a la différence
de population entre les deux états de spin. Ce signal est généré sous la forme d’'une
FID a partir de laquelle les fréquences des noyaux sont obtenues par application de
la transformée de Fourier. Les noyaux les plus étudiés sont ceux de I'hydrogéne (on
parle communément de RMN du proton ou RMN 'H), du carbone (RMN 'C), de
lazote (RMN 'N) et du phosphore (RMN *'P). Tandis que la RMN 1D ne donne
'information que des déplacements chimiques des noyaux du systéme étudié, la
RMN 2D%" permet d’établir des corrélations entre les noyaux. De nombreuses
séquences d’impulsions ont été développées, tel que la COrrelation SpectroscopY*®
% (COSY) qui permet d’observer les couplages "J entre protons (protons séparés par
n liaisons chimiques) ; I'Heteronuclear Single Quantum Coherence spectroscopy'®
(HSQC) qui permet de corréler les déplacements chimiques en utilisant les
couplages 'J hétéronucléaires ('H-C ou 'H-"N par exemple); ou encore
I'Heteronuclear Multiple Bond Connectivity'®" (HMBC) qui permet d’exploiter des
couplages hétéronucléaires plus faibles.

Ici, nous nous focaliserons plus précisément sur une expérience RMN 2D
appelée EXchange SpectroscopY'®? (EXSY), qui est utilisée pour obtenir des
informations sur la dynamique des processus d’'isomérisation et d’échange chimique

a I'équilibre. Cette méthode consiste a appliquer une séquence de trois impulsions

11



RF telle que: P; — t; — P, — tn — P3 — t, (avec un angle d’'impulsion = 1m/2). La
premiére impulsion P transforme I'aimantation longitudinale (selon I'axe z) en une
aimantation transversale (dans le plan xy). Aprés un temps d’évolution t; sous le
déplacement chimique, la deuxiéme impulsion P, convertit cette aimantation
transversale en aimantation longitudinale dépendante de l'angle de précession
accumulé au cours de t;. Durant l'intervalle de mélange t,, une partie de cette
aimantation s’échange vers un autre état. Aprés la derniére impulsion Ps,
'aimantation est a nouveau transversale et sa précession est détectée au cours de
to. Ce procédé est répété en incrémentant systématiquement t; entre chaque
séquence d’'impulsions. On obtient ainsi une matrice (t;, t;) a partir de laquelle le
spectre 2D (w1, wy) est obtenu par une double transformée de Fourier. Ce spectre
présente une diagonale d’autocorrélation (ws = wy) s’il N’y a pas d’échange chimique,
tandis que tous les pics en dehors de cette diagonale témoignent d’'un processus
d’échange chimique. C’est ce procédé qui a permis I'émergence de la spectrométrie
de masse FT-ICR bidimensionnelle (FT-ICR MS 2D).

4. La spectrométrie de masse FT-ICR bidimensionnelle

a) Concept original de 1987

La FT-ICR MS 2D fut développée en 1987 a l'occasion d’'une collaboration
entre I'équipe de spectroscopie RMN dirigée par G. Bodenhausen et I'équipe de
spectrométrie de masse dirigée par T. Gatimann'®. Cette méthode est basée sur la
RMN 2D EXSY. En l'extrapolant a la spectrométrie de masse, l'idée est donc
d’appliquer deux impulsions RF identiques séparées d’un intervalle d’encodage
avant de réaliser I'impulsion de détection (Figure 2).

Intervalle d’encodage Fragmentation
P, P, Ps

o ons A M} A\ [\} & cecton
G L LG

Figure 2 : Sequence d’impulsions FT-ICR 2D MS originale avec P1 = P> = P3.

Aprés la premiéere excitation Py, les ions tournent en paquets dans la cellule et
accumulent une phase propre a chaque paquet qui dépend de leur fréquence

12



angulaire w et de la durée de rotation t;. Lors de limpulsion P,, les paquets, en
fonction de la phase accumulée lors de t;, vont étre soit excités a une orbite plus
élevée, soit désexcités et revenir proche du centre de la cellule®. Les ions alors
suffisamment proches du centre de la cellule pour étre dans le faisceau de 'RMPD
ou de 'ECD sont fragmentés lors de f,. Apres I'impulsion Ps, tous les ions sont a
nouveau excités en paquets sur des orbites plus élevées, et étre détectés. A cette
étape, tous les ions, qu’ils soient des fragments produits ou des précurseurs non
irradiés par le laser, contribuent a la FID. La cellule est ensuite vidée puis emplie a
nouveau d’ions. Ce processus est répété n fois en augmentant ¢{; a chaque séquence
d’'impulsions, faisant ainsi varier les paquets d’'ions désexcités et fragmentés, donc la
FID enregistrée. On génére ainsi une matrice bidimensionnelle contenant les FID
pour chaque t; réalisé. La transformée de Fourier est appliquée selon t, a chaque
FID afin d’obtenir le signal en fréquence pour chaque t;, puis selon t; pour chaque
point de f,. Le spectre 2D résultant est présenté sous forme d’un graphique
d’'intensités dépendant des fréquences s, qui représente I'évolution dans la
dimension indirecte (F1), le long de I'axe vertical ; et w,, qui représente I'évolution
dans la dimension directe (F2), le long de I'axe horizontal. Les précurseurs sont
observés sur une diagonale d’autocorrélation (o = wy) et leurs fragments sur une
horizontale de méme niveau (@1précurseur = @1fragment)- La corrélation entre fragments et
précurseurs s’explique par la diminution du signal du précurseur fragmenté alors que
le signal de ses fragments augmente. La fréquence d’apparition des fragments est
donc la méme que la fréquence de I'ion précurseur associé. Cette méthode permet
d’obtenir les informations de la MS et celles de la MS/MS en une seule expérience,
sans isolation préalable, ou le temps d’analyse est indépendant de la complexité de
I'échantillon.

b) Les différentes stratégies développées jusqu’en 2002

Les premiéres expériences de FT-ICR MS 2D réalisées par P. Pfandler et
al.'® utilisaient des méthodes d’impulsions a une ou deux fréquences dans le but
d’observer des transferts de protons entre ion et molécule avec la Bromopyridine
comme échantillon. Cependant, I'utilisation d’impulsions monochromatiques limite
I'excitation des ions a des largeurs de gammes de fréquence faibles, rendant
impossible la couverture de toute la gamme spectrale. Pour pallier ces difficultés, les
expériences suivantes ont été réalisées en utilisant des impulsions RF a balayage de
fréquence'®. Celles-ci mettent en évidence le transfert de la modulation suivant t;
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des ions précurseurs du méthane (CHs*, CHs*, CHs") et du méthane deutéré
(CHD;", CD3*, CHD3") a leurs produits de réactions ion-molécule en phase gazeuse
CID lors de t,. Cependant, l'utilisation de techniques de fragmentation par gaz
entrainent une perte de cohérence des paquets d’ions due aux collisions, et donc
une perte de résolution sur le signal. L’équipe de T. Gaimann a donc utilisé ensuite
'IRMPD comme mode de fragmentation pour générer un spectre de masse 2D
d’ions CF3l'®.

La réalisation de spectres de masse bidimensionnels avec une séquence type
EXSY n’est pas la seule technique a avoir été développée. Une méthode alternative
par transformée d’Hadamard (HT) a été proposée par F. W. McLafferty et al.'®"%".
Elle consiste en la sélection de la moitié des précurseurs de I'échantillon et de leur
fragmentation simultanée. Cette opération est répétée n fois, ou n est le nombre de
précurseurs présents, en sélectionnant une moitié différente a chaque étape. Cette
méthode dépend néanmoins de la complexité de I'échantillon, le nombre de
répétitions n étant dépendant du nombre de précurseurs. Une autre méthode
nommée Stored Waveform lon radius Modulation (SWIM) a également été mise en

avant par C. W. Ross et al."®

pour réaliser des spectres de masse bidimensionnels.
Il s’agit de réunir P; et P, en une seule et méme impulsion et de faire varier son
amplitude de maniére sinusoidale en fonction de la fréquence. En 2001, G. van der

1 109

Rest et a réalisent une étude qui utilise la méthode SWIM sur des échantillons

contenant des acides aminés ; puis, en 2002, C. W. Ross et al.”™®

appliquent cette
méme méthode a l'analyse d’échantillons complexes d’intérét pharmaceutique et
automobile. A notre connaissance, plus aucune étude impliquant la FT-ICR MS 2D

n’a été realisée jusqu’en 2010.
c) Limitations qui ont conduit a une perte d’intérét de la technique

La premiere limitation de la FT-ICR MS 2D est la faible résolution dans la
dimension indirecte, qui se trouve étre un probléme récurrent a toutes les analyses
bidimensionnelles. Une solution consisterait a augmenter le nombre de points en F1,
donc a augmenter le nombre de FID enregistrées, ce qui reviendrait a augmenter le
temps d’analyse, la quantité d’échantillon consommé, et surtout, la taille des
données. Alors qu’un spectre RMN 2D est généralement enregistré avec 2k (F1) x 2k
(F2) points soit 4 Méga points, un spectre de masse bidimensionnel possédant une
résolution de type quadripble en F1 est acquis avec 8k (F1) x 128k (F2) soit 1024
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Méga points. Aux débuts de la FT-ICR MS 2D, une telle analyse ne pouvait pas étre
traitée par les ordinateurs alors commercialisés.

Une autre limitation est le bruit intense généré lors de I'analyse, comme le
bruit de scintillation et les harmoniques, qui peut entrainer des erreurs
d’interprétation. Le bruit de scintillation est proportionnel au signal. Il est généré par
des fluctuations en amplitude et/ou en fréquence d’un signal et ne peut étre réduit
par des accumulations. Le terme « bruit de scintillation » provient de I'astronomie et
est provoqué par des turbulences atmosphériques générant une observation
d’étoiles scintillantes’". Il s’agit d’un bruit connu en spectroscopie RMN comme bruit
t,""? et qui est causé par différentes sources d’instabilités. En FT-ICR MS 2D, la
cause la plus probable du bruit de scintillation semble étre la fluctuation du nombre
d’ions injectés dans la cellule ICR au début de chaque séquence d’'impulsions. Il est
caractérisé par d’intenses bandes verticales a la fréquence w,; des pics les plus
intenses. Les harmoniques sont caractérisées par une multiplication des signaux les
plus intenses a des fréquences w; plus élevées. Cette multiplication de signaux
génere de multiples diagonales d’autocorrélation, et dans le cas de précurseurs trés
intenses, un signal des fragments les plus intenses du spectre MS/MS

potentiellement multiplié. S. Guan et P. R. Jones'™

ont démonté que les
harmoniques étaient provoquées par la modulation non sinusoidale du rayon d’orbite
des ions selon t;. La faible résolution en F1, la taille des données et le bruit généré

lors de I'analyse sont présentés en Figure 3.
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Figure 3 : Spectre FT-ICR MS 2D d’acquisition 2k (F1) x 128k (F2) de la substance P
a 1 pmol.ulL” par FT-ICR Solarix 7T avec une cellule harmonisée. 45 minutes
d’acquisition, résolution F1 = 150 a m/z 674,3713, taille du fichier 4 Go.

d) Renouveau de la FT-ICR MS 2D

En 2010, une équipe dirigée par C. Rolando obtient un financement dans le
cadre de I’Agence Nationale pour la Recherche (ANR) sur le sujet de la FT-ICR MS
2D. L’étude qui en a résulté consiste d’abord a réaliser des analyses 2D de peptides

4 ot la

seuls ou en mélange en utilisant 'IRMPD comme mode de fragmentation
séquence d’impulsions originale de 1987. Malgré [l'utilisation d’'une méthode de
fragmentation sans gaz, la résolution du précurseur (m/z 433) est de 100 en w; et de
2000 en w pour un spectre enregistré avec 2048 x 32768 points en 55 minutes,
avec une taille de donnée de 256 Mo. L’équipe utilise également 'TECD comme mode
de fragmentation sur la substance P et un mélange de glycopeptides, et démontre sa
compatibilité avec la FT-ICR MS 2D'"®. L'utilisation d’algorithmes de « débruitage »
tels que lalgorithme de Cadzow''®, adapté de la spectroscopie RMN'", permet
d’améliorer significativement les spectres bidimensionnels en réduisant le bruit de
scintillation''®. De plus, la réduction de 'amplitude des deux premiéres impulsions a
pour conséquence de réduire a la fois le bruit de scintillation et les harmoniques'®.
En excitant les ions a des orbites proches du faisceau laser, la modulation de
I'efficacité de fragmentation devient proche d'une fonction sinusoidale de ft,
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réduisant ainsi les harmoniques. Le bruit de scintillation étant également
proportionnel a l'intensité du signal, 'augmentation de la fragmentation diminue de
fait le nombre de précurseurs détectés, ce qui a pour effet de réduire les bandes
verticales. Le manque de résolution en F1 est un véritable probléme, qui peut certes
étre compensé en augmentant le nombre de FID enregistrées, mais donc le temps
d'analyse ainsi que la consommation d’échantillon. Les techniques
d’échantillonnages et de traitement de données utilisées en spectroscopie RMN pour
diminuer le nombre d’accumulations peuvent étre une source d’inspiration pour

résoudre les problématiques inhérentes a la FT-ICR MS 2D.

e) Résumé et objectifs de la thése

La spectrométrie de masse fournit deux types d’informations sur les
échantillons analysés : la masse moléculaire des molécules présentes dans un
meélange, grace a une premiére expérience ; puis leurs structures, apres isolation
suivie de fragmentation, qui sont péniblement obtenues une a une.

La spectrométrie de masse FT-ICR bidimensionnelle permet de s’affranchir de
cette isolation et d’obtenir toutes ces informations en une seule expérience, quelle
que soit la complexité de I'échantillon. Néanmoins, le prix a payer est une perte de
résolution, pouvant certes étre nuancée par une augmentation du temps d’analyse,
mais qui limite cette technique a une simple curiosité scientifique. A l'aube de ce
travail, les spectres 2D acquis présentaient une résolution modérée comparable a
celle obtenue avec des analyseurs quadripolaires dans la premiére dimension ; et
une haute résolution, typique de la FT-ICR, dans la deuxiéme dimension. Pour
atteindre une résolution analogue a celle des quadripbles utilisés en protéomique
(quelques m/z) dans la premiére dimension, deux mille spectres environ doivent étre
enregistrés pour un temps d’analyse d’environ une heure. La résolution croit de
facon concomitante avec le temps d’acquisition. En d’autres termes, atteindre une

résolution acceptable nécessite donc des temps d’acquisition trés longs.

Ce travail de doctorat a été financé par ’Agence Nationale de la Recherche
dans le cadre de 'ANR « Défi de tous les savoirs (DS10) 2014 » pour le projet
« ONE_SHOT_FT-ICR_MS_2D » qui réunit trois équipes :

- L’équipe du Pr. Geoffrey Bodenhausen du Laboratoire des Biomolécules

(LBM, UMR7203) de I'Ecole Normale Supérieure de Paris.
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- L’équipe du Dr. Christian Rolando du laboratoire Miniaturisation pour la
Synthése, I'Analyse et la Protéomique (MSAP, USR3290) de I'Université
de Lille 1.

- L’équipe du Dr. Marc-André Delsuc de I'Institut de Génétique et de Biologie
Moléculaire et Cellulaire (IGBMC UMR7104) de I'Université de Strasbourg.

Le premier objectif de cette these a donc été d’atteindre une haute résolution
dans la dimension indirecte sans augmenter le temps d’acquisition. Notre approche a
consisté en l'implémentation de [I'échantillonnage non uniforme (Non-Uniform
Sampling, NUS) en FT-ICR MS 2D. Cette méthode, largement utilisée en
spectroscopie RMN 2D, consiste a prendre le méme nombre de points que lors d’'une

max

expérience classique, mais répartis aléatoirement sur une plage ¢/ plus grande.
Ce temps d’évolution étant négligeable comparé aux temps d’accumulation des ions,
une augmentation significative de résolution sans perte de temps est observée. Il est
cependant primordial d’obtenir des spectres MS/MS reproductibles et qui possédent
toutes les informations disponibles avec une analyse 1D. La précision de la
quantification est un aspect fondamental qui n’avait alors pas encore été exploré. La
premiére étape consistait donc a obtenir des spectres ayant des massifs isotopiques
comparables aux massifs isotopiques théoriques pour les fragments produits a partir
des isotopes les plus lourds. Dans une deuxiéme étape, les conditions
expérimentales et de traitement optimales déterminées ont été ensuite appliquées a
des composés en mélange. La stratégie détaillée ainsi que les résultats et leur
discussion seront présentés dans la premiére partie de ce manuscrit.

Le deuxieéme objectif était de poursuivre le travail I’A. A. Sehgal et al."®® basé

sur celui de S. Guan et P. R. Jones'"

qui utilise les équations de Lorentz pour
décrire le comportement des ions dans la cellule ICR en fonction des impulsions RF
utilisées. Dans une premiére partie, le but a été de mettre en évidence les équations
de mouvement des ions précurseurs jusqu'a leur détection. Ensuite, avons
implémenté la fragmentation a notre modéle et déterminé les équations de
mouvement des fragments produits. La derniere étape a été de simuler le
comportement des ions précurseurs tout au long de la séquence d’'impulsions ainsi
que celui du nuage de fragments produits lors de f,, aprés I'excitation P3. La stratégie
détaillée ainsi que les résultats et leur discussion seront présentés dans la deuxieme

et derniere partie de ce travail.
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Partie 1 : Application de I’échantillonnage aléatoire (NUS) ala FT-

ICR MS 2D, ou comment augmenter la résolution a moindre cout

1. Introduction

La spectrométrie de masse FT-ICR 2D permet d’obtenir les spectres MS et
MS/MS en une seule analyse, sans séparation ou isolation préalables. Cette
technique ne dépend pas de la complexité de I'échantillon, c’est-a-dire que le temps
d’analyse sera le méme quel que soit 'objet d’étude. Cependant, le nombre de points
échantillonnés dans la dimension indirecte (F1) conditionne la résolution des
précurseurs, ce qui constitue actuellement une limite critique de la technique. Une
acquisition uniforme FT-ICR MS 2D de 2k (F1) x 128k (F2) points correspond a un
temps instrumental aux alentours de 45 min, ce qui permet d’obtenir des spectres 2D
ayant une résolution des précurseurs extrémement limitée comme celle utilisée en
protéomique (environ 150 a m/z = 700). Pour atteindre une résolution comparable
aux quadripbles, c’est-a-dire séparant pour les ions monochargés leurs isotopes, il
est alors nécessaire d’effectuer I'analyse sur plus de 12h, ce qui consomme a la fois
du temps machine, mais aussi une grande quantité d’échantillon. Sans une bonne
résolution de précurseurs, pouvoir analyser sans séparation ni isolation préalables
des échantillons complexes comme du pétrole ou des matrices biologiques perd de
son intérét. Il est donc crucial de pouvoir augmenter cette résolution sans augmenter
le temps d’analyse afin de rendre la spectrométrie de masse FT-ICR

bidimensionnelle viable.

a) Augmenter la résolution avec un échantillonnage uniforme :

méthodes linéaires

Accroitre la résolution sans augmenter le temps d’analyse est une contrainte
classique. La prédiction linéaire'?'"'??, d’abord utilisée en RMN 1D'® avant d’étre

appliquée a la RMN 2D'+1%

est une stratégie efficace en termes de gain de temps
d’analyse. L’échantillonnage est réalisé de maniére uniforme, mais en enregistrant
moins de points dans la dimension qui est la plus onéreuse en temps. On obtient
ainsi une FID tronquée, et l'information contenue dans cette FID (fréquences,
phases, amplitudes) est utilisée pour reconstruire la partie manquante de cette
derniére. Cette portion de FID reconstruite est ensuite ajoutée a la fin de la FID
obtenue expérimentalement avant de réaliser la transformée de Fourier. La majeure

partie des processus de prédictions linéaires est basée sur des méthodes de
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moindres carrés, généralement la Singular Value Decomposition ou SVD'%®, 3
condition que le signal puisse étre décomposé en une superposition de sinusoides
exponentielles amorties'?’. D’aprés ce concept, il est en théorie possible de
reconstruire I'intégralité du signal a partir d’'un faible nombre de points. Il s’avére
cependant que cette extrapolation est limitée de 2 a 4 fois le nombre de points

8

échantillonnés'® afin de conserver la forme du spectre'®. Cette stratégie est

appliquée en routine et permet de diminuer le temps des analyses RMN.

b) Augmenter la résolution avec un échantillonnage non uniforme ou

« Non-Uniform Sampling » (NUS)

Une autre approche consiste a effectuer des échantillonnages non-uniformes
sur la gamme de t; étudiée. L’application de la transformée de Fourier a la RMN en
1966"%° a été une révolution. Pour réaliser la transformée de Fourier discréte d’une
FID, les points la composant doivent étre échantillonnés de maniére uniforme, a une
fréquence d’échantillonnage constante. Cette caractéristique n’est pas un probleme
en RMN 1D, mais le devient lors d’analyses nD. En effet, afin d’obtenir une résolution
suffisante dans la dimension indirecte, il est nécessaire de réaliser un nombre élevé
d’'incréments de t;. Le premier échantillonnage non uniforme a été proposé en 1987
sous le nom d’Exponential sampling afin d’augmenter la résolution de la dimension

indirecte sans augmenter le nombre de points échantillonnés'' %2,

Ce type
d’échantillonnage consiste a réaliser 'analyse a des intervalles d’échantillonnage
non constants. L'utilisation de la transformée de Fourier sur un ensemble de
données de cette nature engendre des artefacts, mais il est possible d’utiliser des
algorithmes de reconstruction afin d’obtenir les spectres corrects. L'association de ce
type d’échantillonnage avec I'utilisation d’algorithmes de reconstruction afin d’obtenir
le spectre en fréquence a partir des FID est appelé le Non Uniform Sampling ou
NUS'. Le NUS consiste & « sauter » des points (Figure 4) dans la dimension la plus
couteuse en temps d’acquisition. Lors d'une telle analyse, le nombre de points
échantillonnés est défini par le facteur de sous-échantillonnage noté par convention
NUS 1/X. Par exemple, lors d’'une analyse effectuée avec un facteur NUS 1/8,
seulement 12,5% des incréments t; de I'analyse en échantillonnage uniforme seront
échantillonnés, et les points manquants seront obtenus par reconstruction via des
algorithmes. Il sera alors possible d’obtenir un spectre RMN 2D de méme résolution
qu’'une analyse uniforme avec seulement 1/8 des points échantillonnés, soit un

facteur 8 en gain de temps machine. Il est aussi possible de réaliser I'expérience
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avec le méme nombre de points échantillonnés mais sur une gamme de t;"%* 8 fois
plus élevée tout en appliquant un échantillonnage NUS 1/8. L’effet sera alors
d’obtenir une résolution dans la dimension indirecte 8 fois plus élevée pour un méme

max

temps d’acquisition. Bien entendu, plus la gamme de t;7°" sera élevée, plus la durée
de reconstruction des données manquantes sera longue. Etant donné qu’il s’agit d’'un
temps de calcul sur serveur et non d'un «temps machine », le sacrifice est

acceptable pour un tel gain de résolution.

A IA A A IA A
Non-uniform sampling acquisition

Acquilrcd

Skipped

SSSISS SSSS)]SSS)PSS)SSSS

1 2 3 4 8 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 *7 18 19 20 21 22 23 24 25

Figure 4 : Exemple d'échantillonnage non uniforme. En rouge les points de la FID
échantillonnés, en noir les points « sautés ».

Depuis, cette approche est largement utilisée en RMN 2D"*' afin de pallier les
probléemes de résolution dans la dimension indirecte. Par convention, les points
observés dans la dimension indirecte sont numérotés tel que t;, = n*At;, avec n le
numeéro du point et At; l'inverse de la fréquence d’échantillonnage d'une analyse
uniforme, c'est-a-dire I'incrément de t; ajouté pour avancer vers le point suivant.
Généralement en RMN 2D le type d’échantillonnage utilisé est I'Exponential
sampling, qui consiste a échantillonner selon une distribution non uniforme sur la

max

gamme de t/°", avec une densité de points échantillonnés plus importante sur le
début ou vers fin de la gamme de t,"#. D’autres formes d’échantillonnage sont aussi
utilisées, tel que I'échantillonnage Poisson-gap’*® ou I'échantillonnage gaussien'.
Etant donné qu’il n’est pas possible d’obtenir les spectres 2D corrects d’'une analyse
NUS par transformée de Fourier, plusieurs algorithmes ont été développés afin de
reconstruire les données manquantes. En RMN, les spectres sont généralement
reconstruits par l'algorithme d’entropie maximale développé par J. Skilling et al."*""
2 D'autres algorithmes, tel que Multi-Dimensional Decomposition'* (MDD), ou

144-146

basés sur le compressed sensing ou encore sur la low-rank reconstruction'*’

ont été introduits depuis.
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Néanmoins, la majorité des algorithmes utilisés en RMN 2D sont tres
dépendants de la taille des données, leur temps de calcul étant généralement
proportionnel au minimum au carré du nombre de points dans la dimension

indirecte*®

. La taille des données d’'un spectre de masse FT-ICR MS 2D est
considérablement plus grande que celle d’'un spectre RMN 2D. Un spectre RMN 2D
est souvent enregistré avec 2k (F1) x 2k (F2) points soit 4 Méga points, alors qu’un
spectre de masse FT-ICR MS 2D demandant une résolution type quadripble en F1
est acquis avec 8k (F1) x 128k (F2) soit 1024 Méga points. Une méthode de
reconstruction applicable aux spectres de masse NUS FT-ICR 2D est l'algorithme

appelé Papoulis-Gersberg %%

ou PG. Cet algorithme se base sur la réversibilité de
la transformée de Fourier. A partir d’'une FID incompléte nommeée g(t), on obtient le
signal en fréquence g(w) par transformée de Fourier. Etant donné que la FID est
incompléte, les signaux ont une grande largeur en fréquence. On applique alors un
filtre afin de ne garder qu’un intervalle centré sur la médiane du pic, afin de forcer
l'obtention d’'un signal en fréquence résolu. On applique alors a g(w) une
transformée de Fourier inverse permettant d’obtenir une FID a laquelle on additionne
g(t) pour obtenir g¢(t). En répétant ce processus pendant n itérations, il est possible
de reconstruire les points manquants de la FID. Cet algorithme est en revanche
sensible au bruit, ce qui a poussé les équipes de Strasbourg et de Lille a développer
un algorithme de débruitage nommé urQRd"®' (uncoiled random QR decomposition).
Cet algorithme est basé sur l'opération matricielle de décomposition QR d’une
matrice, et peut également étre utilisé comme algorithme de reconstruction sous

certaines conditions.
2. Matériel et méthodes

a) Algorithme d’échantillonnage aléatoire

Lors d’'une analyse FT-ICR MS 2D, il est nécessaire de spécifier la liste des
temps t; a échantillonner. Dans le cas dune analyse réalisée avec un
échantillonnage uniforme, les N points sont échantillonnées a intervalle At; régulier
tel que t;, = n*Aty, avec n le numéro du point et n € [1 ; N]. Nous prenons At; = 0,500
ps afin d’avoir une fréquence d’échantillonnage deux fois supérieure a la fréequence
de Nyquist. Dans notre cas, la fréquence de Nyquist est de 1 MHz, ce qui correspond
a un m/z minimum de 144,3476 pour un champ magnétique de 9,4 T. Ainsi, lors

d’'une expérience avec 2048 points en t;, le premier point enregistré sera réalisé
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avec t; = 0.500 ps et le dernier avec t; = 1,024 ms. La liste des temps
correspondante sera donc [1, 2, 3, 4, ... 2048]*At;. Pour un échantillonnage
aléatoire, le facteur NUS détermine le nombre de points enregistrés sur la taille
matricielle en t;. Par exemple, un facteur NUS 1/4 signifie que I'on n’échantillonne
qu’un point sur quatre. Pour un nombre de points enregistrés de 2048 points en t;, le
t;"%* sera de 8192*At,. Dans ce cas, la liste des temps utilisée, générée de maniére
aléatoire, sera de type [1, 4, 5, 8, ... 8192]*At;. Dans tous les cas, il est préférable
d’enregistrer le premier point (plus grande contribution au rapport signal sur bruit) et
le dernier point (plus grande contribution a la résolution de l'analyse). De plus,
I'algorithme urQRd requiert que ces conditions soient remplies. La premiére étape
d'implémentation du NUS a nos analyses 2D est de créer des listes de temps selon

max

un échantillonnage aléatoire sur la gamme de t; envisagée. Nous avons opté
pour une distribution aléatoire uniforme, étant donné la stabilité de la cohérence du
paquet d’ion au cours de Tlintervalle t;, afin d’obtenir une densité de points
échantillonnés de fagon homogéne sur la gamme de t; ™.

Le premier algorithme d’échantillonnage aléatoire de distribution uniforme
utilisé pour nos expériences FT-ICR MS 2D a été réalisé par M.-A. Delsuc sous le
nom uniform. Celui-ci consistait tout d’abord a déterminer l'intervalle de valeurs que
peut prendre lincrément (nommé pas ou gap) d’'un point au suivant. Ainsi, les
valeurs étaient comprises dans l'intervalle [1, 2*paSmoyen] OU pa@Smoyen €St I'incrément
moyen correspondant a linverse du facteur de sous-échantillonnage. Puis,
l'algorithme sélectionnait aléatoirement une valeur de cet intervalle qui était
incrémentée au point ni.s tel que n; = ni.s + pas. Le but de I'opération était de répéter
ce processus jusqu’a atteindre le nombre de points a échantillonner sur la gamme de
t,"%*. Pour un échantillonnage aléatoire de N points physiques avec un facteur NUS
= 1/X, la taille matricielle en F1 est de N*X. Néanmoins, 'algorithme atteignait |a taille
matricielle en t;"# du NUS avant d’atteindre la taille physique du nombre de points a
échantillonner, di a un pasmnax trop élevé. Une fois la taille matricielle atteinte, les
points restants étaient échantillonnés de telle maniére que pas = 0, c’est-a-dire que
la FIDnmax €tait ré-échantillonnée jusqu’a atteindre la taille physique de I'analyse
(Figure 5.a). Ceci générait un biais non négligeable de I'’échantillonnage, qui non
seulement n’était plus aléatoire sur la fin de I'analyse, mais qui possédait également
une distribution de pas non uniforme (Figure 5.b).
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Aléatoire « uniform » pour 2k points NUS 1/4
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Figure 5 : Distribution de I'aléatoire (a) et des pas (b) donnée par I'algorithme uniform
dans le cas d’une acquisition physique de 2048 points NUS 1/4.

Il a été nécessaire de redéfinir I'intervalle des valeurs de pas. Si I'on prend
pasmoyen = 1/(NUS/at0), €t que I'on n'autorise pas le 0 comme valeur de pas possible
(c’est-a-dire le ré-échantillonnage d’un point), l'intervalle de valeurs possibles devient
[1, 2*pasmoyen-1]. Pour un échantillonnage NUS 1/4, l'intervalle de valeurs que peut
prendre le pas est [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7]. Afin de réaliser I'aléatoire sur toute la gamme
de t/"® envisagée et d’éviter les précédents problémes, il est aussi nécessaire de
contréler le nombre de fois que chaque valeur est prise afin d’'uniformiser I'aléatoire.
La solution est alors de calculer le nombre de fois maximum qu’une valeur peut étre
prise (pasnombremax) €N divisant N/X par la somme des valeurs de l'intervalle afin de
créer un compteur. Tout d’abord, I'algorithme attribue aléatoirement une valeur de
l'intervalle au pas. Si cette valeur n’a pas dépassé paSnombremax, C€ pas est ajouté au
point n;.s tel que n; = ni.4 + pas. Dans le cas contraire, I'algorithme relance I'aléatoire
jusqu’a obtenir une valeur adéquate. Les distributions de I'aléatoire et des valeurs de
pas générés par l'algorithme very_uniform que jai développé sont montrées sur la
Figure 6. Néanmoins, il est rare d’obtenir un résultat entier pour le pasnompremax, 'idée
est donc de [larrondir a [linférieur et de combler les derniers points de
I'échantillonnage par pasmoyen. Cela engendre évidemment un biais dans
I'échantillonnage, mais dans le cas de I'exemple présenté, seulement 4 points sur
2048 sont sélectionnés de la sorte, ce qui représente un biais de 0,2%. Par
comparaison, le précédent algorithme n’échantillonnait aléatoirement que 1770
points sur 2048, créant un biais de 278 points soit 13,6% de I'échantillonnage.
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Aléatoire « very_uniform » pour 2k points NUS 1/4
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Figure 6 : Distribution de l'aléatoire (a) et des pas (b) donnée par I'algorithme
very _uniform dans le cas d’une acquisition physique de 2048 points NUS 1/4.

b) Expériences

Pour déterminer les limites d’une acquisition non uniforme, nous avons utilisé
comme modéle d’étude la substance P'°*"*3_ || s’agit d’'un neuropeptide composé de
11 acides aminés couramment utilisé au laboratoire MSAP pour la mise au point de
méthode étant donné son bon comportement a I'ionisation et a la fragmentation. Les
expériences ont été réalisées avec un FT-ICR SolariX XR 12 Tesla utilisant une
cellule harmonisée ParaCell'** de chez Bruker Daltonik GmbH (Bremen, Allemagne).
L’échantillon, a une concentration de 1 pmol.uL'1, a été ionisé par une source
nanoESI. Le précurseur doublement chargé a été sélectionné et isolé par le
quadripble, et la fragmentation a été opérée par ECD. Toutes les acquisitions ont été
réalisées avec une taille physique de 2k x 128k points (F1 x F2), correspondant a
des durées dacquisitions de 30 minutes. Une acquisition « classique »
d’échantillonnage uniforme a d’abord été réalisée en tant que témoin, puis des
acquisitions NUS avec des ratios 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 ont été effectuées,
correspondant a des tailles d’acquisition uniforme de 4k, 8k, 16k, 32k et 64k points
en t1, respectivement. Afin de valider I'utilisation du NUS pour les analyses 2D, nous
avons appliqué cette stratégie a un échantillon d’huile de sésame complexé avec des
ions Li* et fragmenté en IRMPD. L’expérience a été réalisée avec un FT-ICR Apex
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9,4 Tesla utilisant une cellule Infinity™> chez Bruker Daltonik GmbH (Bremen,
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Allemagne) par acquisition d’'une matrice de taille 64k x 512k en NUS 1/8. Toutes les

analyses ont été effectuées avec la séquence d’'impulsions montrée en Figure 7.

P3

Fragmentation
P, =P,
Injection % Détection
des ions U v et éjection
tm t2

Figure 7 : Séquence d’impulsion 2D FT-ICR MS. Les impulsions P; = P, ont chacune
une durée totale de 723 us, soit 0,5 us par pas de fréquence. Ces impulsions ont été
réglées afin d’observer un rapport d’intensités fragments/précurseur de 50%.
L’impulsion Ps utilise les parameétres expérimentaux habituels pour I'excitation (100
Voo d’amplitude et 20 us par pas de fréquence).

c) Algorithme de traitement des données

L’algorithme utilisé pour réduire le bruit et reconstruire les spectres NUS est
I'algorithme urQRd'' basé sur la décomposition QR d’une matrice échantillonnée
aléatoirement a partir des données. Ce type d’algorithme permet de remplacer la
SVD qui n’est pas applicable sur des matrices trop grandes. Il permet aussi un gain
de temps de calcul considérable, et de plus cet algorithme n’utilisant que peu de
meémoire vive, il est en théorie possible de traiter des tailles de matrices illimitées.
L’algorithme urQRd a seulement deux paramétres, le rang («rank») de la
reconstruction qui est le nombre de pics a détecter et le nombre d’itérations.
Originellement, le but de cet algorithme était le débruitage d’un spectre, mais si I'on
consideére les points manquants comme des données bruitées, il est possible de les
reconstruire. Ainsi, les données NUS 1/X acquises, ayant comme taille en F1 le
nombre de points physiques N, sont injectées dans une matrice de taille N*X en F1.
Les points manquants sont mis a zéro, 'algorithme est appliqué a I'ensemble de la
matrice puis les données expérimentales sont réinjectées au résultat obtenu. Ce
processus est répété jusqu’a appliquer la transformée de Fourier sur 'ensemble de

la matrice selon t, puis selon t; afin d’obtenir le spectre en fréquence.
3. Résultats et discussion

a) Augmentation de la résolution

Les spectres 2D zoomés sur le précurseur dichargé de la substance P (m/z
674.3713) sont montrés sur la Figure 8. Tout d’abord, on note une amélioration de la

résolution dans la dimension F1 quand le facteur de sous-échantillonnage diminue.
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Cependant, @ NUS 1/32 nous n’observons plus les 2°™ et 3°™ isotopes du
précurseur. Le gain de résolution est tout aussi évident lorsque I'on observe les
spectres du précurseur selon F1, montrés sur la Figure 9. Ceci montre clairement
une diminution de la largeur a mi-hauteur du pic du précurseur en F1 quand le ratio
NUS diminue. Notons que méme a NUS 1/32, l'aspect du pic est bien conservé.
Tous les spectres 2D possédent aussi des spectres MS/MS nets permettant
I'attribution de tous les fragments majoritaires théoriques (Figure 10). L’attribution
compléte des 6 analyses est disponible en annexe (Annexes 7 a 12). Nous pouvons
remarquer que I'aspect du spectre MS/MS est bien conservé d’'un échantillonnage a
'autre. Les variations d’intensités sont dues a une meilleure séparation des isotopes

du précurseur quand le ratio NUS diminue.

b) Détermination d’un compromis

Les données permettant la comparaison de ces 6 analyses ont été
répertoriées dans le Tableau 1.

Tableau 1: a) Durée de traitement des données selon les parametres suivants :
urQRd rang 49 et 1 itération, 2401 réinjections sur colonnes contenant du signal puis
urQRd rang 7 et 1 itération, 7 réinjections aléatoires. b) Résolution en F1 du:
précurseur de m/z 674.3713 ; Fragment 1 (c4) m/z 496.3354 ; Fragment 2 (MH") m/z
1347.7354. c) La liste complete des attributions de spectres est donnée en annexe
(Annexes 7 a 12).

Résolution en F1° Nombre
Taille Intensités
Facteur | Durée de de
en F1 . frags/prec
NUS | traitement® | Précurseur | Frag.1 | Frag.2 | fragments
(k) (%)
identifiés®
2 - 1h18 m 176 180 178 13 65
1/2 1h34m 325 348 335 20 65
1/4 2h14m 687 626 626 24 75
16 1/8 3h42m 1365 1258 1326 24 66
32 1/16 6h39m 2795 2799 | 2830 30 63
64 1/32 12h 17 m 4576 4528 | 5119 17 23

Etant donné que le nombre de points a reconstruire augmente quand le ratio
NUS diminue, le temps de traitement des données se comporte de la méme
maniére. Cette durée varie de 1h18 pour une analyse avec un échantillonnage

uniforme a 12h17 pour une analyse avec un NUS 1/32. Cependant, ces analyses ont
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éteé réalisées durant le méme « temps machine ». Il est négligeable de consommer
du temps offline afin de gagner en résolution selon F1. Cette résolution est de 176
pour une analyse avec un échantillonnage uniforme, et augmente de fagon
inversement proportionnelle avec le facteur NUS. Comme attendu, les fragments ont
la méme résolution en F1 que le précurseur, comme le montre la comparaison des
valeurs de la résolution en F1 du précurseur et de deux fragments de haut et bas
m/z, ¢4 et MH". Le point clé dans la détermination du meilleur NUS est le nombre de
fragments identifiés ainsi que le pourcentage des intensités des fragments par
rapport a celle du précurseur. On remarque que le nombre de fragments identifiés
augmente jusqu'a NUS 1/16, mais qu’il chute ensuite a NUS 1/32. Le fait que cette
intensité chute a NUS 1/32 témoigne d’'une limite de l'algorithme lorsqu’il s’agit de
reconstruire les données manquantes a partir d’'un trop faible nombre de points
échantillonnés. Le rapport de NUS 1/16 est I'’échantillonnage avec lequel nous avons
les meilleurs résultats pour une taille en F1 de 2k.

Afin de vérifier les données de ces 6 analyses, les spectres MSMS du
précurseur monoisotopique, 1%, 2°™ et 3°™ jisotopes ont été attribués et les
intensités des massifs isotopiques des 10 fragments majoritaires (MH", c10, b1o, Co,
Zg, Cg, C7, Cs, Cs C4) Ont été comparées aux valeurs théoriques calculées avec le
logiciel IsoPatrn. Les données concernant ces comparaisons sont disponibles en
annexe (Annexes 13 a 16). Nous observons que jusqu’a NUS 1/4 inclus, les massifs
isotopiques different complétement des valeurs théoriques. Etant donné que la
résolution en F1 n'est pas suffisante pour séparer les isotopes du précurseur,
plusieurs isotopes contribuent au méme spectre MS/MS. Dans le cas de NUS 1/32,
nous obtenons de la méme maniére des massifs isotopiques différents des massifs
isotopiques théoriques, probablement a cause de lintensité faible du signal des
fragments due a un facteur de sous-échantillonnage trop important. Les meilleurs
résultats proviennent de NUS 1/8 et 1/16. Dans tous les cas, nous n’obtenons jamais
de massifs isotopiques corrects des spectres MS/MS du 3°™ isotope du précurseur,
celui-ci étant systématiquement de trés faible intensité. La Figure 11 témoigne de ce
résultat sur le fragment c7 de la substance P.

c) Echantillon d’huile de sésame

Nous avons réalisé un spectre FT-ICR 2D avec I'huile de sésame comme
échantillon, complexé avec des ions Li* et fragmenté en IRMPD, donnant comme
fragment principal la perte d’acide gras'®. Les résultats expérimentaux sont visibles
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en Figure 12 et les analyses 1D MS/MS des précurseurs étudiés sont disponibles en
annexe (Annexes 2 a 6) ainsi que la table des m/z théoriques (Annexe 17) pour
comparaison. La perte de neutre est clairement visible sur le spectre 2D (Figure
12.a). La Figure 12.b montre un zoom sur les précurseurs et la Figure 12.c un zoom
sur la ligne de perte de neutre. La différence entre la perte d’acide linoléique (L) ou
d’acide oléique (O) se distingue par une différence de 2 hydrogénes. La Figure 12.d
montre le profil en F1 du pic du précurseur de m/z 890,8. La largeur a mi-hauteur est
de 0,44 Da correspondant a une résolution d’environ 2000 en F1. Quant aux
spectres MS/MS, nous observons un seul pic dans le cas du précurseur de m/z
890,8 (Triglycéride symétrique OOOQO, Figure 12.e). En réalité, les pics les plus faibles
sont dus a la contribution d’isotopes de précurseurs mal séparés, fait déja discuté
lors des analyses de la substance P. A m/z 888,8 (OLO ou OOL) nous observons
deux pics maijoritaires (Figure 12.f) correspondant a la perte de L et O. Nous
observons la méme chose a m/z 886,8 (LLO ou LOL, Figure 12.g). Finalement, dans
le cas de m/z 884,8 (LLL), seule la perte de L est observée, caractéristique a

nouveau d’un triglycéride symeétrique.
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Figure 8 : Spectres FT-ICR MS 2D avec 2k*128k points de la substance P zoomés
sur le massif isotopique du précurseur bi-chargé de m/z 674.3713 pour le pic mono-
isotopique a différents échantillonnages. a) acquisition uniforme (NUS 1) ; b) NUS
1/2 ; ¢c) NUS 1/4 ; d) NUS 1/8 ; e) NUS 1/16 ; f) NUS 1/32.
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Figure 9 : Spectres en F1 du pic mono-isotopique du précurseur dichargé de la
substance P a différents échantillonnages. a) acquisition uniforme (NUS 1) ; b) NUS
1/2 ; ¢c) NUS 1/4 ; d) NUS 1/8 ; e) NUS 1/16 ; f) NUS 1/32.
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Figure 11 : a) Spectre 2D FT-ICR MS NUS 1/16 de la substance P zoomé sur le
massif isotopique du précurseur dichargé ; Spectres MS/MS zoomés sur le massif
isotopique du fragment c7 a partir du précurseur b) Mono-isotopique ; ¢) 1 isotope ;
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massifs isotopiques théoriques.
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Figure 12 : Expérience 2D FT-ICR MS NUS 1/8 (64k x 512k) d’huile de sésame
complexée avec Li* et fragmentée en IRMPD. a) Spectre 2D complet (zoom
disponible en Annexe 1) ; b) Zoom sur les précurseurs ; ¢c) Zoom sur la perte d’acide
gras neutre ; d) Zoom en F1 du précurseur de m/z 890,8 (OOOQ) ; puis zoom F2 sur
la perte d’acide gras a partir du précurseur de m/z : e) 890,8 (OOO) ; f) 888,8 (OLO
ou OOL) ; g) 886,8 (LOL ou OLL) ; h) 884,8 (LLL).
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4. Conclusions et perspectives

Nous avons appliqué pour la premiére fois un échantillonnage non uniforme
(NUS) a une analyse FT-ICR MS 2D. Comme nous I'avons constaté, nous sommes
capables d’effectuer un échantillonnage NUS 1/16 sans perte d’information tout en
augmentant la résolution d'un facteur 16. La Figure 13 montre clairement que
'augmentation de la résolution en F1 évolue linéairement en fonction du facteur NUS
appliqué jusqu’a NUS 1/16 mais diminue légerement a NUS 1/32. Il est sans doute
nécessaire d’optimiser le traitement des données afin de reconstruire de maniére

plus efficace le spectre 2D de cette analyse.
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Figure 13 : Evolution de la résolution en F1 du précurseur en fonction de l'inverse du
facteur de sous-échantillonnage utilise.

Cette approche nous permet d’obtenir des résolutions en F1 atteignables
jusqu’alors seulement en augmentant le temps d’analyse et donc la quantité
d’échantillon consommé. Si nous optimisons le traitement du signal, il est en théorie
possible de diminuer au maximum le facteur de sous-échantillonnage afin d’obtenir
une résolution en F1 de type FT-ICR. Cela permettrait alors I'analyse d’échantillons
tres complexes pour lesquels la FT-ICR MS 1D est limitée pour obtenir des
informations structurales.
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Partie 2 : Comportement des ions au cours d’une séquence

d’impulsions

1. Introduction

Bien que des études théoriques de mouvements d’ions dans une cellule ICR
existent’*"> 1710 nsey d’entre elles sont appliquées a des cas ou les ions sont
excités par une séquence de trois impulsions. S. Guan et P. R. Jones ont développé
en 1989 les premieres expressions des équations de mouvement des ions dans le
cadre de I'analyse en spectrométrie de masse FT-ICR bidimensionnelle’*®. Dans la
cellule ICR, le mouvement d’'un ion de masse m et de charge q soumis a un champ
magneétique statique B, selon I'axe z et a champ électrique E paralléle a I'axe x peut
étre décrit par les équations de Lorentz :

dvy q
PTa (E) Ex(t) + wovy (1)
dv
& = o )
Bogq
wo ==

Ou w, est la fréquence cyclotronique de 'ion étudié. Dans de telles conditions, et si
'on néglige le mouvement de I'ion selon I'axe z, I'ion est sujet a une trajectoire
circulaire dans un plan perpendiculaire au champ magnétique. Au cours de
I'excitation (Ps, P2, Ps), lorsque I'impulsion RF oscillante entre en résonance avec
l'ion, c’est-a-dire lorsqu’il qu'il atteint la fréquence w, de I'ion, le champ électrique est
exprimé par :

E,(t) = Epsinwgt

Dans les intervalles sans champ électrique (t, tm, t2), Eo est nul. En résolvant les
équations (1) et (2) dans ces conditions, les vitesses en x et en y de I'ion pendant t;,

tm, et to sont déterminées par les expressions :

Uy = Uy COS Wot + Vyp Sin wpt (3)
Vy = —Vxg SiN Wot + Vyq COS Wyt (4)
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Et lorsqu’un champ électrique est appliqué pendant Py, P, Ps :

Vy = Vyp COS Wot + Vyo Sin wot + Vj sin wot (5)
Vy = —Vxq SiN Wt + vy COS wot + Vg cos wot — Vg sin wpt (6)
0 0
2m 2mwg

Le dernier terme de (6) peut étre négligé dans le cas ou la durée d’excitation est trés
grande devant la période de rotation de l'ion (Vo* ne dépend pas de la durée de
limpulsion). S. Guan et P. R. Jones ont déterminé, en négligeant le dernier terme de
(6), I'expression de la vitesse totale de l'ion durant t,. Néanmoins, les conditions
expérimentales actuelles de la FT-ICR MS 2D étant optimisées pour des impulsions
courtes de l'ordre de grandeur de la période de rotation d’'un ion, A. A. Sehgal et
al.” ont repris ces équations sans négliger le dernier terme de (6). De plus, les
vitesses en x et en y de lion ont été intégrées suivant le temps de lintervalle
concerné (P4, t1, P2, tm) pour obtenir la position exacte en x et en y, permettant ainsi
de simuler correctement les trajectoires de l'ion. L’étude de A. A. Sehgal montre que
dans le cas d’impulsions non synchronisées, ou non matched, c’est a dire
d’'impulsions de durées différentes d’'un multiple entier de la période de I'ion, le centre
de l'orbite de I'ion est décalé du centre de la cellule, générant une variation du rayon
d’orbite par rapport au centre de la cellule. Dans le cas d’un ion ayant accumulé une
phase durant t; opposée a celle de P, sa désexcitation ne le raméne pas
complétement au centre, ce qui diminue l'efficacité de la fragmentation et donc
l'intensité des ions fragments observés. Néanmoins, pour simplifier les simulations,
celles-ci ont été effectuées jusqu’a f,, ne permettant pas d’observer le déplacement
du centre da a la troisiéme impulsion Ps, qui, étant plus intense et plus longue que
les deux premiers, a une influence prédominante sur le paquet d’ions et donc sur le
signal généré. Il était aussi nécessaire de simuler la création d’ions fragments. La
génération de fragments au centre de la cellule sous la forme d’un paquet est un cas
exceptionnel. De plus, n'étant pas produits instantanément, mais plutét tout le long
de l'irradiation laser, ils ne sont pas regroupés en un seul paquet a la fin de f,, ce qui
génere une dispersion de phases. Déterminer leur distribution a la fin de £, ainsi que

leur évolution apres Ps et durant t, était donc une nécessité.
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Mon obijectif ici était tout d’abord de déterminer les expressions des équations
de mouvement des ions précurseurs dans la cellule ICR tout au long de la séquence

d’'impulsions 2D afin de confirmer les résultats de A. A. Sehgal et al.’®

, et d’'observer
le déplacement du centre de l'orbite des précurseurs aprés I'impulsion P;. L’objectif
suivant était d’introduire la fragmentation dans mes simulations, en choisissant le
modéle de fragmentation approprié ainsi qu’en déterminant les équations des
vitesses de I'ion fragment qui résultent de celles du précurseur. Les simulations ont
ensuite été développées a fin d'observer la distribution du nuage de fragments a la
fin de t, et son devenir pendant t; apres I'excitation Ps;. Tous les calculs analytiques
ont été réalisés d’abord a la main pour les vitesses jusqu’a f,, puis confirmés et
étendus a l'intégration des vitesses pour déterminer les positions en x et en y des
ions par le logiciel Mathematica. Les eéquations ainsi déterminées ont été
transposées dans un code Python développé avec le logiciel Spyder afin de réaliser

les simulations et les figures.

2. Equations de la trajectoire d’un précurseur au cours d’'une

séquence P;-t;-P,-t,-Ps-t,

a) Impulsion P avec touise=T1 et Ex = E1

Pour simplifier les calculs, les mouvements selon I'axe z sont négligés, ainsi
que les répulsions coulombiennes qui sont connues pour entrainer la perte de
cohérence du paquet d’ions en perturbant la phase et le rayon d’orbite individuels

des ions du paquet'®’

. Il est aussi admis qu'au début de la séquence, les ions
précurseurs sont concentrés au centre de la cellule et ont des vitesses initiales v, et

vy hulles. En utilisant ces conditions initiales dans les équations (5) et (6), on

obtient :
I E1qT; sin(Tywy) 7)
P1=
x 2m,,
R E1q(Tywp cos(Tyw,) — sin(Tyw,)) (8)
yP1 2my,wy,

Avec m, la masse du precurseur et w, sa fréquence cyclotronique. En intégrant les

vitesses en x et en y durant P; selon T4, on obtient les coordonnées xp, et yp; de

I'ion précurseur :

38



3 E1q(sin(Tyw,) — Tywp cos(Tywp)) 9)

Xpr =
1 2myw}

3 Elq(lepsin(lep) + 2 cos(lep) - 2) (10)
yp1 = 2m (4)2
p@p

b) Intervalle d’encodage t; avec Ex =0

Durant cet intervalle, le champ électrique est nul. Les vitesses enx et eny
sont calculées a partir des équations (3) et (4) en utilisant les vitesses (7) et (8)

comme vitesses initiales. On a donc v,y = vypy €t Vg = Vypg :

E1q[— cos ((tl - Tl)w,,) + cos ((tl - Tl)wp) + 2 T wpsin ((t1 - Tl)wp)]

- (11)

VUxt1 am,w,
E;q[Tyw, cos ((t1 - Tl)wp) — cos(ty wy, ) sin(Tywy )] (12)

Yyt = 2myw,

En intégrant les vitesses durant I'Intervalle d’encodage en x et en y selon t;, on
obtient les coordonnées x;; et y;; de l'ion précurseur. Cependant, méme si v, et
vy dépendent de v,p; et v,p,, I'intégration ne garde pas en mémoire la position a la
fin de I'impulsion P4, soit (9) et (10). Il est nécessaire d’ajouter aprés intégration les

positions finales xp, et yp; a x;; et y;4, soit (9) et (10) respectivement :

E1q[-Tiw, cos ((t1 - Tl)wp) + cos(tywp ) sin(Tyw,)]

_ (13)
Xpq1 =
“ 2m,w?
Eiq[—4 — cos ((tl - Tl)wp) + 4 cos(Tyw,) + cos ((t1 - Tl)wp) + 2Ty wp sin((t; + Ty wp)] (14)
V1 = 2

dmpwy
c) Impulsion P; avec touise = T2 et Ex = E1

Les vitesses en x et en y sont calculées a partir des équations (5) et (6) en
utilisant les vitesses (11) et (12) comme vitesses initiales. On a donc v,y = v, et

Vyo = Vy1. COMme mentionné auparavant, P; et P, ont une amplitude et une duree

y0
égales. Cependant, la détermination des coordonnées x et y nécessitant I'intégration
des vitesses respectives selon la durée de l'intervalle concernée, nous avons besoin

de séparer les variables de t,use pour P et Po. Nous avons donc :
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Eiq

Vypp = pre— [— cos ((t1 -T; + Tz)wp) + cos ((tl +T, + Tz)wp) + 2wp(T; sin(Tzwp)
+ T; sin ((tl + T, + Tz)wp)] (15)
Elq .
Vypy = pr. 2w, (Tz cos(Tzwp) + T; cos ((t1 + T, + Tz)wp)) -2 sm(Tzwp)

+sin ((t; = Ty + Tp)wp ) — sin (& + Ty + T2)wp )] (16)

En intégrant les vitesses en x et en y selon T, et en y ajoutant (13) et (14)

respectivement, on obtient les coordonnées x,, et y,, de l'ion précurseur :

Eiq
dmywi

Xpy = [-2w, (Tz cos(Tzwp) + T; cos ((t1 + T+ Tz)wp)) + 2 sin(Tzwp)
— sin ((tl -T, + Tz)wp) + sin ((tl + T, + Tz)(l)p)] (17)

Eiq
4myw}

Yp2 = [-8+4 cos(lep) + 4 cos(Tzwp) — CoS ((t1 -T, + Tz)wp) (18)

+cos((t; 4+ Ty + Tr)w, | + 2Thw, sin(Thw ) + 2Twysin( (t; + T1 + T2)w, )]
( P p P P P

d) Intervalle de fragmentation t,, avec Ex =0

Durant cette période, le champ électrique est nul. Les vitesses enx et eny
sont calculées a partir des équations (3) et (4) en utilisant les vitesses (15) et (16)
comme vitesses initiales. On a donc v,y = vyp; €t v, = Vyp,. De plus, les vitesses
ne sont plus intégrées suivant T4 ni T, donc afin de simplifier le calcul analytique on
aTi=Ta=Tpip2:

Eiq

Vxem = 7 [—cos ((Tp1p2 - tm)wp) + cos ((THPZ - tm)wp) — cos ((t1 + tm)wp)

p@Wp
+ cos ((t1 + 2Tpypy + tm)wp) -~ 2Tpipzwp(sin((Tp1p2 + t, )wp)

+sin ((ty + 2Tp1pz + ), )] (19)

E\q
Vyem = m[zwp'rpwz (cos ((prz + tm)wp) + cos ((t1 + 2Tp1p2 +tm )wp))

— sin ((Tplpz - tm)w,,) — sin ((Tp1p2 -~ tm)wp) + sin ((t1 + tm)wp)
— sin ((t1 + 2Tpypz + ty )w,,)] (20)
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En intégrant les vitesses en x et en y selon ¢, et en y ajoutant (17) et (18)
respectivement, on obtient les coordonnées x,,,, et y;,, de I'ion précurseur :

E\q

Xtm = 4mpwf, [—2w,Tp1p2 (COS ((Tmpz + tm)wp) + cos ((t1 + 2Tp1p2 + it )wp))

+ sin ((Tmpz - tm)wp) + sin ((Tpm - tm)w,,) — sin ((tl + tm)w,,)
+sin ((t, + 2Tp1pz + tm)wyp )] 21

E
ytm = 4m;30z2’ [—8 + 8 COS(Tplpzwp) — COS ((TPIPZ - tm )wp) + Cos ((TPIPZ + tm)wp)
— CoS ((t1 + tm)wp) + cos ((t1 + 2Tp1p; + tm)a),,)

+ 2Tp1p2 Wy (sin ((TPlPZ + tm)wp) + sin ((t1 + 2Tp1p2 + tm) Wy ))] (22)

e) Impulsion P3; avec touse= Tz et Ex=E;

Les vitesses en x et en y sont calculées a partir des équations (5) et (6) en

utilisant les vitesses (19) et (20) comme vitesses initiales. On a donc v,, = Uy, €t

vyo S Uytm

vzp3 - 4 qw [2E3T30Jp Sin(T3wp) + El(_ Ccos ((tl + tm + T3)wp) — COS ((Tp1p2 - tm - T3)wp)
pWp
+ cos ((T“n +t, + T3)wp) + cos ((t1 + 2Tpypy + tm + T3)wp)
+ 2Tp1p2 0y (sin ((Tpapz + tm + To)wp ) +5in (62 + 2Tpipz +tm + T D] (23)
q .
Vypz = m[ZEﬂg,wp cos(T3w,,) — 2E; sm(T3wp)

+ Ey (2Tp1p20p (<05 ((Tp1pz + tm + T3y ) + cos (& + 2Tp1pz + bt + Ty ) )
+ sin ((t1 + ty, + Tg)wp) — sin ((TP1P2 —ty — T3)wp)
= sin ((Tpapz + tm + T2)wy ) — sin (& + 2Tp1pp + tm + T3)p ) )] (24)

En intégrant les vitesses en x et en y selon T3 et en y ajoutant (21) et (22)

respectivement, on obtient les coordonnées x5 et yp; de l'ion précurseur :
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q .
Xpy = m[—2537“3w,, cos(Tsw, ) + 2E; sin(Tzw,)
- E, (ZTplpzwp (cos((Tmp2 + ty, + T3)wp) + cos ((t1 + 2Tpypy + ty + T3)wp))
= sin ((ty + tm + T3)ep ) = sin ((=Tpspz + tm + T3y )

+ sin ((Tmpz +t, + Tg)wp) + sin((t1 + 2Tp1py + tm + T3)w,,))] (25)

Ypg = 4mqw2 [—8E, — 4E; + 4E; cos(Tyw,) + 2E; Ty, sin(T;w,)
pWp

+ Ey (271020, (sin ((Tpapz + tm + Ta)wy ) + sin (6, + 2Tpapz + bt + T2y ))
— cos ((t1 +t, + T3)wp) — cos ((—Tmpz +t, + T3)w,,) + 8cos(Tp1prw)p)
+ cos ((Tpm +t, + T3)wp) + cos ((t1 + 2Tpypy + tm + T3)w,,))] (26)

f) Intervalle de détection ¢,

Durant cette période, le champ électrique est nul. Les vitesses enx et eny
sont calculées a partir des équations (3) et (4) en utilisant les vitesses (23) et (24)
comme vitesses initiales. On a donc v,y = vyp3 €t V)5 = Vyp3 :

q

4m,w,

Vypz = [—E; cos((—T3 + tz)w,,) + E; (:os((T3 +t, )wp) + 2E;T;w, sin((T3 + tz)w,,)

+ Ey (= cos (£ + tm + T3 + t2)w, ) — €08 ((=Tpypz + tm + Ts + £)wp )
+ cos ((T,,u,z +ty + T3 + )Wy ) + 0 (6 + 2Tpapy + bt + T + t2) 0y )
+ 2Tp1p20p (i ((Tp1pz + tm + Ts + t5) 0, )

+sin (& + 2Tp1pz + bt + T3 + 1), )] 27)
q

v —
yt2 4m

[2E;T;w, cos((T3 +t, )wp) — 2E; cos(t,w,) sin(T3wp)
pWp

+ E, (ZTplpzwp (cos ((Tplpz +t,+T:+ tz)w,,)
+cos ((t; + 2Tpspy + tm + Tz + £y ) ) + sin (& + t + T3 + £5)w, )
+ i ((=Tp1pz + tm + T3 + ) ) = sin ((Tpupz + tm + T3 + t)wp )

—sin ((t; + 2Tp1pz + tm + T3 + 1), ) )] (28)

En intégrant les vitesses en x et en y selon t, et en y ajoutant (25) et (26)
respectivement, on obtient les coordonnées x;, et y,, de I'ion précurseur :
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4Lw2 [-2E;T;w, cos((Ts + tz)wp) + 2E; cos(tzwp)sin(T3wp)

p

X2 =

— Ey (2T 1020, (c0s (Tpapz + tm + Ts + t)w,)

+cos ((ty + 2Tpspy + tm + Ts + £)wp ) )+ sin (1 + ty + T3 + t2)0, )

+ sin ((—Tplpz +t, +T;+¢t, )wp) — sin ((Tm,,2 +t, +T;+ tz)wp)

= sin ((t; + 2Tp1pz + tm + Ts + 1)y ) )] (29)

q
4m,w})

Vez = [-8E, —4E; + E;(4 cos(T3wp) —cos((=T; + tz)wp) + cos((T; + tz)wp)

+ 2T;w, sin((Ty + t5)w,))

+ Ey (2Tp1p20p (Sin ((Tprpz + tm + T3 + t2)wy )

+ sin ((t.1 + 2Tpipy + t + Ts + tz)wp)) — cos ((t1 $t, +Ts + tz)wp)
— CoS ((—Tmpz +t, +T;+ tz)w,,) +8 cos(Tpipzwp)
(

+ cos ((Tpypp + t + T3 + tz)wp) + cos ((t1 4 2Tpypy +ty +Ts + tz)wp))] (30)

3. Equations de la trajectoire d’un fragment au cours de {,-Ps-t,

Mon objectif a été d’incorporer la fragmentation au modeéle. Pour cela, étant
donné que le fragment est formé sur la trajectoire du précurseur durant f,, il est
nécessaire de déterminer les vitesses et positions du précurseur pendant un
intervalle fperorerrag @brégé tyr jusqu’a un moment tr.g; de celles-ci découlent les
vitesses et positions du fragment de tm.g a la fin de t, durant un intervalle notée

taften‘rag abrégé taf (F'gure 14)

P
p Fragmentation
| &
U E tbeforefrag » tf rag taften’rag t 5
- t, >

Figure 14 : Décomposition de t, en deux intervalles tpeforefrag €t tatterirag-
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a) Intervalle de fragmentation t,,

Considérons le cas d’un précurseur qui a été ramené apres P, suffisamment
proche du centre de la cellule pour avoir une orbite entierement contenue dans le
rayon du laser. Celui-ci va évoluer durant f, jusqu’a trag pendant un temps fpr. Il suffit
alors de remplacer tp, par ty,r dans (19), (20), (21) et (22), on obtient donc les vitesses

en x et en y durant ty:

E
vItbf — 4m:i)p [— CcOoS ((Tplpz — tbf)wp) + cos ((TPIPZ + tbf)(t)p) — COS ((tl -+ tbf)a)p)
+ cos ((tl + 2Tp1p2 + tbf)wp) + 2Tp1p2wp(sin ((TPIPZ + tbf)wp)
+ sin ((tl + 2Tp1p2 + tbf)wp))] (31)
E
vytbf = 4m:(i)p [za)prlpz (COS ((Tp1p2 + tbf)wp) + cos ((tl + 2Tp1p2 <+ tbf)wp))

— sin ((Tplpz - tbf)wp) — sin ((Tplpz + tbf)wp) + sin ((tl + tbf)wp)
= sin ((t; + 2Tpapz + tor)wp )] (32)

Ainsi que les positions x,,; et y,,r de l'ion précurseur :

E
x,bf = 4"';6(10;2) [—prTplpz (COS ((TPIPZ + tbf)wp) 4+ cos ((tl + 2Tp1p2 + tbf)wp))
+ sin ((Tplpz - tbf)wp) + sin ((Tplpz + tbf)wp) — sin ((tl + tbf)wp)
+ sin ((tl + 2Tp1p2 + tbf)wp)]] (33)
E
Ytbf = ;qz [—8 +8 COS(Tplpza)p) — COoS ((Tplpz - tbf)wp) + cos ((Tplpz + tbf)wp)
7]

4mpw
— Ccos ((t1 + tbf)wp) + cos ((tl + 2Tp1p2 + tbf)wp)
+ 2Tp1p2wp(sin ((Tp1p2 <+ tbf)wp) + sin ((tl + 2Tp1p2 <+ tbf)wp))] (34)

Lors de trag, Un des ions du paquet de précurseurs a regu suffisamment d’énergie au
cours de tyr pour se fragmenter. Le fragment de masse m; et de fréquence w; produit
a lrag Va hériter des vitesses et des positions en x et en y de son précurseur. Les
conditions initiales dans (3) et (4) sont donc v,y = vy €1 V)5 = Vyepp. Celui-ci va

évoluer de trag a la fin de t, durant un temps t,~. On obtient ainsi :
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E
Vxtaf = 4m1?up (- COS(tafwf + (=Tpipz + tbf)wp) + COS(tafwf + (Tpip2 + tbf)wp)
— cos(tafwf - (t1 + tbf)wp) + cos(tafwf - (t1 + 2Tp1p2 + tbf)wp)
+ 2Tp1pawp(sin(tarws + (Tpipz + tof)wp)
+ sin(tgrws + (81 + 2Tp1pz + tyr)wp))] (35)

P

Eiq
mpWp
+ cos(tarws + (t1 + 2Tp1pa + tof)wp)) + sin(tapwys + (=Tpipz + toy)wp)
—sin(tgrws + (Tpypz + tof)wy) + sin(tapwys + (£ + tor)wy)
= sin(tarwy + (t1 + 2Tp1pz + tof)wp) (36)

Vytaf = g [2Tp1p2wp(cos(tarws + (Tpipz + tof Jwp)

En intégrant les vitesses en x et en y selon t;r du fragment et en y ajoutant (33) et

(34) respectivement, on obtient les coordonnées x,¢ et y.,r de I'ion fragment :

Eiq
m [(—ZTplpz(O)f - wp + (J.)p COS(taf(l)f))

+ sin(tafwf)) (wp cos ((Tplpz + tbf)wp) + w, cos ((t1 + 2Tp1pp + tbf)wp))
+ wy (— sin ((t1 + tbf)w,,) + sin ((Tp1p2 - tbf)wp) + sin ((Tplpz + tbf)wp)
+sin (1 + 2Tp1p2 + tor)wy ) )

+ wp (=1 + cos(tarawy)) (= sin ((t1 + top )y ) + sin ((Tprpz = tor)wp )

+ sin ((Tpipz + tog )y ) + sin ((t1 + 2Tp1pz + tog)wp ) )

— wp sin(tqrwy) (cos ((t1 + tbf)wp) + cos ((Tplpz - tbf)wp)

— 2Tp1p2wyp (sin ((Tpapz + top)wp ) + sin (1 + 2Tp1py + t,,f)w,,)))] (37)

Xtaf =

Eiq
————[-8ws + Bw¢ cos(T, w
4m,,wfw,§[ f ¢ €05(Tp1prp)

+ wp sin(tyrwy) (ZTplpzwp (cos ((Tplpz + tbf)wp)

+ cos ((t1 + 2Tp1p2 + tbf)wp)) + sin ((t1 + tbf)wp) — sin ((Tplpz - tbf)wp)
— sin ((Tp]_pz + tbf)wp) — sin ((t1 + 2Tp1p2 + tbf)wp))

+ (wf — wp + wp cos(tarwy)) (— cos ((t1 + tbf)wp) — cos ((Tp1p2 - tbf)wp)
+ cos ((Tplpz + tbf)wp) + cos ((t1 + 2Tp1p2 + tbf)wp)

+ 2Tp1pp00p (sin ((Tprpz + top)wp ) + sin ((t1 + 2Tpaps + tbf)w,,)))] (38)

Ytaf =
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b) Excitation P; avec tpuse= T3 et Ex = E;

Il est maintenant nécessaire d’établir les équations de mouvement des
fragments aprés P;. Cependant, la charge du fragment est a prendre en compte.
Pour simplifier les expressions des vitesses et des positions, on pose :

exz e

m (m/2z)

a
m

On procéde comme auparavant, et les vitesses en x et en y sont calculées a partir
des équations (5) et (6) en utilisant les vitesses (35) et (36) comme vitesses initiales.
On a donc v,y = Uypar €L Vg = Vytar -

e

YxP3 = 4 m)z) () 2)pwy
- El(m/z)f cos((T3 + Top)wy + (ty + be)wp)
—E{(m/z) cos((T5 + Taf)ws + (Tpp — TPlPZ)wp)
+ E (m/z) cos((T; + Tap)ws + (Tpp + TPIPZ)wp)
+ Ey(m/z) cos((Ts + Tap)wys + (ty + Typ + 2Tpyp3)®,,)
+ 2E,(m/z) §Tp1powp sin((T5 + Taf)ws + (Tpp + TPlPZ)wp)
+ 2E;(m/2) {Tp1pywp sin((Ts + Typ)wys + (ty + Tpp + 2Tpyp)w5)] (39)

[2E3(m/z), T30, sin(Tzw;)

e
4(m/z)f(m/z)pwswy
+ 2E1(m/2) {Tpyppwsw, c0s((T3 + Tap)ws + (Tps + Tpyp2) @)
+ ZEl(m/z)fTPlpzwpr cos((T3 + Taf)wf + (¢, + Ty + ZTPle)wp)
- 2E3(m/z)pa)p sin(T3wf) + El(m/z)fwf sin((T3 + Taf)wf + (t, + Tys
+ E;(m/z) pws sin((T + Typ)wp + (Top — Tp1p) @)
—E (m/z) sy sin((T; + Top)ws + (Tpp + TPlPZ)wp)
—E(m/z) sy sin((T3 + Top)ws + (b + Ty + ZTPIPZ)wp)] (40)

Vyp3 [2E3(m/2),Tz05w), cos(T3wf)

En intégrant les vitesses en x et en y selon T3 du fragment et en y ajoutant (37) et

(38) respectivement, on obtient les coordonnées xp; et yp; de I'ion fragment :
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e

Xp3 = > [215'3(m/z)pTg,cofw,zJ cos(T3wf)

B 4(m/z);(m/z) ,wfw)
+ 2E1(m/z)fTP1P2wf(wf - wp)wp cos ((be + Tplpz)wp)
+ 2B (m/2)Tpy pp0Fy cs ((ty + Typ + 2Tp1py) )
— 2E1(m/z){Tpy ppw;w cos ((t1 + Ty + 2Tp1pz)wp)
+ 2E,(m/2) ;Tpypp s} cos((T5 + Tap)ws + (Tpp + TPlPZ)wp)
+ 2E1(m/z) Tpyppwsw? cos((Ts + Top)ws + (ty + Top + 2Tpypy) 0p)

— 2E3(m/z) 0} sin(T3wf) + E;(m/z) sw} sin ((t1 + be)wp)

- Ey(m/2) s, sin ((t1 + be)wp) + E;(m/z) ;w? sin ((T,,f - Tplpz)wp)
+ E;(m/z) jwpwy, sin ((Tplpz - be)wp) — E;(m/z) w} sin ((be + Tpypp )¢
+ E;(m/z) fwsw, sin ((Tplpz + be)wp)

- Ey(m/z);w} sin ((t1 + Ty + 2TP1P2)wp)

+ E;(m/z) jwswy, sin ((t:1 + Tpp + ZTPIPZ)wp)

+ Ey(m/2) jwpw, sin((Ts + Top)ws + (ty + Tpp)w,)

+ Ey(m/2) jwpw, sin((T3 + Top)wy + (Tpp — Tpypa)wp)

— Ey(m/2) jwpw, sin((Ts + Tap)ws + (Typ + Tpypa)wp)

—E (m/2)jwsw, sin((T3 + Top)wp + (t1 + Tpr + ZTPIPZ)wp)] (41)

e

= BRI [—4(2E,(m/z) j0? + E5(m/2),,w?) + 4E5(m/z) ,02 cos(T5¢

+ E;(m/z) s w} (8 cos(Tpyprw,) — cos ((Tmpz - be)wp))

+ wy (—El(m/z)fwf cos ((t1 + be)wp) + Ey(m/z) sw, cos ((t1 + 'I‘,,f)wl
+ E;(m/z) sw, cos ((TPlPZ - be)wp)

+ E;(m/z)¢(w; — w,,) cos ((be + TPIPZ)wp)

+ E;(m/z) fw; cos ((t1 + Tpp + 2TP1P2)wp)

— E;(m/z) fw, cos ((t:1 + Tpp + ZTplpz)wp)

- El(m/z)pr cos(('I‘3 + Tpp)wy + (t, + be)wp)

— Ey(m/z) fw, cos((Ts + Tap)ws + (Tys — Tpypr) wp)

+ E;(m/2)sw, cos((T3 + Tap)wy + (be + Tplpz)wp)
+ E;(m/2)sw, cos((T3 + Tap)wy + (t1 + Tpp + ZTPIPZ)wp)

+ 2E3(m/z),Taw} sin(T3wf) + 2E1(m/2) {Tpypr 0w, sin ((’I’bf + Tpyps )
- 2E, (m/z)mepzw% sin ((be + Tp1p2 )wp)

+ 2E1(m/z)f'I‘P1p2wpr sin ((t1 + Tpp + ZTPIPZ)wp)

— 2E;(m/2) {Tpypp w5 sin ((t1 + Tpp + ZTPIPZ)wp)

+ 2E,(m/2) ;Tp1pp05 sin((T3 + Top)wy + (Tys + Tpipy) )
+ 2B, (m/2) {Tp1 0% sin((Ts + Top)eg + (g + Typ + 2Tpyp)p) )] (42)

Yp3
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c) Intervalle de détection ¢,

Au cours de cet intervalle, le champ électrique est nul. Les vitesses en x et en
y sont calculées a partir des équations (3) et (4) en utilisant les vitesses (39) et (40)
comme vitesses initiales. On a donc v, = vyp3 €t V)5 = Vyp3 :

e
B 4(m/z)f(m/z)pwrwy

+ 2E3(m/z),T30fw), sin ((tz + T3)wf)

+ E;(m/z)fwy (— cos ((t2 +T;+ Taf)wf + (be - Tplpz)wp)

+ cos ((tz + T3+ Taf)a)f + (be + Tplpz)wp)

+ 2Tp1pr00p cos((tz +T; + Taf)wf + (t; + Ty + Tplpz)wp) sin(Tplpzwp)

+ ZTplpzwp Sin((tz + T3 + Taf)wf + (be + Tplpz)wp)

+ Z(TPIPpr COS(Tmpzwp)

- sin(Tplpza)p))sin((tz + T3+ Top)wp + (b + Tpp + Tplpz)wp))] (43)

[-E3(m/z),w, cos ((tz - T3)wf) + E3(m/z),w, cos ((tz +T.

Uxt2

e
- 4(m/z) s (m/z)pwrwp
+ 2E1(m/z)pr1p2wpr cos ((t:2 + T3 + Taf)wf - (be = Tplpz)wp)
+ ZEl(m/z)prlpzwpr cos ((t:2 + T3 + Taf)wf + (t1 + Typ + 2Tp1p2
+ E3(m/z),w, sin ((1:2 - T3)wf) — E3(m/z),w, sin ((t2 + T3)wf)
+ E;(m/z) jwpsin((t, + T3 + Typ)wp + (8 + Tpp)wy)
+ El(m/Z)fwf Sin((tz + T3 + Taf)wf + (be - Tplpz)wp)
- El(m/z)fwf sin((t, + T3 + Taf)wf + (be + Tplpz)wp)
—E;(m/z)fwssin((t, + T3 + Tap)wp + (8 + Tpp + 2Tp1pp) wp)] (44)

Vye [2E3(m/z),T;wsw), cos ((tz + T3)wf)

En intégrant les vitesses du fragment en x et en y selon t, et en y ajoutant (41) et

(42) respectivement, on obtient les coordonnées x;, et y;, de I'ion fragment :
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e

Xpp = 5 [2E3(m/2), T30 0 cos ((t2 + T3)wf)

4(m/z) s (m/z) ,wiw]
+ 2E1(m/z)fTP1P2wf(wf - wp)wp cos ((be + Tplpz)wp)
+ 2E,(m/z) Tpyp 0}, cOS ((t1 + Tpp + 2TP1P2)wp)

- ZEl(m/Z)prlpzwfwg cos ((tl + be + ZTplpz)wp)
+ 2E;(m/2) {Tpypp s w3 cos((t, + T3 + Tap)wp + (Tpp + Tplpz)wp)
+ ZEl(m/z)prlpzwfwlz, COS((tz + T3 + Taf)wf + (t1 -+ be + 2Tp1p2)wp)

+ E3(m/z) ,w} sin ((t2 - T3)wf) — E3(m/2),w} sin ((t2 - T3)wf)

+ E;(m/z) sw} sin ((t1 + T,,f)wp) — Ey(m/2) jwsw, sin ((t1 + T,,f)wp)

— Ey(m/z) fw} sin ((Tmpz - be)wp) + E;(m/2z) fwsw, sin ((Tmpz = Tyy,
— E;(m/z) jw} sin ((be + Tplpz)wp) + E;(m/z) jwsw, sin ((Tpm + be:
— E;(m/z)sw} sin ((tl + Typ + ZTPle)wp)

+ El(m/z)fwpr sin ((tl + Tpp + 2TP1P2)‘°p)

+ El(m/z)fwpr sin((tz +T; + Taf)wf + (t, + be)wp)

+ E (m/2)jwsw, sin((t2 + T3 + Top)wy + (be — Tplpz)wp)

—E(m/2)jwsw, sin((tz + T3 + Top)wy + (be -+ Tplpz)wp)

- El(m/z)fwpr sin((tz +T;+ Taf)wf + (t1 + Tpr + ZTPIPZ)wp)] (45)

e

= 4(m/z)f(m/2)pwfrw§ [—4(2E1(m/z)fw} + E3(m/z)pw§) + 4E3(m/z),w} cos(T3cu1

— E3(m/z),w} cos ((t2 - T3)wf) + E3(m/z),,w} cos ((tz - T3)wf)

- El(m/z)fwf cos ((t1 + T,,f)wp) + El(m/z)fwpr cos ((tf1 + be)wp)
+ Ey(m/z) s w} (8 cos(Tpypp®,) — cos ((Tplpz - T,,f)wp))

+ E;(m/z) fwsw, cos ((Tmpz - be)wp) + El(m/z)fwfr cos ((Tplpz + be:
— E;(m/2)fwsw, cos ((Tplpz + be)wp)

+ Ey(m/z) s w} cos ((t1 +Tpp + ZTPIPZ)wp)

— E;(m/2)fwsw, cos ((t1 + Ty + ZTPle)wp)

- El(m/z)fwpr cos ((tz +T; + Taf)wf + (t1 + be)wp)

— E;(m/2)fwsw, cos ((tz +T;+ Taf)wf + (be — Tplpz)wp)

+ E;(m/z) fw;w, cos ((tz + Ty + Typ)wp + (Typ + Tplpz)wp)

— El(m/z)fwpr cos ((tz +T;+ Taf)wf + (t1 + Tpp + 2TP1P2)wp)

Y2

+ 2E3(m/z),Tawpw} sin ((tz - T3)wf)

+ 2E;(m/2){Tpypyw}w), sin ((be + Tplpz)wp)

— 2E1(m/2) {Tpyppwyw} sin ((be + TPIPZ)wp)

+ 2E;(m/2){Tpypyw}w), sin ((t1 + Tps + ZTPIPZ)wp)

— 2E,(m/2) {Tpypowpw? sin ((t; + Tyf + 2Tpypp) ;)

+ 2E1(m/2) (Tpypywp@Z sin((ty + Ts + Tap)ws + (To + Tpypa)w)p)

+ 2E;(m/2) ;Tpyppwpw2 sin((ty + Ty + Tap)wp + (ty + Typ + 2Tpypy)wp)]  (46)
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4. Simulations de trajectoires

Les trajectoires des ions pour chaque Intervalle sont calculées a partir de leurs

coordonnées x et y dont les équations ont été déterminées précédemment.

a) Cas du précurseur
1) Excitation P4

Les précurseurs sont injectés dans la cellule ICR, sont regroupés au centre de
la cellule et possédent des vitesses initiales en x et en y nulles. Lors de la premiére
impulsion d’excitation P;, ces ions vont acquérir une énergie cinétique
proportionnelle a la durée et a lI'amplitude de limpulsion. Il en résulte une
augmentation du rayon de leur orbite. La Figure 15 montre les trajectoires d’un
paquet d’ions précurseurs de m/z = 800 ainsi que I'évolution de leur distance par
rapport au centre de la cellule en fonction de la durée de I'impulsion, ceci pour quatre
durées d’'impulsions différentes. Les durées des impulsions sont exprimées en
fonction de la période de révolution des ions, synchonisées quand tps = nTion (Cas b, €
et d), et non synchronisées quand tps # NTio, (Ccas a). La premiére observation est que
les ions montent sur orbite en suivant une spirale et que la distance par rapport au
centre de la cellule qui résulte semble proportionnelle au temps d’excitation.
Cependant, cette montée n’est pas linéaire, comme le montrent les figures de
I'évolution de la distance du paquet par rapport au centre de la cellule en fonction du
temps d’excitation. En effet, la spirale est écrasée, 'augmentation de cette distance
atteint un seuil, puis la distance diminue légérement avant de reprendre son
augmentation, selon un comportement en escalier. Plus on augmente le temps
d’excitation, plus ces oscillations deviennent négligeables et plus 'augmentation de
la distance en fonction de la durée de I'impulsion devient linéaire.

2) Intervalle d’encodage t;

Le rayon de l'orbite de I'ion a augmenté durant P;. Au cours de t;, aucune
énergie n’'est apportée a l'ion qui va décrire une trajectoire circulaire dans un plan
perpendiculaire au champ magnétique a sa fréquence cyclotronique. Cependant,
comme le montre la Figure 16, dans le cas d’'impulsions synchronisées (c), le centre
de l'orbite de I'ion est le centre de la cellule ICR, alors que dans le cas d’'impulsions
non synchronisées (a, b, d, e), le centre de l'orbite est décalé. Il en résulte une
variation de la distance du paquet par rapport au centre de la cellule ICR. Plus le

temps d’excitation est éleve, plus ce décalage du centre et la variation de la distance
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par rapport au centre de la cellule qui en résulte devient faible par rapport au rayon
de l'orbite (e). Cette variation de la distance par rapport au centre de la cellule oscille
a la fréquence angulaire de I'ion. Le déplacement de centre peut étre calculé a partir

de I'équation'® :

Eoq
dey = m(l — cos(wpTp1p2)) (47)

3) Excitation P»

Aprés un intervalle d’évolution au cours de t;, le paquet d’ions va subir une
deuxiéme impulsion P, = P;. Dans le cas d’impulsions synchronisées (Figure 17), si
le paquet d’ions est parfaitement en phase avec P, au moment de la deuxiéme
excitation, son rayon d’orbite va étre doublé. Au contraire, si le paquet d’ions a
accumulé une phase opposée a celle de I'impulsion au moment de I'excitation, le
paquet va étre « désexcité » et revenir au centre de la cellule. Pour des différences
de phase intermédiaires entre le paquet d’ions et I'impulsion P», le rayon d’orbite
résultant va fluctuer entre ces deux extrémes. Le rayon d’orbite des précurseurs a la
fin de Py, avec Py = P, peut étre calculé par I'expression décrite par S. Guan et P. R.

Jones™®:

Tp2 = 7/'Pl\/z(l + cos(Pion — (ppulse) (48)

Si @ion — Ppuise = 2km, alors rp; = 1p14/2(1 + cos(0) = 21
Si @ion — Ppuise = (2k + 1), alors rp; = 1p14/2(1 + cos(m) = 0

Dans le cas d’'impulsions non synchronisées, le rayon exact a la fin de P, est calculé

Tpy = /xfz)z + }’32 (49)

A. A. Sehgal et al.”?° ont montré qu’en fonction des durées des impulsions P; et P,

suivant I'expression :

le centre de l'orbite était décalé suivant I'équation :

_ 2Eyq

d —
tm 2
mywy

(1- cos(a)prlpz)) (50)

Soit le double du déplacement de centre génére lors de Ps. Cependant, méme une

désexcitation idéale ne rameéne pas le paquet d'ions complétement au centre, et en
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fonction des durées des impulsions, il est méme possible que l'orbite du paquet
d’ions précurseur soit en dehors du faisceau laser et qu’aucune fragmentation ne soit
possible pendant l'intervalle t,. La Figure 18 montre I'évolution de la distance du
paquet d’'ions par rapport au centre de la cellule aprés P, en fonction de la durée des
impulsions d’encodage et de leur puissance. On peut observer que dans le cas d’'une
impulsion synchronisées (cas c), le paquet d’ions peut revenir au centre de la cellule
comme montré precédemment, et que l'efficacité de fragmentation augmente quand
on diminue I'amplitude des impulsions. Dans les cas d’impulsions non synchronisées
(cas a et b), on remarque que le paquet d’ions n’est jamais désexcité a un rayon
d’orbite nul. De la méme maniére, si 'on diminue I'amplitude des impulsions, il est

possible d’augmenter I'efficacité de fragmentation.

4) Intervalle de fragmentation ¢,

La distribution spatiale de I'amplitude du faisceau laser étant présumée
gaussienne, I'énergie regue par le paquet d’ions dépend de la distance a laquelle
celui-ci se trouve par rapport au centre du laser, et donc par rapport au centre de la
cellule. Cela signifie que méme pour des impulsions qui raménent le paquet d’ions
partiellement vers le centre de la cellule mais laissent un rayon d’orbite non nul, le
décalage du centre engendré par des impulsions non synchronisées va entrainer des
cinétiques de fragmentation qui dépendent de la phase du paquet d’ions au cours de
tm. La Figure 19 montre I'évolution de la trajectoire d’un paquet d’ions lors de P, et
pour des impulsions non synchronisées (a et b) et pour des impulsions
synchronisées. Dans le cas a), le paquet d’'ions est quasiment déphasé de = par
rapport a I'impulsion P,. Celui-ci va étre désexcité jusqu’a un rayon d’orbite quasi nul,
mais a cause du déplacement de centre de l'orbite, ce paquet se trouvera hors du
laser et ne subira pas de fragmentation. En réalité, il est nécessaire dans ce cas
d’exciter le paquet d’ions a un rayon d’orbite plus élevé pour qu’il puisse étre
fragmenté pendant f,, sur une partie de sa trajectoire (b). Donc méme si le paquet
d’ions n’est jamais parfaitement désexcité et ramené au centre de la cellule, celui-ci
passe prés du centre de la cellule, en fonction de la phase accumulée au cours de ;.
Dans le cas d'impulsions synchronisées (c), une différence de phase proche de =«
avec P, va conduire a une désexcitation parfaite du paquet d’ions dont la trajectoire
sera centrée sur le centre de la cellule. Le rayon d’orbite résultant sera suffisamment
petit pour permettre la fragmentation, a une distance du centre du laser constante
tout le long de la trajectoire.
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5) Excitation P; et temps d’évolution t,

Le paquet d’ions subit une excitation au cours de I'impulsion Pj3 plus intense et
plus longue que les précédentes, avec E; >> (E1 = E;) et Tz >> Tp1po. La montée sur
orbite se déroule de la méme fagon qu’au cours de l'impulsion Ps. La Figure 20
montre la montée sur orbite et le déplacement du centre d’orbite en fonction de la
durée des impulsions. Dans le cas a), aucune des impulsions n’est synchronisée, il
en résulte un déplacement du centre généré par I'effet cumulatif des trois impulsions.

Ce déplacement peut étre calculé selon I'expression :

B 2E1q(1 - cos(prplpz)) +qE;(1 — cos(pr3)) (51)
- m,w;

t2

On remarque que la variation de la distance du paquet d’ions par rapport au centre
de la cellule est plus faible qu'au cours de P,. Il s’agit du méme cas que dans la
Figure 16.e, I'impulsion Ps; étant longue et le décalage ne dépendant que du cosinus
de cette durée, il en résulte une variation qui devient négligeable lorsque la durée de
'impulsion est grande. Il est possible de voir les deux contributions au déplacement
du centre avec les cas b) et c), ou pour le cas b) seuls P; et P, ne sont pas
synchronisées, et seulement P3; dans le cas c). Comme démontré précédemment,
dans le cas d’impulsions synchronisées d), le centre de I'orbite du paquet des ions
précurseurs est le centre de la cellule et donc aucune variation de distance par

rapport au centre n’est visible.

6) Discussion et perspectives

Les simulations réalisées montrent les trajectoires d'un paquet d’ions
précurseurs tout le long de la séquence d’'impulsions utilisée pour la FT-ICR MS 2D
en fonction de la durée des impulsions et du temps d’encodage t;, dans le cas
d'impulsions monochromatiques. Elles permettent de comprendre le comportement
d'un paquet d’ions et les conditions requises pour améliorer l'efficacité de la
fragmentation. Premiérement, I'augmentation de la distance du paquet d’ions par
rapport au centre de la cellule au cours des excitations n’est pas linéaire mais
procéde en paliers, résultat aussi obtenu par A. A. Sehgal et al.”?°, bien qu'il n’ait pas
été discuté. Ce phénoméne est constant et ne dépend pas de la durée des
impulsions. Il devient donc de plus en plus négligeable quand la durée d’impulsion
augmente. Une piste pour expliquer ce phénoméne pourrait étre suggérée par la
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description de I'excitation par A. G. Marshall et al.”® qui décomposent le champ
électrique généré par les plaques en deux composants E,(t) et Er(t) qui tournent en

sens opposes tel que :

E(t) = Er(t) + E(0)

Ou Eg(t) est la composante radiofréquence du champ électrique qui tourne dans le
méme sens (horaire pour un anion, antihoraire pour un cation) et a la méme
fréquence que lion excité, et qui propulse l'ion de maniére linéaire sur une
orbite plus élevée ; tandis que E.(t) est la composante du champ électrique qui
tourne dans le sens inverse de l'ion a une fréquence deux fois plus élevée et qui
semble avoir des effets négligeables aprés plusieurs cycles d’excitation. S. Guan et
P. R. Jones'™ ont également conclu que V;, qui ne dépend pas de la durée de
l'impulsion, pouvait étre négligé a des temps d’excitation d’au moins 10 fois la
période de l'ion. La Figure 21 montre la dépendance du rayon d’orbite du paquet du
précurseur en fonction du temps d’excitation P;. Il apparait que lorsque nous ne
négligeons pas Vp, soit I'influence de E(t), le rayon de l'orbite du paquet d’ions
décrit une montée par paliers dont la fréquence est deux fois plus élevée que celle
de I'ion. Si au contraire nous négligeons Vy, le rayon d’orbite augmente de maniére
linéaire. Néanmoins, plus la durée de I'impulsion est grande, c’est-a-dire plus l'ion a
un m/z faible, plus cette influence est négligeable.

Dans le cas d’'impulsions de durées correspondant a un multiple entier de la
période de I'ion, les orbites au cours des différents intervalles sans champ électrique
restent centrées sur le centre de la cellule. Lors de déphasages proches de nx entre
le paquet d’'ions et P2, le paquet est désexcité et retourne a proximité du centre de la
cellule, et il va subir lirradiation laser de maniére équivalente tout le long de sa
trajectoire. Dans le cas d'impulsions non synchronisées, le retour au centre n’est
jamais possible, ce qui implique que la fragmentation ne pourra s’opérer que sur une
partie de la trajectoire, diminuant ainsi I'efficacité de fragmentation. Il s’avére que
I'utilisation d’'impulsions de durées différentes d’'un multiple entier de la période de
I'ion a une incidence plus forte sur la fragmentation que sur les trajectoires durant ts.
Plus I'impulsion est longue, plus le déplacement de centre est petit par rapport au
rayon d’orbite généré. Néanmoins, cette variation de la distance par rapport au
centre de la cellule génére une intensité de signal fluctuante lors de la détection,

pouvant mener a I'apparition d’harmoniques sur le spectre bidimensionnel enregistre.
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On peut donc en conclure que toutes ces variations sont induites par
l'utilisation d’impulsions non synchronisées. La solution serait d'implémenter des
trains d’impulsions dont chaque palier de fréquence serait synchronisé avec la
période de lion en résonance. Cela conduirait a des trajectoires centrées et des
fragmentations continues sur les paquets d’ions proches du centre a t,. Cependant,
plus I'ion a un rapport m/z élevé, plus sa période de rotation est grande, et donc plus
la durée de l'impulsion nécessaire pour réaliser une impulsion synchronisée
augmente. Le rayon d’orbite généré lors des excitations dépendant de la durée et de
I'amplitude des impulsions, il en résulterait une diminution progressive de l'efficacité
de fragmentation a hautes masses. Afin d’éviter ce phénoméne, il est nécessaire
d’adapter aussi la puissance de l'impulsion au paquet d’ions a exciter, et donc
d’appliquer des impulsions d’amplitude inversement proportionnelle a leur durée. La
Figure 22 témoigne de I'utilité d’une telle stratégie. En adaptant la puissance des
impulsions au rapport m/z de l'ion a exciter, il est possible d’obtenir des rayons
d’orbite moyens durant t,, comparables a la taille du rayon a mi-hauteur du faisceau
laser, augmentant ainsi la production de fragments, donc les informations

structurales, tout en diminuant le bruit de scintillation.

55



Evolution de la distance
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Figure 15 : Trajectoire d’un paquet d’ions précurseurs au cours de P, et évolution de
la distance du paquet d’ions par rapport au centre de la cellule en fonction de la
durée de P;.
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Trajectoire du paquet de
précurseur durant P,
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Figure 16 : Trajectoire d’un paquet d’ions précurseurs au cours de P, t; et variation
de la distance au centre du paquet au cours de t; en fonction de la durée de P;.
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a) lons en phase avec P, b) lons déphasés de 1
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Figure 17 : Effet de P, sur l'orbite d’un paquet d’ions précurseurs dans le cas
d’impulsions d’encodage synchronisées.
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Modulation de la distance au centre du paquet de précurseur aprés P, en fonction de ¢,
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Figure 18 : Modulation de l’efficacité de la fragmentation au cours de t, en fonction
de t; pour différents temps et amplitudes des impulsions d’encodage. La ligne verte
représente le rayon a mi-hauteur du faisceau laser IRMPD (30 um).
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Trajectoire des Trajectoire des
précurseurs durant P, précurseurs durant ¢,
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Figure 19 : Effet de P, sur l'orbite d’un paquet d’ions précurseurs au cours de t, dans
le cas d’impulsions d’encodage non synchronisées avec : a) un déphasage proche
de mou b) en pseudo-phase avec P, ; ou c) dans le cas d’impulsions d’encodage
synchronisées et d’un déephasage proche de 1 avec P,. Le cercle vert symbolise la
section a mi-hauteur du faiseau laser IRMPD.
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Distance au centre de
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Figure 20 : Effet d’impulsions d’encodage et de Ps sur la distance par rapport au
centre du paquet d’ions précurseurs au cours de t; dans le cas de : a) Py, P2 et P3
non synchronisées ; b) P; et P, non synchronisées, Ps; synchronisées ; c) P; et P,
synchronisées, P; non synchronisées ; d) P4, P> et P; synchronisées.
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Rayon d’orbite des ions au cours de t;
en fonction de la durée de P,
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Figure 21 : Effet de P¢ sur le rayon d’orbite du paquet de ions précurseurs (m/z 800)
au cours de t; dans le cas: a) du calcul exact et b) de I'approximation faite en
négligeant V.
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Chirp « matched » d’amplitude continue Chirp « matched » d’amplitude dégressive
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Figure 22 : Effet de trains d’impulsions synchronisés d’amplitude continue ou
adaptée a la fréequence du pas sur l’efficacité de fragmentation au cours de t,. La
ligne verte représente le rayon a mi-hauteur du faisceau laser IRMPD. Les figures
représentent la distance a laquelle est propulsé le paquet d’ion a la fin de P, en
fonction de t; pour différents m/z.
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b) Cas des fragments

Aprés avoir discuté du comportement des paquets d’ions précurseurs tout au
long de la séquence d’impulsions, il est maintenant nécessaire d’'étudier la maniére
dont ceux-ci se fragmentent durant t,, de modéliser les trajectoires des fragments
ainsi que leur distribution finale avant Ps;, puis d'observer l'effet de P; sur cette
distribution et son comportement durant t..

1) Production d’'un fragment

Supposons un paquet d’ions précurseurs évoluant sans sortir du rayon du
laser qui est irradié jusqu’a produire un ion fragment et une molécule neutre,
désignés ci-apres comme fragment et neutre, respectivement. En supposant qu’il n'y
ait aucune variation de I'énergie cinétique de I'ion précurseur lors de lirradiation, le
fragment et le neutre vont hériter des vitesses en x et en y de leur ion précurseur au
moment de leur production. On peut écrire :

Ecprec = Ecneutre T Ec frag
Soit

1 2 1 2 2
Emprecvprec = E (mneutrevprec + mfragvprec)

Ce qui signifie que I'énergie cinétique du précurseur va étre distribuée entre ses
produits en fonction de leur masse. Le neutre, n'étant pas soumis a l'influence du
champ magnétique, va étre éjecté vers les parois de la cellule suivant une trajectoire
rectiligne tangente a la trajectoire du précurseur en son point de production. Le
fragment, possédant une charge, est soumis au champ magnétique et a une
fréquence cyclotronique qui lui est propre. La Figure 23 montre les trajectoires
simulées d’un précurseur et de la production soit d’'un fragment ayant un m/z plus
faible (a), soit d’'un fragment ayant un m/z plus élevé (b). Ce dernier cas de figure
peut se produire lorsqu’un précurseur multichargé produit deux fragments charges,
'un ayant un m/z supérieur, et 'autre un m/z inférieur a celui du précurseur. Dans le
cas d'un fragment ayant un rapport m/z plus faible, il posséde une fréquence
cyclotonique plus élevée que celle de son précurseur. Cependant, ayant hérité de sa
vitesse, il en résulte une diminution du rayon de la trajectoire. Le cas inverse se
produit pour un fragment ayant un m/z plus élevé, et donc une fréquence
cyclotronique plus faible que celle de son précurseur. Ce fragment ayant hérité de la
vitesse de son précurseur, il en résulte une augmentation du rayon de la trajectoire.

L’augmentation ou la diminution du rayon de la trajectoire du fragment par rapport a
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celui de son précurseur dépend du rapport entre leurs m/z, ce qui est représenté sur
la Figure 24. On remarque que :

(m/Z)f‘rag _ Torbite,frag

(m/Z)prec rorbite,prec

La Figure 25 montre les trajectoires et I'évolution de la position du paquet d’'ions

précurseurs (m/z = 800) et d’'un ion fragment (m/z = 700). Ce fragment ayant une
fréquence angulaire plus élevée que celle de I'ion précurseur, il en résulte une

accumulation de phase plus rapide.

2) Distribution des fragments a la fin de ¢,

Il est maintenant nécessaire de considérer la distribution du nuage d’ions
fragments a la fin de f,. Pour cela, nous devons établir un modéle de fragmentation
qui est le plus en adéquation avec nos parameétres expérimentaux. Pour simplifier
ces simulations, nous prendrons en compte un ion précurseur et un type d’ion
fragment, dans le cas d’'impulsions d’encodage « matched » selon la perspective
discutée auparavant. Ces simulations sont également réalisées en utilisant un
modéle de fragmentation linéaire, avec une fréquence de production de fragment
fixe, et ce jusqu’a la fin de l'irradiation laser. Ceci permet de simplifier le modéle et
d’avoir une meilleure vue d’ensemble sur le comportement du nuage d’ions.

La Figure 26 représente le paquet dions précurseurs (m/z 800) et la
production de fragments (m/z 700) a une fréquence fixée a vprog = 10/Tprec. Chaque
fragment produit va évoluer sur une trajectoire différente a la méme fréquence
angulaire, et on observe I'évolution de la distribution du nuage d’ions fragments
pendant une durée eéquivalente a deux périodes de rotation du paquet d’ions
précurseurs. Cette distribution va dépendre du rayon d’orbite du fragment et donc du
rapport entre les rapports m/z du fragment et du précurseur. En suivant ce modéle et
en I'extrapolant jusqu’a la fin de t;,, on obtient la distribution finale des ions fragments
juste avant P; (Figure 27). La fréquence de production d’ions fragments vyoq a été
augmentée pour une meilleure visualisation des résultats. On observe comme
attendu que la distribution des fragments dépend du rapport entre les m/z du
fragment et du précurseur. Le nombre de fragments tangents a la trajectoire semble
étre corrélé au dénominateur de la fraction irréductible de ce rapport. De plus, la
distribution compléte n’est obtenue qu’aprés un temps d’irradiation durant un nombre
de tours du paquet de précurseurs égal au numérateur de cette fraction irréductible
(Figure 28). Il s’agit du nombre de tours nécessaires pour que le précurseur se
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synchronise avec le premier fragment produit. Passé ce délai, et dans le cas ou la
fréquence de production de fragment est fixe et que Tprec = NTproa, 1€ Précurseur va
produire a chaque fois un nouveau fragment qui aura la méme trajectoire qu'un
fragment déja produit. Par exemple, dans le cas d’un précurseur de m/z 800 et d’un
fragment de m/z 700, le rapport des m/z fragment sur parent est de 700/800 soit 7/8.
Le numérateur représente le nombre de tours du précurseur dans le faisceau laser
nécessaires a l'obtention de la distribution compléte du nuage de fragments. Le
dénominateur représente le nombre de fragments tangents a la trajectoire du parent

aprés I'obtention de la distribution compléte.

3) Influence de Ps sur la distribution des fragments et précession au

cours de t,

Le nuage de fragments va maintenant subir I'effet de I'impulsion Ps;. Nous
allons considérer deux cas possibles, c'est-a-dire soit une impulsion synchronisée
conservant le centre d’orbite de I'ion excité, soit une impulsion non synchronisée

entrainant un décalage de ce centre.

- Cas d’une impulsion P; synchronisée avec tyuse = 10 Tgag. La Figure 29
montre la montée sur orbite ainsi que la distribution avant et aprés I'application de
'impulsion. Comme la durée de I'impulsion dépend de la période de I'ion et que son
amplitude est constante, les ions de différents m/z ne sont pas envoyés a la méme
distance dans la cellule mais le centre de gravité de chaque distribution possede la
méme phase. On observe que la distribution n’est pas perturbée par I'impulsion, et
que les ions conservent leur position a la fin de I'impulsion. Le nuage est donc
propulsé tel quel sur orbite, et va ensuite tourner dans la cellule durant t,. Les
Figures 30 a 33 montrent I'évolution de ce nuage au cours de t, pendant une durée
égale a la période de I'ion fragment. On observe tout d’abord que la distribution
tourne d’'un angle égal a 21 fois le quotient entre les rapports m/z du fragment et du
précurseur a chaque tour dans la cellule. En annotant 4 ions et en suivant leur
évolution dans cette distribution, on se rend compte qu’ils reviennent bien a leur
position de départ aprés un tour dans la cellule, témoignant d'une trajectoire
circulaire. Cependant, leur centre d’orbite avant P3 n’étant pas le méme, et celui-ci
étant conservé, ils ne possédent pas tous le méme centre d’orbite. Cela créé donc
des trajectoires croisées, et donc une rotation de la distribution.
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- Cas d’une impulsion P3; non synchronisée avec t,,se = 40 ps. La Figure
34 montre la montée sur orbite ainsi que la distribution avant et apres I'application de
I'impulsion. La distance a laquelle les ions sont propulsés ne dépendant pas de leur
rapport m/z, ils sont tous envoyés a la méme distance. Cependant, n’ayant pas tous
la méme période de rotation, le centre de gravité de leur distribution a une phase
différente a la fin de I'impulsion. De plus, on observe que la distribution des ions s’est
déplacée, résultant du fait qu’ils n’ont pas réalisé un nombre de tours entier lors de
leur excitation. Cependant, méme si la distribution a effectué une rotation, sa forme
reste inchangée. Son évolution au cours de f; est visible sur les Figures 35 a 38. Le
méme phénomene de rotation s’applique a la distribution, ainsi que le retour a leur
position d’origine pour tous les ions de la distribution aprés un tour dans la cellule.
Chaque ion d’'un méme rapport m/z va subir I'impulsion non synchronisée de la
méme maniére, signifiant que le déplacement du centre de l'orbite de ces ions sera

le méme. La distribution des centres d’orbite sera conservée mais décalée.

4) Discussion et perspectives

Les simulations réalisées montrent les trajectoires et la distribution du nuage
d’'ions fragments produits au cours de t, puis pendant P; et t,, dans le cas
d’'impulsions P; et P, synchronisées avec la période du précurseur. Premiérement,
dans le cas ou la fragmentation ne perturbe pas I'énergie cinétique des ions
précurseurs, les ions fragments héritent de la vitesse de leur précurseur, mais
n‘ayant pas la méme fréquence de résonance cyclotronique, ils sont déviés sur une
trajectoire tangente a la trajectoire des précurseurs en leur point de production. Le
rayon d’orbite d’'un fragment est modulé par le quotient entre les rapports m/z du

fragment et du précurseur. On a :
z _ m
fion x (;)ion avec Tion - 1/fion donc Tion x (;)ion
Tion = orbite,ion/vion avec Porbite,ion = 27-’:rorbite,ion donc Tion = anorbite,ion/vion

Avec Poniteion l€ périmétre de l'orbite de I'ion. Dans I'hypothése ou aucune énergie
n’est apportée au systeme lors de la fragmentation, les vitesses des précurseurs et
de leurs fragments sont égales et on a:

Tfrag _ Uionznrorbite,frag

Tprec vion2ﬂrorbite,prec
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Donc

(m/Z)f‘rag _ 7"orbite,frag

(m/Z)prec rorbite,prec

Deuxiemement, la distribution des ions au cours de t, dépend aussi de ce
rapport. Méme si cela a été prouvé empiriqguement, la preuve analytique reste
toujours a définir. Troisiemement, nous avons démontré la conservation de la
distribution de f, a f» ainsi que la rotation de la distribution générée par les
trajectoires circulaires croisées des fragments, dans le cas d'une impulsion Ps
synchronisée ou non. De la méme maniére, on remarque que cette distribution
tourne sur elle-méme d’un nombre de tours égal au quotient entre les rapports m/z
du fragment et du précurseur, mais cela n'a pas encore été démontré
analytiquement. Néanmoins, ces distributions ont été réalisées tout d’abord en
envisageant des quotients simples entre les rapports m/z du fragment et du
précurseur, dans le cas d'un modele de fragmentation linéaire, et avec des
impulsions P; et P, synchronisées. La Figure 39 montre des simulations de nuages
de fragments a la fin de f, dans le cas de la substance P, avec un précurseur (m/z
674,3713) et ses fragments c4 (m/z 496,3354), cs (m/z 624,394, majoritaire), cs (M/z
752,4626), c7 (m/z 899,521) et cg (m/z 1103,6109). Etant donné que les rapports de
m/z fragment sur précurseur ne sont pas aussi simples que dans les cas précédents,
I'obtention des distributions complétes nécessite un temps d’irradiation par le laser
plus long. De plus, plus I'on prolonge cette irradiation, plus la distribution va remplir
les espaces vides.

Pour le modéle de fragmentation, nous supposons plutét que lors de
l'irradiation, la fragmentation va suivre un modéle de probabilité de type sigmoide. Il
y a alors trois cas possibles (Figure 40) :

- Si lirradiation est trés intense, la sigmoide possede une pente tres élevée.
Tout le paquet d’ions va étre fragmenté jusqu’a ce qu’il n’y ait plus aucun précurseur.
Les fragments produits seront aussi fragmentés a leur tour, et nous ne serons pas en
mesure de réaliser un spectre bidimensionnel (cas a).

- Si lirradiation est d’intensité moyenne, la sigmoide posséde une pente
élevée, on a une fragmentation progressive du paquet d’ions et une production d’ions
a fréquence variable. Peu de MS" seront observés, mais l'ion précurseur ne sera

plus présent a la fin de t, (cas b).
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- Si lirradiation est d’intensité faible, la sigmoide possede une pente douce,
les fragments seront produits tout le long de la trajectoire du paquet d’ions
précurseurs a une fréquence variable. Le paquet d’'ions précurseurs sera toujours
présent a la fin de t, (cas c).

Dans les trois cas, une portion de la sigmoide peut étre considérée comme
quasi-linéaire. Au laboratoire MSAP de l'université de Lille 1, lorsque nous réalisons
des expériences 2D, nous ajustons l'intensité du laser afin d’avoir toujours 50% de
parents et 50% de fragments pour des temps d’irradiation de l'ordre de la
milliseconde. Nous réalisons cette configuration en 1D, donc les ions sont situés au
centre de la cellule et donc au centre du laser, bénéficiant ainsi d’une irradiation
maximale. Ce type de fragmentation doux s’approche du cas c. Il faudrait envisager
lors des futurs travaux de changer le modéle linéaire pour ce modeéle sigmoide, avec
une fréquence de fragmentation variant au cours de l'irradiation laser afin d’observer
son influence sur la distribution du nuage résultante.

En réalisant des impulsions d’encodage non synchronisées, le paquet d’'ions
précurseurs va se trouver sur une orbite non centrée par rapport au centre de la
cellule, ce qui va générer une intensité d’irradiation non constante et dépendante de
la trajectoire du précurseur. |l serait donc intéressant de simuler cette fragmentation
dans ce cas. Etant donné que nous pouvons calculer la position précise du paquet
d’ions au cours de t,, nous pouvons déterminer la distance dj(t) a laquelle celui-ci se
trouve du centre de la cellule a I'instant ¢. |l est alors possible d’exprimer I'intensité du
faisceau laser selon une loi gaussienne telle que :

_<4m2(;;;ggv,)2)

Id(t) = Ioe

Ou Ip est I'intensité du laser en son centre, FWHM sa largeur a mi-hauteur et di(t) la

distance a laquelle se situe le paquet d’ions par rapport au centre de la cellule telle

d;(t) = /x?(t) +y7 (@)

Ou x(t) et y(t) sont les coordonnées du paquet d’ions au cours du temps.

que :

Méme si l'utilisation d’'un modéle sigmoide ou/et la prise en compte du
décalage de centre va radicalement changer les distributions de fragments
observées a la fin de t;,, celles-ci seront affectées de la méme maniere que

précédemment par I'impulsion Ps. Ainsi, les conclusions de nos simulations quant
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aux rayons d’orbite des fragments, a la conservation de la distribution du nuage au
cours de t, jusqu’a la fin de Ps, a la rotation de la distribution au cours de t> ou méme
aux trajectoires croisées des fragments peuvent étre extrapolées a des cas plus
réalistes.
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Trajectoires du paquet de
précurseurs et du fragment au
cours de t,

b) (m/z)frag > (m/z)prec
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Figure 23 : Trajectoires du paquet de ions précurseurs (rouge) et d’un fragment
produit (bleu) au cours de t, dans le cas a) d’un fragment de m/z inférieur et b) de
m/z supérieur au m/z du précurseur. La fléeche noire représente la trajectoire
d’éjection du neutre produit lors de la fragmentation.
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Figure 24 : Influence de la perte de masse sur le rayon de l'orbite du fragment.
Trajectoires du paquet d’ions précurseurs (rouge) et d’'un fragment produit (bleu) au
cours de ty dans le cas de différents rapports de m/z fragment sur parent. Les
fleches noires représentent les rayons des orbites des ions fragments.
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Figure 25 : Evolution du paquet de ions précurseurs (rouge) et d’'un fragment (bleu)
produit a trag. Les cercles représentent les trajectoires et les points les positions.
Echelle arbitraire.
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Figure 26 : Evolution du paquet de ions précurseurs (trajectoire et position en rouge)
et d’un type de fragment (trajectoires en vert, position en bleu). Le paquet des
précurseurs va produire un premier fragment a trag puis les suivants & une fréquence
de 10/Tprec. Echelle arbitraire.
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Figure 27 : Influence du rapport de m/z sur la distribution a la fin de tn. En rouge la
trajectoire du paquet des précurseurs, en bleu la position des ions fragments.
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Figure 28 : Impact de la durée d'irradiation sur la distribution a la fin de t,. En rouge
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Figure 29 : Influence de P3 sur la distribution du nuage de fragments dans le cas
d’une impulsion synchronisée d’une durée tp3 = 10Tsag. Le point jaune symbolise un

fragment précis.
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Figure 30 : Evolution des fragments de m/z 700 au cours de t2 pendant une durée t =
Tfrag et suivi de leur distribution (zoom) dans le cas dune impulsion P3
synchronisée. En haut : le point bleu symbolise une position dans la distribution. En
bas : les points symbolisent la position de 4 fragments précis.
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Figure 31 : Evolution des fragments de m/z 600 au cours de t> pendant une durée t =
Tiag €t suivi de leur distribution (zoom) dans le cas d’une impulsion P3 synchronisée.
En haut : le point bleu symbolise une position dans la distribution. En bas : les points
symbolisent la position de 4 fragments précis.
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Figure 32 : Evolution de fragments de m/z 320 au cours de t, pendant une durée t =
Tiag €t suivi de leur distribution (zoom) dans le cas d’une impulsion P3 synchronisée.
En haut : le point bleu symbolise une position dans la distribution. En bas : les points
symbolisent la position de 4 fragments précis.
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Figure 33 : Evolution des fragments de m/z 266,66 au cours de t, pendant une durée
t = Trag et suivi de leur distribution (zoom) dans le cas d’une impulsion P3
synchronisée. En haut : le point bleu symbolise une position dans la distribution. En
bas : les points symbolisent la position de 4 fragments précis.
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en fonction de la durée d’irradiation

100

80 |

60 |

40 |

20 |

Efficacité de fragmentation (%)

Temps d’irradiation (ms)

0 2 S
0 e 1 =
Temps d’irradiation (ms) a)"
>
g 100 %—
P ~
S 80l —
T Q
c 7]
2 60} @
> o
o 40}
g o
2 20 Q
o
= )]
0
L
0 1 &
-
et
®

Efficacité de fragmentation (%)

Temps d’irradiation (ms)
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ligne rouge symbolise la portion quasi-linéaire de la courbe.
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5. Conclusions

Au cours de ce travail, nous avons simulé pour la premiére fois le
comportement des ions précurseurs au cours de toute la séquence d’impulsions
utilisée pour la FT-ICR MS 2D. L'utilisation d’impulsions d'encodage non
« matched » méne a une perturbation de la fragmentation et donc a une diminution
de lintensité des fragments. Dans le cas de I'impulsion Ps, ce type d’'impulsion crée
un décalage par rapport au centre de la cellule qui génére une variation de la
distance entre le paquet d’ions et le centre de la cellule pouvant créer des
harmoniques. Cette approche met en évidence l'intérét de réaliser des trains
d’impulsions synchronisées dont 'amplitude est adaptée a la fréquence d’excitation.
Ceci constitue une perspective d’intérét majeur pour les futures expériences 2D,
permettant ainsi d’homogénéiser la fragmentation lors de t, et de diminuer a la fois le
bruit de scintillation et les harmoniques. La simulation d’'une production de fragments
est aussi un aspect qui n'avait encore jamais été traité dans le cas d’analyses FT-
ICR MS 2D. Le changement de la trajectoire du fragment en une orbite circulaire
tangente a la trajectoire du parent en son point de production est une conclusion
inattendue. De plus, nous avons pu constater que la derniere excitation ne perturbe
pas les distributions des fragments a la fin de f,,, que I'impulsion soit synchronisée ou
non. La perspective de cette partie est maintenant de réaliser ces simulations avec
des impulsions d’encodage non synchronisées et d’introduire un modéle de
fragmentation sigmoide. Ces résultats constituent une premiére approche de I'étude
de la fragmentation et des distributions de fragments dans le cadre d’'une analyse
FT-ICR MS 2D.
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Conclusions générales et perspectives

Nous avons vu dans la premiére partie de ce travail I'implémentation du NUS
aux analyses FT-ICR MS 2D. Cette stratégie, bien que déja connue en spectroscopie
RMN, est nouvelle dans le domaine de la spectrométrie de masse. Grace aux efforts
conjoints des trois équipes impliquées dans le projet ANR auquel cette thése a été
associée, la résolution a été augmentée d'un facteur 16 sans perte en temps
d’analyse. Le gain de résolution dans la dimension indirecte ne serait rien sans la
fiabilité des résultats. La comparaison entre les massifs isotopiques des fragments
produits a partir des isotopes les plus lourds du précurseur et ceux calculés avec le
logiciel IsoPatrn a confirmé l'intérét du NUS pour des analyses FT-ICR MS 2D.
Méme si il nest pas encore possible d’obtenir des massifs isotopiques corrects a
partir du 3°™ isotope, en raison d’'un signal trop faible, les résultats obtenus
concernant les isotopes précédents sont trés encourageants. Nous avons mis en
évidence le facteur de sous-échantillonnage NUS 1/16 comme étant le meilleur
compromis entre gain de résolution et signal-sur-bruit. Méme si le traitement du
signal est pour le moment trés long, celui-ci peut étre accéléré grace a des serveurs
plus puissants. Avec ce matériel a disposition, la vitesse de traitement des données
nous permettrait de diminuer de fagon significative ce facteur de sous-
échantillonnage. Ce faisant, il serait théoriquement possible d’atteindre une
résolution de celle obtenue avec un analyseur FT-ICR dans la dimension indirecte.
Ces travaux et leurs perspectives pavent la route vers une révolution en matiére
d’analyse d’échantillons complexes, permettant I'élucidation des structures des

molécules aux m/z trop proches pour étre isolées.

Dans la seconde partie de ce travail, les équations décrivant le comportement
des ions précurseurs jusqu’a leur détection dans le cadre d’'une séquence de trois
impulsions ont été établies pour la premiére fois. La mise en évidence du
déplacement du centre de l'orbite des précurseurs par l'impulsion Ps; pouvant
geéneérer des fluctuations du signal met I'accent sur I'importance de réaliser des trains
d’impulsions synchronisées d’amplitude adaptée a la fréquence. Cette approche
inédite pourrait diminuer I'apparition d’harmoniques sur le spectre 2D et permettrait
ainsi une fragmentation constante sur la trajectoire des paquets d’ions précurseurs
lors de t,. Ces travaux constituent une extension des travaux réalisés par A. A.
Sehgal et al."®® et ouvrent la voie vers une nouvelle méthode d’excitation en FT-ICR

MS 2D. La description de la fragmentation dans la théorie de la FT-ICR MS 2D par
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les équations des trajectoires des ions fragments découlant de celles de leurs ions
précurseurs est aussi un travail innovant. Le changement de trajectoire de I'ion
fragment au moment de sa production est un résultat évident. Lors de sa production,
I'ion fragment, héritant de la vitesse de son ion précurseur, va évoluer sur une orbite
d’'un rayon augmenté ou diminué par rapport a celui de I'orbite de son ion précurseur
en fonction de son m/z. Ainsi, si le m/z du fragment est plus élevé que celui de son
précurseur, le rayon d'orbite résultant est augmenté. Dans le cas contraire, il est
diminué. Nous avons aussi démontré a 'aide de simulations la distribution du nuage
des fragments produits dans le cadre d’'un modéle de fragmentation linéaire. Pour un
précurseur donné, la distribution du nuage des fragments produits dépend de leur
m/z. De plus, la distribution du nuage n’est pas affectée par I'impulsion P;, et sa
rotation observée au cours de t, s’effectue autour de multiples centres d’orbites qui
générent des trajectoires circulaires croisées d’ions fragments. Ces résultats
constituent une premiére approche théorique de la fragmentation en FT-ICR MS 2D
et permettent une meilleure compréhension des micro-évenements surgissant au
sein de la cellule ICR. Il est maintenant nécessaire de remplacer le modéle linéaire
par un modele sigmoide dans le but d’'observer son incidence sur la distribution des

nuages d’ions fragments.

Une perspective possible serait de transposer la « RMN 2D en spectre
unique » développée par P. Pelupessy'®, a la FT-ICR MS 2D. Lors de cette
expérience, I'échantillon est placé dans un champ magnétique non-uniforme avec un
gradient le long de I'axe du champ magnétique. Le signal dépendant de t; devient
alors également dépendant de la position du noyau dans le gradient. Une possibilité
est donc d’ajouter a la cellule ICR un gradient de champ magnétique suivant I'axe z.
L’accumulation de la phase des ions dépendrait dans ce cas non seulement de {;,
mais aussi de la tranche de champ magnétique dans laquelle ils se trouvent. En
créant une distribution homogéne suivant I'axe z, il serait possible de désexciter lors
de l'impulsion P, des ions de m/z différents pour un méme t;, ce qui permettrait ainsi
d'obtenir aprés l'impulsion Ps; les informations structurales des molécules de
I'échantillon avec un seul et méme scan. La difficulté majeure ici est de créer une
distribution homogeéne qui serait stable suivant I'axe z. En effet, si 'on augmente la
tension entre les plaques de piégeage pour créer la distribution, la fréquence de
piégeage des ions sera elle aussi augmentée, conduisant ainsi a une oscillation des

ions dans le gradient. De plus, les fragments produits posséderont une fréquence de
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piegeage différente de celle de leur parent, compliquant ainsi la génération de
spectres MS/MS.

Les récents résultats présentés dans ce manuscrit contribuent a
'augmentation de la résolution dans la dimension indirecte ainsi qu’a la mise en
évidence des événements tenant place a proximité du centre de la cellule. Ces
développements permettent a la fois de rendre la FT-ICR MS 2D viable, mais aussi

d’acquérir les connaissances nécessaires a son amélioration.
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Annexe 2 : Spectre FT-ICR MS/MS de I'huile de sésame complexée avec des ions
SLi* et fragmentée par IRMPD : en haut le spectre MS complet ; en bas & droite un
zoom sur le précurseur ; en bas a gauche un zoom sur les fragments correspondant
a la perte d’'un acide gras neutre. Pas d’isolation de précurseurs (sélection par le
quadripdle £10 m/z).
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Annexe 3 : Spectre FT-ICR MS/MS de I'huile de sésame complexée avec des ions
SLi* et fragmentée par IRMPD : en haut le spectre MS complet ; en bas & droite un
zoom sur le précurseur ; en bas a gauche un zoom sur les fragments correspondant
a la perte d’un acide gras neutre. Isolation du précurseur m/z = 890,8 (sélection par
le quadripdle +0,5 m/z).
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Annexe 4 : Spectre FT-ICR MS/MS de I'huile de sésame complexée avec des ions
SLi* et fragmentée par IRMPD : en haut le spectre MS complet ; en bas & droite un
zoom sur le précurseur ; en bas a gauche un zoom sur les fragments correspondant
a la perte d’un acide gras neutre. Isolation du précurseur m/z = 888,8 (sélection par
le quadripdle +0,5 m/z).
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Annexe 5 : Spectre FT-ICR MS/MS de I'huile de sésame complexée avec des ions
SLi* et fragmentée par IRMPD : en haut le spectre MS complet ; en bas & droite un
zoom sur le précurseur ; en bas a gauche un zoom sur les fragments correspondant
a la perte d’un acide gras neutre. Isolation du précurseur m/z = 886,8 (sélection par
le quadripdle +0,5 m/z).
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Annexe 6 : Spectre FT-ICR MS/MS de I'huile de sésame complexée avec des ions
SLi* et fragmentée par IRMPD : en haut le spectre MS complet ; en bas & droite un
zoom sur le précurseur ; en bas a gauche un zoom sur les fragments correspondant
a la perte d’un acide gras neutre. Isolation du précurseur m/z = 884,8 (sélection par
le quadripdle +0,5 m/z).
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Annexe 7 : Interprétation du spectre MS/MS du précurseur monoisotopique de la substance P dans le cas d’une acquisition uniforme.

Acquisition uniforme (NUS 1)

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (IDAF)%) ,;[/tiigt?g l?;?aqﬁ,'f Normalisé is?)?c?r?i(c)]:e Résolution

1350.75922 MH* (+3) 1350.7557 -0.00352 -2.6 2.38E+07 6.08 26.67% 5624
1349.75128 MH* (+2) 1349.7562 0.00492 3.6 5.13E+07 13.11 57.50% 5581
1348.74334 MH* (+1) 1348.7466 0.00326 2.4 5.97E+07 15.27 66.98% 5548
1347.7354 MH?* 1347.7421 0.0067 5.0 8.91E+07 22.80 100.00% 5595
1333.73272 MH* -NH3 (+3) | 1333.7286 -0.00412 -3.1 1.73E+07 4.43 5823
1332.72478 MH* -NH3 (+2) | 1332.7249 0.00012 0.1 417E+07 10.66 5686
1331.71684 MH* -NH3 (+1) | 1331.7236 0.00676 5.1 5.05E+07 12.93 5676
1315.6942 1.50E+07 3.84 5805

1314.6936 1.67E+07 4.27 6039

1306.7248 1.43E+07 3.65 5914

1305.7246 1.93E+07 4.94 6010

1304.7313 1.66E+07 4.24 6118

1291.67294 m10 (+1) 1291.7237 0.05076 39.3 1.71E+07 4.37 6201
1290.665 m10 1290.7197 0.0547 424 2.29E+07 5.85 5931
1289.6829 1.07E+07 2.75 5866

1288.7291 1.33E+07 3.41 5689

1287.7329 1.74E+07 4.45 5920

1278.704 1.38E+07 3.53 6228

1277.7109 1.87E+07 4.79 5944

1275.6905 m5 / m6 1275.7063 0.0158 124 1.17E+07 2.98 5935
1274.7214 1.72E+07 4.40 5905

1273.689 1.39E+07 3.54 6479

1271.7236 1.24E+07 3.17 6309
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Acquisition uniforme (NUS 1)

Am

m/z non

Intensité

Rapport

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (ppm) attribue relative Normalisé isotopique Résolution

1270.7166 1.81E+07 4.63 6166

1262.6656 1.06E+07 2.72 5869

1261.659 2.86E+07 7.31 5831

1260.6585 3.46E+07 8.86 6094

1258.7077 1.21E+07 3.09 6158

1257.7092 1.54E+07 3.94 6151

1247.662 1.16E+07 2.96 6183

1219.71872 c10 (+3) 1219.7077 -0.01102 -9.0 1.99E+07 5.10 5.94% 6355
1218.71078 c10 (+2) 1218.7051 -0.00568 -4.7 8.81E+07 22.52 26.27% 6101
1217.70284 c10 (+1) 1217.7021 -0.00074 -0.6 2.46E+08 62.84 73.28% 6172
1216.6949 c10 1216.6996 0.0047 3.9 3.35E+08 85.75 100.00% 6174
1186.6354 1.07E+07 2.74 6490

1105.62678 c9 (+2) 1105.6195 -0.00728 -6.6 4.40E+07 11.25 20.37% 6798
1104.61884 c9 (+1) 1104.6166 -0.00224 -2.0 1.43E+08 36.63 66.31% 6811
1103.6109 c9 1103.6143 0.0034 3.1 2.16E+08 55.24 100.00% 6819
1079.57074 z9 (+1) 1079.5652 -0.00554 -5.1 2.42E+07 6.19 50.94% 7021
1078.5628 z9 1078.5659  0.0031 2.9 4.75E+07 12.14 100.00% 7009
1048.60528 c8 (+2) 1048.5957 -0.00958 -9.1 3.42E+07 8.75 19.36% 7365
1047.59734 c8 (+1) 1047.594 -0.00334 -3.2 1.14E+08 29.09 64.34% 7209
1046.5894 c8 1046.5924 0.003 29 1.77E+08 45.22 100.00% 7226
1007.5232 1.09E+07 2.78 8016

1004.5563 1.05E+07 2.68 8002

901.53688 c7 (+2) 901.5272 -0.00968 -10.7 3.78E+07 9.67 13.15% 8438
900.52894 c7 (+1) 900.5251 -0.00384 -4.3 1.46E+08 37.43 50.88% 8378
899.521 c7 899.5219 0.0009 1.0 2.88E+08 73.57 100.00% 8372
855.5069 2.41E+07 6.16 8901
754.46848 c6 (+2) 754.458 -0.01048 -13.9 1.74E+07 4.46 8.27% 10296
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Acquisition uniforme (NUS 1)

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (IDAF)%) ,;z[/tiigt?g l?et|ear’](isvltee Normalisé isi?c?r?igtr}e Résolution
753.46054 c6 (+1) 753.454  -0.00654 -8.7 8.66E+07 22.14 41.09% 9994
752.4526 c6 752.4522  -0.0004 -0.5 2.11E+08 53.88 100.00% 10006
676.38718 MH2+ (+4) 676.3739 -0.01328 -19.6 5.72E+07 14.63 10383
675.88321 MH2+ (+3) 675.8727 -0.01051 -15.6 2.53E+08 64.67 10840

675.6692 1.39E+07 3.56 9786

675.37924 MH2+ (+2) 675.3719 -0.00734 -10.9 8.44E+08 215.77 10935
674.87527 MH?* (+1) 674.8711 -0.00417 -6.2 2.00E+09 511.66 10998
674.3713 MH?* 674.3699 -0.0014 -2.1 3.09E+09 789.17 11120
674.294 4.26E7 10.90 17233

673.513 1.07E+07 2.75 15794

626.40988 c5 (+2) 626.3981 -0.01178 -18.8 2.28E+07 5.84 5.84% 12439
625.40194 c5 (+1) 625.3958 -0.00614 -9.8 1.33E+08 33.90 33.90% 12014
624.394 c5 624.3929 -0.0011 -1.8 3.91E+08 100.00 100.00% 11976
623.3862 c5 (-1) 623.3854  -0.0008 -1.3 4.94E+07 12.64 11915
552.3091 c9? 552.3133 0.0042 7.6 1.55E+07 3.96 13142
497.34334 c4 (+1) 497.3372 -0.00614 -12.3 4.83E+07 12.36 26.35% 15032
496.3354 c4 496.3338 -0.0016 -3.2 1.83E+08 46.91 100.00% 15191
495.3276 c4 (-1) 495.3259 -0.0017 -3.4 4.75E+07 12.15 15255
424.2523 2.08E+07 5.32 17995
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Annexe 8 : Interprétation du spectre MS/MS du précurseur monoisotopique de la substance P dans le cas d’une acquisition NUS 1/2.

Acquisition NUS 1/2

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (IDAF)%) Zlﬁiggg Ip;?aﬁ/';e Normalisé isi?c?r?igtr}e Résolution
1351.74322 H* (+4) 1351.7581 0.01488 11.0 2.58E+07 1.70 7.03% 6279
1350.73528 H* (+3) 1350.7575 0.02222 16.5 1.00E+08 6.60 27.30% 5648
1349.72734 H* (+2) 1349.7545 0.02716  20.1 2.63E+08 17.32 71.64% 5592
1348.7194 H* (+1) 1348.7626 0.0432 32.0 9.74E+07 6.42 26.55% 5418
1347.7116 MH 1347.7411 0.0295 21.9 3.67E+08 24.18 100.00% 5562
1334.71672  MH+ -NH3 (+4) | 1334.7255 0.00878 6.6 2.22E+07 1.46 9651
1333.70878  MH+ -NH3 (+3) 1333.728 0.01922 144 7.92E+07 5.22 5997
1332.70084 MH*-NH3 (+2) | 1332.7248 0.02396 18.0 2.18E+08 14.39 5657
1331.6929 MH* -NH3 (+1) | 1331.7237 0.0308 23.1 2.33E+08 15.37 5700

1316.7246 1.36E+07 0.89 10832

1316.6158 1.46E+07 0.96 7740

1315.7047 8.48E+07 5.59 7147

1314.698 8.10E+07 5.34 5764

1307.7076 1.35E+07 0.89 7779

1306.7385 6.97E+07 4.60 8669

1305.7215 9.31E+07 6.14 5746

1304.7709 9.14E+07 6.02 8382

1303.7257 1.00E+08 6.61 5765

1301.7556 1.46E+07 0.96 10765

1293.68882 m10 (+3) 1293.6811 -0.00772 -6.0 2.28E+07 1.50 10299
1292.68088 m10 (+2) 1292.6975 0.01662 12.9 4 17E+07 2.75 8513
1291.67294 m10 (+1) 1291.723 0.05006 38.8 6.60E+07 4.35 5918
1290.665 m10 1290.7237 0.0587 455 5.69E+07 3.75 5848
1289.7971 2.83E+07 1.87 11205

1289.7046 2.68E+07 1.76 5397
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Acquisition NUS 1/2

Am

m/z non

Intensité

Rapport

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (ppm) attribué relative Normalisé isotopique Résolution
1289.6371 3.11E+07 2.05 11241
1288.7439 6.53E+07 4.30 10021
1285.6974 1.20E+07 0.79 9354
1279.72226 mS5 / m6 (+4) 1279.7019 -0.02036 -15.9 2.25E+07 1.48 9152
1278.71432 mS5 / m6 (+3) 1278.7084 -0.00592 -4.6 5.77TE+07 3.80 3537
1277.70638 mS5 / m6 (+2) 1277.6931 -0.01328 -10.4 8.21E+07 5.41 5842
1276.69844 m5 / m6 (+1) 1276.7129 0.01446 11.3 2.24E+07 1.47 7522
1275.6905 mS / m6 1275.726 0.0355 27.8 7.66E+07 5.05 5560
1274.72448 m11 (+2) 1274.7359 0.01142 9.0 6.00E+07 3.95 5812
1273.71654 m11 (+1) 1273.6908 -0.02574 -20.2 4.94E+07 3.26 4693
1272.7086 m11 1272.7151 0.0065 5.1 1.31E+07 0.87 8175
1271.7174 6.14E+07 4.05 9343
1270.7111 7.87TE+07 5.19 6925
1262.6357 5.22E+07 3.44 11306
1261.6619 1.47E+08 9.70 5884
1260.6585 1.47E+08 9.66 5995
1258.69 7.33E+07 4.83 10007
1257.7071 6.60E+07 4.35 6032
1249.6948 4 17E+07 2.75 10055
1248.6352 3.97E+07 2.61 10510
1241.6911 1.76E+07 1.16 10841
1240.638 1.58E+07 1.04 10431
1233.678 1.20E+07 0.79 8864
1219.71872 c10 (+3) 1219.7057 -0.01302 -10.7 6.07E+07 4.00 4.38% 5852
1218.71078 c10 (+2) 1218.7069 -0.00388 -3.2 3.12E+08 20.55 22.51% 6064
1217.9406 1.87E+07 1.23 10208
1217.70284 c10 (+1) 1217.7026  -0.00024 -0.2 1.14E+09 75.28 82.43% 6154
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Acquisition NUS 1/2

Am

m/z non

Intensité

Rapport

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (ppm) attribué relative Normalisé isotopique Résolution

1216.6949 c10 1216.6996 0.0047 3.9 1.39E+09 91.31 100.00% 6231
1216.4428 1.27E+07 0.84 8905

1204.6508 1.52E+07 1.00 9810

1200.67634 b10 (+1) 1200.6672 -0.00914 -7.6 1.38E+07 0.91 56.88% 10063
1199.6684 b10 1199.6905 0.0221 18.4 2.43E+07 1.60 100.00% 8019
1191.6343 y10 1191.6095 -0.0248 -20.8 1.04E+07 0.68 11666
1187.6884 2.74E+07 1.81 9018

1186.6212 3.37E+07 2.22 11162
1106.63472 c9 (+3) 1106.6109 -0.02382 -21.5 3.15E+07 2.08 3.45% 11935
1105.62678 c9 (+2) 1105.6203 -0.00648 -5.9 1.56E+08 10.26 17.01% 6678
1104.8139 1.18E+07 0.78 12921

1104.61884 c9 (+1) 1104.6168 -0.00204 -1.8 6.44E+08 42 .45 70.40% 6804
1103.6109 c9 1103.6149 0.004 3.6 9.15E+08 60.30 100.00% 6709
1094.5815 y9 1094.5753 -0.0062 -5.7 1.88E+07 1.24 9444
1080.55474 z9 (+1) 1080.5557 0.00096 0.9 1.23E+07 0.81 9.71% 6211
1079.5468 z9 1079.5658 0.019 17.6 1.27E+08 8.34 100.00% 6785
1078.539 y9 -NH3 (+1) 1078.5656 0.0266  24.7 2.17E+08 14.33 6932
1060.5735 1.47E+07 0.97 12752
1059.5873 2.81E+07 1.85 13769

1049.61322 c8 (+3) 1049.6193 0.00608 5.8 1.89E+07 1.25 2.42% 9455
1048.60528 c8 (+2) 1048.596 -0.00928 -8.8 1.27E+08 8.35 16.22% 7281
1047.59734 c8 (+1) 1047.5941 -0.00324 -3.1 5.26E+08 34.67 67.33% 7242
1046.5894 c8 1046.5924 0.003 2.9 7.81E+08 51.48 100.00% 7079
1021.53 1.64E+07 1.08 7155

1020.5428 3.53E+07 2.32 14511

1018.5504 1.07E+07 0.71 8611
1008.5569 2.11E+07 1.39 11590
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Acquisition NUS 1/2

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (IDAF)%) Zlﬁiggg Ip;?aﬁ/';e Normalisé isi?c?r?igtr}e Résolution
1007.5164 2.50E+07 1.64 9734
1007.4699 2.23E+07 1.47 11519
1005.5475 2.37E+07 1.56 4584
1004.5826 3.44E+07 2.27 10111
1004.4933 2.61E+07 1.72 12541
946.5182 1.07E+07 0.70 8889
902.54482 c7 (+3) 902.5243  -0.02052 -22.7 1.88E+07 1.24 1.53% 12735
901.53688 c7 (+2) 901.5294 -0.00748 -8.3 1.42E+08 9.36 11.54% 8479
900.52894 c7 (+1) 900.5242 -0.00474 -5.3 7.16E+08 47.21 58.21% 8320
899.521 c7 899.5219 0.0009 1.0 1.23E+09 81.11 100.00% 8413
856.5093 4.87E+07 3.21 9408
855.5079 1.13E+08 7.42 8574
754.46848 c6 (+2) 754.4585 -0.00998 -13.2 6.49E+07 4.27 7.75% 10067
753.46054 c6 (+1) 753.4545 -0.00604 -8.0 4.02E+08 26.50 48.01% 9933
752.4526 cb 752.4525 -1E-04 -0.1 8.37E+08 55.19 100.00% 9976
751.4448 c6 (-1) 751.4238 -0.021 -27.9 2.45E+07 1.62 13194
676.38718 MH?* (+4) 676.3713  -0.01588 -23.5 7.03E+07 4.63 10838
675.88321 MH2+(+3) 675.8712 -0.01201 -17.8 5.16E+08 34.02 11099
675.6994 1.89E+07 1.24 16604
675.6646 2.17E+07 1.43 12371
675.636 1.48E+07 0.98 22276
675.5551 1.35E+07 0.89 19818
675.37924 MH?* (+2) 675.3721 -0.00714 -10.6 2.59E+09 170.71 10892
675.2299 3.08E+07 2.03 17706
675.1908 2.22E+07 1.47 20636
675.1592 2.08E+07 1.37 20501
675.1224 2.29E+07 1.51 17941
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Acquisition NUS 1/2

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (IDAF)%) Zlﬁiggg Ip::?arjti/ltae Normalisé isi?c?r?igtr}e Résolution
675.0871 2.75E+07 1.81 19322
675.0517 3.15E+07 2.08 20482
674.87527 MH?* (+1) 674.871 -0.00427 -6.3 8.32E+09 548.37 10999
674.3713 MH?* 674.3698 -0.0015 -2.2 1.65E+10 1086.59 11186
674.2937 2.30E+08 15.17 17226
673.8217 2.07E+07 1.36 22124
673.6689 1.16E+07 0.77 20532
673.5557 2.42E+07 1.60 17517
673.4858 1.58E+07 1.04 21134
673.4136 1.43E+07 0.94 19065
665.86 2.50E+07 1.65 14273
626.40988 c5 (+2) 626.3982 -0.01168 -18.6 7.90E+07 5.20 5.20% 12452
625.40194 c5 (+1) 625.3953 -0.00664 -10.6 6.38E+08 42.02 42.02% 11768
624.394 c5 624.3929 -0.0011 -1.8 1.52E+09 100.00 100.00% 11892
623.3862 c5 (-1) 623.3851 -0.0011 -1.8 2.28E+08 15.02 12083
607.3675 b5 607.3685 0.001 1.6 1.18E+07 0.78 16895
606.3847 1.02E+07 0.67 13898
553.3202 1.72E+07 1.13 9261
552.3091 c9? 552.3124 6.91E+07 4.55 12798
497.34334 c4 (+1) 497.3366 2.03E+08 13.39 29.97% 14964
496.3354 c4 496.3338 6.78E+08 44.69 100.00% 15045
495.3276 c4 (-1) 495.3258 1.96E+08 12.90 15126
425.2555 1.19E+07 0.79 17691
425.2504 1.27E+07 0.84 27752
424.2523 7.94E+07 5.23 18031
254.1612 b2 254.158 2.36E+07 1.56 43673
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Annexe 9 : Interprétation du spectre MS/MS du précurseur monoisotopique de la substance P dans le cas d’une acquisition NUS 1/4.

Acquisition NUS 1/4

m/z théorique Attribution atfr?l/)zué Am (pﬁ)nr:]) I:t/t?igt?g Ip;?ar][i/';e Normalisé isi?(fr?igzte Résolution
1350.75922 MH* (+3) 1350.7823 0.02308 17.1 4.25E+07 0.57 3.67% 6602
1349.75128 MH" (+2) 1349.7531 0.00182 1.3 6.98E+08 9.29 60.21% 5216
1348.74334 MH* (+1) 1348.752 0.00866 6.4 1.16E+09 15.43 100.00% 5549
1347.7354 MH* 1347.7399 0.0045 3.3 1.09E+09 14.52 94.07% 5642
1333.70878 MH* -NH3 (+2) | 1333.7235 0.01472 11.0 2.71E+07 0.36 9496
1332.70084 MH* -NH3 (+1) | 1332.7256 0.02476 18.6 4.04E+08 5.38 5880
1331.6929 MH* -NH3 +1) |1331.7234 0.0305 22.9 6.40E+08 8.52 5600
1315.7342 8.74E+07 1.16 9077
1314.6967 2.34E+08 3.1 6011
1306.7347 4 48E+07 0.60 5641
1305.7159 2.08E+08 2.77 5674
1304.8106 7.42E+07 0.99 10477
1304.7242 7.16E+07 0.95 3936
1304.655 7.38E+07 0.98 8940
1303.7287 2.71E+08 3.60 6193
1302.7097 1.22E+07 0.16 5591
1301.76 2.65E+07 0.35 11136
1293.6652 1.39E+07 0.18 5437
1291.67294 m10 (+1) 1291.719 0.04606 35.7 1.54E+08 2.06 5917
1290.665 m10 1290.7158 0.0508 394 2.90E+08 3.86 6075
1288.7777 6.05E+07 0.81 9934
1287.72 1.21E+08 1.61 7454
1285.7249 1.79E+07 0.24 7575
1284.785 1.90E+07 0.25 10800
1284.7399 1.95E+07 0.26 9155
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Acquisition NUS 1/4
m/z théorique Attribution atfr?l/)zué Am (ﬁpnr:]) I:t/t?igt?g Ipet?arli,lée Normalisé isi?(fr?igzte Résolution
1277.7069 2.25E+08 3.00 5172
1275.7257 1.49E+08 1.99 5277
1274.7228 2.31E+08 3.07 5061
1273.7233 1.10E+08 1.47 10303
1271.7506 5.98E+07 0.80 8867
1270.7075 2.22E+08 2.96 8390
1261.6633 2.84E+08 3.78 5897
1260.6609 4.34E+08 5.78 5850
1258.6982 8.76E+07 1.17 9052
1257.6647 1257.7056 2.05E+08 2.73 6337
1256.6642 3.06E+07 0.41 3754
1253.6746 2.24E+07 0.30 8697
1249.7288 4.60E+07 0.61 10544
1249.6575 4.35E+07 0.58 6747
1248.6563 4.56E+07 0.61 6277
1247.7053 6.77E+07 0.90 8264
1244.6608 1.05E+07 0.14 5974
1243.6635 1.36E+07 0.18 8010
1240.6756 4.08E+07 0.54 11159
1232.6385 2.10E+07 0.28 8529
1219.71872 1219.7192 2.67E+07 0.36 8116
1218.71078 1218.7243 6.05E+07 0.81 6680
1217.9511 4.52E+07 0.60 10681
1217.70284 1217.7036 217E+09 28.83 6263
1216.6949 1216.7004 3.94E+09 52.49 6346
1204.6614 1.58E+07 0.21 5045
1203.6667 3.28E+07 0.44 9223
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Acquisition NUS 1/4

m/z

Am

m/z non

Intensité

Rapport

m/z théorique Attribution attribué Am (ppm) attribué relative Normalisé isotopique Résolution

1201.5976 2.12E+07 0.28 12527

1199.6684 b10 1199.6611 -0.0073 -6.1 5.20E+07 0.69 100.00% 7388
1199.6062 5.14E+07 0.68 11753
1191.6343 y10 1191.6314 -0.0029 -24 2.39E+07 0.32 11079
1189.6187 Y10 1189.5942 -0.0245 -20.6 2.02E+07 0.27 12043
1187.6551 2.83E+07 0.38 7021

1187.592 2.86E+07 0.38 6917

1186.6438 7.15E+07 0.95 6128

1105.62678 c9 (+2) 1105.6286 0.00182 1.6 4 41E+07 0.59 1.52% 12330
1104.61884 c9 (+1) 1104.6182 -0.00064 -0.6 1.32E+09 17.60 45.42% 6848
1103.6109 c9 1103.6155 0.0046 4.2 2.91E+09 38.76 100.00% 6761
1094.5723 8.48E+07 1.13 11108

1086.5843 b9 1086.6056 0.0213 19.6 1.21E+07 0.16 11373
1080.55474 z9 (+1) 1080.5792 0.02446 22.6 1.01E+08 1.34 23.94% 7990
1079.5468 z9 1079.5719  0.0251 23.2 4.22E+08 5.61 100.00% 7126
1078.539 y9 -NH3 1078.567 0.028 26.0 6.81E+08 9.07 7325
1077.5488 2.81E+07 0.37 8645
1060.5639 1.91E+07 0.25 10567
1059.6058 6.34E+07 0.84 10408
1048.60528 c8 (+2) 1048.6195 0.01422 13.6 3.63E+07 0.48 1.36% 13822
1047.59734 c8 (+1) 1047.5961 -0.00124 -1.2 1.12E+09 14.90 42.10% 6845
1046.5894 c8 1046.5928 0.0034 3.2 2.66E+09 35.38 100.00% 7082
1045.5602 1.71E+07 0.23 13182
1031.5934 1.08E+07 0.14 11273

1031.5673 1.04E+07 0.14 8226

1029.5629 b8 1029.5628 -1E-04 -0.1 1.28E+07 0.17 9330
1022.4944 2.09E+07 0.28 12924
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Acquisition NUS 1/4

m/z théorique Attribution atfr?l/)zué Am (ﬁpnr:]) I:t/t?igt?g Ipet?arli,lée Normalisé isi?(fr?igzte Résolution
1021.558 2.36E+07 0.31 11830
1021.5293 2.54E+07 0.34 14780
1020.5387 7.89E+07 1.05 12957
1018.5376 1.12E+07 0.15 14941
1017.5768 4.90E+07 0.65 11215
1008.5495 2.98E+07 0.40 12031
1008.4955 4.00E+07 0.53 14737
1007.4909 8.87E+07 1.18 13064
1005.5373 3.26E+07 0.43 12994
1004.5154 8.79E+07 1.17 12983
1003.5646 2.33E+07 0.31 10688
1002.5885 1.17E+07 0.16 9756
986.5795 1.57E+07 0.21 15189
946.5152 2.84E+07 0.38 9160
933.5082 2.28E+07 0.30 12497
933.4852 2.37TE+07 0.32 14957
901.53688 c7 (+2) 901.5363 -0.00058 -0.6 5.69E+07 0.76 1.18% 10434
900.52894 c7 (+1) 900.5243 -0.00464 -5.2 1.65E+09 21.93 34.16% 8059
899.521 c7 899.5222  0.0012 1.3 4.82E+09 64.20 100.00% 8673
898.5481 2.66E+07 0.35 16299
882.4944 b7 882.497 0.0026 2.9 1.98E+07 0.26 12773
857.5131 2.02E+07 0.27 17775
856.5111 1.88E+08 2.50 8789
855.5066 4.33E+08 5.77 7993
839.4859 1.15E+07 0.15 14241
754.46848 c6 (+2) 754.4635 -0.00498 -6.6 3.55E+07 0.47 0.95% 14141
753.46054 c6 (+1) 753.4547 -0.00584 -7.8 1.01E+09 13.43 26.90% 9388
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Acquisition NUS 1/4

m/z théorique Attribution atfr?l/)zué Am (ﬁpnr:]) I:t/t?igt?g Ipet?arli,lée Normalisé isi?(fr?igzte Résolution
752.4526 c6 7524523 -0.0003 -0.4 3.75E+09 49.92 100.00% 10309
751.4332 9.42E+07 1.25 18598
735.426 b6 735.4223 -0.0037 -5.0 1.60E+07 0.21 11465
734.4389 1.12E+07 0.15 19195
708.4366 1.53E+07 0.20 10885
675.9396 1.77E+07 0.24 22212
675.88321 MH?* (+3) 675.883 -0.00021 -0.3 3.98E+08 5.29 12605
675.37924 MH?* (+2) 675.3747 -0.00454 -6.7 1.23E+09 16.39 12050
675.2992 5.62E+07 0.75 14473
675.2242 5.96E+07 0.79 22180
675.0785 3.83E+07 0.51 19150
675.0439 4.31E+07 0.57 22097
675.0153 9.90E+07 1.32 17928
674.87527 MH?* (+1) 674.8711 -0.00417 -6.2 1.55E+10 206.69 10934
674.7019 8.41E+07 1.12 18827
674.3713 MH?* 674.3697 -0.0016 -24 5.48E+10 729.56 11305
673.5938 2.64E+07 0.35 22483
665.8588 1.16E+08 1.54 16486
656.852 1.89E+07 0.25 10169
626.40988 c5 (+2) 626.3998 -0.01008 -16.1 4 .54E+07 0.60 0.60% 14813
625.40194 c5 (+1) 625.3952 -0.00674 -10.8 1.71E+09 22.74 22.74% 11525
624.394 c5 624.3925 -0.0015 -24 7.51E+09 100.00 100.00% 12048
623.3862 c5 (-1) 623.3841 -0.0021 -3.4 1.02E+09 13.51 12400
607.3675 b5 607.3701 0.0026 4.3 3.36E+07 0.45 12786
606.3779 3.43E+07 0.46 12604
600.337 3.26E+07 0.43 21645
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Acquisition NUS 1/4

m/z théorique Attribution atfr?l/)zué Am (ﬁpnr:]) I:t/t?igt?g Ipet?arli,lée Normalisé isi?(fr?igzte Résolution
553.323 3.34E+07 0.44 19855
552.3091 c9?* 552.3125 0.0034 6.2 3.38E+08 4.50 12399
524.3035 1.64E+07 0.22 18518
497.34334 c4 (+1) 497.3365 -0.00684 -13.8 5.42E+08 7.21 16.71% 14872
496.3354 c4 496.3334  -0.002 -4.0 3.24E+09 43.19 100.00% 15255
495.3276 c4 (-1) 495.3256  -0.002 -4.0 8.82E+08 11.74 15291
479.3089 b4 479.3065 -0.0024 -5.0 1.20E+07 0.16 20506
478.3209 2.02E+07 0.27 20610
453.3268 2.16E+07 0.29 30506
425.2538 3.07E+07 0.41 28387
424.2521 4.09E+08 5.45 17663
382.2561 b3 382.2523 -0.0038 -9.9 1.17E+07 0.16 32853
364.2445 2.20E+07 0.29 24399
354.1759 1.01E+07 0.13 13291
271.1864 1.35E+08 1.79 28639
270.1801 1.57E+07 0.21 55436
254.159 1.58E+08 210 46992
243.1451 1.17E+07 0.16 56376
243.1433 1.22E+07 0.16 53572
237.1329 2.04E+07 0.27 28226
226.153 1.28E+07 0.17 42999
2261177 3.02E+07 0.40 55868
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Annexe 10 : Interprétation du spectre MS/MS du précurseur monoisotopique de la substance P dans le cas d’une acquisition NUS 1/8.

Acquisition NUS 1/8

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (pAqu) I:t/t?itr;t?g Intensité relative Normalisé isi?gr?iglrjte Résolution
1350.73528 MH" (+3) 1350.7586  0.02332 17.3 5.53E+07 0.46 2.93% 8950
1349.72734 MH* (+2) 1349.7526  0.02526 18.7 1.93E+08 1.60 10.23% 6044
1348.7194 MH* (+1) 1348.7468 0.0274 20.3 1.89E+09 15.63 100.00% 6405
1347.7116 MH* 1347.7353 0.0237 17.6 1.88E+09 15.51 99.27% 5432
1332.70084 MH"-NH3 (+2) | 1332.7177 0.01686 12.7 9.83E+07 0.81 5781
1331.6929 MH* -NH3 (+1) | 1331.7191 0.0262 19.7 1.07E+09 8.88 5097
1314.6827 3.71E+08 3.07 5290
1305.7188 3.46E+08 2.86 3458
1303.7219 4.55E+08 3.77 6133
1301.7091 2.56E+07 0.21 7279
1292.6791 4.01E+07 0.33 5703
1292.6191 3.86E+07 0.32 8043
1291.7399 4.65E+07 0.38 5893
1290.665 m10 1290.7155 0.0505 39.1 5.03E+08 4.16 5864
1289.7092 7.47E+07 0.62 7230
1287.7523 1.31E+08 1.08 7475
1284.7133 2.65E+07 0.22 9156
1277.6968 3.95E+08 3.26 5570
1275.8314 2.33E+07 0.19 10992
1274.7155 3.76E+08 3.11 7731
1273.6571 1.03E+08 0.85 6408
1270.8003 1.43E+08 1.18 8836
1261.6745 6.51E+07 0.54 6734
1260.6532 7.12E+08 5.89 5624
1257.68854 m7 / m8 (+1) 1257.6984  0.00986 7.8 3.45E+08 2.86 6517
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Acquisition NUS 1/8

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (pAqu) I:t/t?itr;t?g Intensité relative Normalisé is?)?gr?iglrjte Résolution
1256.6806 m7 / m8 1256.6752 -0.0054 -4.3 3.49E+07 0.29 5937
1253.6683 3.59E+07 0.30 11462
1249.6591 6.51E+07 0.54 7063
1247.6373 9.27E+07 0.77 9836
1245.6728 1.14E+07 0.09 8823
1243.6301 2.11E+07 0.17 7504
1240.6966 3.71E+07 0.31 7600
1234.6647 1.03E+07 0.09 11611
1232.6586 2.55E+07 0.21 9607
1221.6584 1.12E+07 0.09 9984
1219.71872 c10 (+3) 1219.7007 -0.01802 -14.8 1.88E+07 0.16 0.28% 5436
1218.71078 c10 (+2) 1218.6971 -0.01368 -11.2 1.03E+08 0.85 1.52% 10800
1217.70284 c10 (+1) 1217.7046 0.00176 1.4 4.63E+08 3.83 6.83% 7139
1216.6949 c10 1216.6969 0.002 1.6 6.77E+09 56.03 100.00% 6005
1215.6871 c10 (-1) 1215.7119 0.0248 204 1.13E+07 0.09 7608
1204.5967 1.76E+07 0.15 10107
1203.6956 4.04E+07 0.33 11413
1202.6042 1.30E+07 0.11 11495
1201.6269 1.96E+07 0.16 9581
1199.6684 b10 1199.6606 -0.0078 -6.5 1206.6233 8.18E+07 0.68 100.00% 6849
1191.6343 y10 1191.648 0.0137 11.5 1204.5992 2.30E+07 0.19 9841
1189.5943 2.81E+07 0.23 11076
1186.6805 7.20E+07 0.60 10487
1130.5868 1.49E+07 0.12 8685
1115.595 1.36E+07 0.1 9200
1105.62678 c9 (+2) 1105.6082 -0.01858 -16.8 6.01E+07 0.50 1.18% 10851
1104.61884 c9 (+1) 1104.6186 -0.00024 -0.2 3.09E+08 2.56 6.04% 7212
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Acquisition NUS 1/8

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (pAqu) I:t/t?itr;t?g Intensité relative Normalisé is?)?gr?iglrjte Résolution
1103.6109 c9 1103.6116 0.0007 0.6 5.11E+09 42.28 100.00% 7059
1094.5815 y9 1094.5972 0.0157 14.3 9.62E+07 0.80 4389
1086.5843 b9 1086.5921 0.0078 7.2 1.99E+07 0.16 7163
1080.55474 z9 (+1) 1080.5743 0.01956 18.1 4 41E+07 0.37 12.54% 7246
1079.5468 z9 1079.5726 0.0258 23.9 3.52E+08 2.91 100.00% 8070
1078.539 y9 -NH3 1078.5639 0.0249 23.1 1.11E+09 9.17 6758

1077.5503 4.54E+07 0.38 10778

- 1059.6222 5.44E+07 0.45 9163

1048.60528 c8 (+2) 1048.6207 0.01542 14.7 3.65E+07 0.30 0.80% 7250
1047.59734 c8 (+1) 1047.5975 0.00016 0.2 2.72E+08 2.25 6.00% 7987
1046.5894 c8 1046.5891 -0.0003 -0.3 4.54E+09 37.52 100.00% 7230
1045.5734 1.67E+07 0.14 8728

1031.5601 1.23E+07 0.10 6914

1029.5629 b8 1029.5535 -0.0094 -9.1 1.77E+07 0.15 5447
1022.5303 2.11E+07 0.17 10126

1020.534 7.58E+07 0.63 7679

1017.5276 6.29E+07 0.52 11825

1007.523 1.02E+08 0.84 7343

1004.5405 1.05E+08 0.86 10189

1003.591 3.05E+07 0.25 6904

1002.5843 1.58E+07 0.13 9168

1002.5623 1.62E+07 0.13 13765

986.5592 1.91E+07 0.16 12036

948.4899 1.03E+07 0.09 6812

946.5148 4. 74E+07 0.39 12802

933.5014 3.14E+07 0.26 11781
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Acquisition NUS 1/8

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (pAqu) I:t/t?itr;t?g Intensité relative Normalisé isi?gr?iglrjte Résolution
901.53688 c7 (+2) 901.5465 0.00962 10.7 4.73E+07 0.39 0.59% 14269
900.52894 c7 (+1) 900.5236 -0.00534 -5.9 4.21E+08 3.49 5.29% 9091

899.521 c7 899.5189 -0.0021 -2.3 7.97E+09 65.91 100.00% 8819
898.5132 c7 (-1) 898.5151 0.0019 2.1 3.53E+07 0.29 12954
882.4944 b7 882.4897 -0.0047 -5.3 2.60E+07 0.22 11123
881.4993 1002.5702 1.21E+07 0.10 8408

856.5139 986.5576 1.58E+08 1.31 10173

855.505 953.474 7.07E+08 5.85 9532

839.4869 949.4714 1.62E+07 0.13 12990

756.423 948.4947 1.74E+07 0.14 16047

753.46054 c6 (+1) 753.4533 -0.00724  -9.6 2.44E+08 2.02 10976
752.5488 4.73E+07 0.39 13158

752.4526 c6 752.4491 -0.0035 -4.7 6.10E+09 50.46 9503
751.4448 c6 (-1) 751.4458 0.001 1.3 9.21E+07 0.76 12462
735.426 b6 735.4233 -0.0027 -3.7 2.59E+07 0.21 12265
734.4453 1.49E+07 0.12 10881

708.4362 1.45E+07 0.12 17089

676.0145 4.22E+07 0.35 21322

675.88321 MH?* (+3) 675.8779 -0.00531 -7.9 4.30E+08 3.55 17571
675.37924 MH?* (+2) 675.3719 -0.00734 -10.9 1.95E+09 16.16 11135
675.2866 3.26E+07 0.27 19683

674.87527 MH?* (+1) 674.8719 -0.00337 -5.0 6.48E+09 53.63 11097
674.3713 MH?* 674.3685 -0.0028 -4.2 9.66E+10 799.28 11100
665.8543 1.31E+08 1.09 10274

656.8515 2.7TE+Q7 0.23 11928

625.40194 c5 (+1) 625.3958 -0.00614  -9.8 3.78E+08 3.13 3.13% 12287
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Acquisition NUS 1/8

m/z théorique Attribution m/z attribué Am (pAqu) I:t/t?itr;t?g Intensité relative Normalisé is?)?gr?iglrjte Résolution

624.394 c5 624.3911 -0.0029 -4.6 1.21E+10 100.00 100.00% 11133
623.3862 c5 (-1) 623.3831 -0.0031 -5.0 1.60E+09 13.27 12028
607.3675 b5 607.3585 -0.009 -14.8 4. 79E+07 0.40 18771
606.3813 4.76E+07 0.39 17155

600.3378 b10% 600.3361 -0.0017 -2.8 3.98E+07 0.33 12591
591.3329 1.17E+07 0.10 17672

581.388 1.25E+07 0.10 16613

565.3529 1.46E+07 0.12 9542

552.3091 c9?* 552.3113 0.0022 4.0 5.49E+08 4.54 13308
2.14E+07 0.18 25938

497.34334 c4 (+1) 497.3368 -0.00654 -13.2 1.51E+08 1.25 2.79% 15367
496.3354 c4 496.3327 -0.0027 -54 5.40E+09 44 .63 100.00% 15176
495.3276 c4 (-1) 495.3247 -0.0029 -5.9 1.43E+09 11.85 14865
479.3089 b4 479.3045 -0.0044 -9.2 1.42E+07 0.12 16520
478.3238 2.74E+07 0.23 23433

453.3272 2.15E+07 0.18 24574

424.2516 6.58E+08 5.44 17498

382.2561 b3 382.2544 -0.0017 -4.4 1.25E+07 0.10 14865
364.2426 2.99E+07 0.25 21816

356.2756 1.57E+07 0.13 29498

354.1753 1.37E+07 0.11 27820

254.1598 1.76E+08 1.45 38773

243.1436 1.34E+07 0.11 34591

237.1329 2.95E+07 0.24 36946

226.1536 1.61E+07 0.13 26690

226.1169 3.59E+07 0.30 22630
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Annexe 11 : Interprétation du spectre MS/MS du précurseur monoisotopique de la substance P dans le cas d’une acquisition NUS 1/16.

Acquisition NUS 1/16
m/z théorique  Attribution | m/z attribué Am Am m/z non attribué Intensité relative Normalisé .Rapp.ort Résolution
(ppm) isotopique
1350.75922 MH* (+3) 1350.7732  0.01398 10.3 6.95E+07 0.53 3.88% 8726
1349.75128 MH* (+2) 1349.7442  -0.00708 -5.2 2.26E+08 1.74 12.64% 5959
1348.74334 MH* (+1) 1348.7251 -0.01824 -13.5 1.10E+09 8.44 61.27% 7561
1347.7354 MH* 1347.7285  -0.0069 -5.1 1.79E+09 13.78 100.00% 5930
1332.7259 1.06E+08 0.81 6567
1331.6975 9.63E+08 7.40 8392
1314.6991 2.92E+08 2.24 4059
1305.6985 3.29E+08 2.53 9032
1303.7216 3.66E+08 2.82 7426
1301.7689 2.84E+07 0.22 6812
1292.68088 m10 (+2) 1292.7054  0.02452 19.0 5.63E+07 0.43 7582
1291.67294 m10 (+1) 1291.7178  0.04486  34.7 6.22E+07 0.48 7433
1290.665 m10 1290.7165 0.0515 39.9 5.22E+08 4.01 6673
1289.6997 7.37TE+07 0.57 8829
1288.6217 2.46E+07 0.19 10769
1287.7334 1.26E+08 0.97 5805
1284.7216 2.62E+07 0.20 7464
1277.6856 3.19E+08 2.45 5414
1273.6741 1.05E+08 0.81 7738
1267.6417 1.01E+07 0.08 4692
1261.6548 7.88E+07 0.61 7983
1260.6905 5.33E+08 4.10 7126
1260.6249 5.74E+08 4.42 7702
1256.6806 m7 / m8 1256.6645  -0.0161 -12.8 3.88E+07 0.30 10208
1253.6656 3.13E+07 0.24 6038
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Acquisition NUS 1/16

Am

Rapport

m/z théorique  Attribution | m/z attribué Am (ppm) m/z non attribué Intensité relative Normalisé isotopique Résolution
1249.6546 6.29E+07 0.48 4681
1247.648 m1 1247.6341 -0.0139  -1141 7.99E+07 0.61 4000
1245.6803 1.23E+07 0.09 3308
1243.6456 2.36E+07 0.18 6069
1242.7106 da11 1242.6789  -0.0317 -25.5 1.13E+07 0.09 11495
1240.6667 4.00E+07 0.31 7393
1234.6392 1.49E+07 0.11 8307
1233.6611 1.05E+07 0.08 11171
1232.6602 2.53E+07 0.19 6864
1221.6463 1.07E+07 0.08 6815
1218.71078 c10 (+2) 1218.7157  0.00492 4.0 1.46E+08 1.12 2.18% 7739
1218.6737 1.42E+08 1.09 8872
1217.70284 c10 (+1) 1217.7054  0.00256 2.1 6.19E+08 4.76 9.21% 6576
1216.6949 c10 1216.6959 0.001 0.8 6.72E+09 51.63 100.00% 7351
1215.6871 c10 (-1) 1215.7121 0.025 20.6 1.31E+07 0.10 9039
1214.5869 1.18E+07 0.09 12089
1204.6139 1.86E+07 0.14 5466
1203.6833 3.59E+07 0.28 5962
1202.6111 1.83E+07 0.14 7238
1201.6415 2.00E+07 0.15 8033
1199.6684 b10 1199.6534 -0.015 -12.5 7.72E+07 0.59 100.00% 6393
1191.6343 y10 1191.6341 -0.0002 -0.2 2.58E+07 0.20 8167
1190.6127 1.12E+07 0.09 10371
1189.6187 Y10 1189.6169  -0.0018 -1.5 2.46E+07 0.19 7323
1186.6432 7.28E+07 0.56 7359
1182.6418 b10 -NH3 | 1182.6463 0.0045 3.8 1.15E+07 0.09 8418
1175.6546 1.05E+07 0.08 7483
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Acquisition NUS 1/16

Am

Rapport

m/z théorique  Attribution | m/z attribué Am (ppm) m/z non attribué Intensité relative Normalisé isotopique Résolution
1130.5706 1.21E+07 0.09 6584
1115.5856 1.27E+07 0.10 6489
1105.62678 c9 (+2) 1105.6236  -0.00318 -2.9 8.01E+07 0.62 1.57% 9852
1104.61884 c9 (+1) 1104.6057 -0.01314 -11.9 4.37E+08 3.36 8.56% 8750
1103.6109 c9 1103.6189 0.008 7.2 5.11E+09 39.29 100.00% 4334
1094.5815 y9 1094.5842 0.0027 2.5 9.38E+07 0.72 8602
1086.5843 b9 1086.5743 -0.01 -9.2 2.04E+07 0.16 6743
1080.55474 z9 (+1) 1080.5669  0.01216 11.3 5.58E+07 0.43 22.71% 7209
1079.5468 z9 1079.5548 0.008 7.4 2.46E+08 1.89 100.00% 11808
1078.539 y9 -NH3 1078.5744 0.0354 32.8 9.19E+08 7.07 8813
1078.541 9.10E+08 7.00 9628
1077.5539 4.04E+07 0.31 7199
1076.5687 1.05E+07 0.08 11154
1059.6037 5.40E+07 0.41 8847
1048.60528 c8 (+2) 1048.5967 -0.00858  -8.2 6.57E+07 0.51 1.47% 6417
1047.59734 c8 (+1) 1047.5926 -0.00474 -45 3.64E+08 2.80 8.14% 6494
1046.5894 c8 1046.5847  -0.0047 -4.5 4 47E+09 34.38 100.00% 6060
1045.5816 c8 (-1) 1045.5655  -0.0161 -15.4 1.79E+07 0.14 9950
1031.5697 1.38E+07 0.1 8239
1029.5629 b8 1029.5469 -0.016 -15.5 1.65E+07 0.13 5966
1022.508 2.28E+07 0.18 9829
1020.5408 7.93E+07 0.61 6350
1018.5474 1.02E+07 0.08 6943
1017.5569 4 .98E+07 0.38 6906
1008.5141 3.63E+07 0.28 13427
1007.5142 1.02E+08 0.78 8556
1004.5365 1.02E+08 0.78 8814

140




Acquisition NUS 1/16

m/z théorique  Attribution | m/z attribué Am Am m/z non attribué Intensité relative Normalisé . Rapport Résolution
(ppm) isotopique

1003.5787 3.02E+07 0.23 8145
1002.5745 1.46E+07 0.1 12134
986.5629 1.67E+07 0.13 4578
948.4683 1.30E+07 0.10 9513
946.5087 4.24E+07 0.33 6732
933.5037 2.86E+07 0.22 8970
901.53688 c7 (+2) 901.5276 -0.00928 -10.3 7ATE+07 0.55 0.91% 7079
900.52894 c7 (+1) 900.5219 -0.00704  -7.8 5.27E+08 4.05 6.72% 6798
899.521 c7 899.514 -0.007 -7.8 7.85E+09 60.35 100.00% 7901
898.5132 c7 (-1) 898.5212 0.008 8.9 2.98E+07 0.23 7965
882.4944 b7 882.4995 0.0051 5.8 2.52E+07 0.19 8027
881.5042 1.40E+07 0.1 8401
856.5054 1.29E+08 0.99 11618
855.508 6.28E+08 4.83 7647
839.4769 1.77E+07 0.14 11158
756.4249 1.55E+07 0.12 12427
754.46848 c6 (+2) 754.4619 -0.00658 -8.7 3.23E+07 0.25 0.56% 14269
753.46054 c6 (+1) 753.4509 -0.00964 -12.8 3.30E+08 2.54 5.74% 11078
752.5445 2.25E+07 0.17 18925
752.4526 c6 752.4512 -0.0014 -1.9 5.75E+09 44.19 100.00% 7787
751.4448 c6 (-1) 751.4433 -0.0015 -2.0 8.68E+07 0.67 13408
735.426 b6 735.423 -0.003 -4.1 2.70E+07 0.21 13692
734.4391 1.53E+07 0.12 6477
708.4339 1.65E+07 0.13 9577
676.38718 MH?* (+4) 676.3765 -0.01068 -15.8 5.69E+07 0.44 13396
675.88321 MH?* (+3) 675.883 -0.00021 -0.3 2.37E+08 1.82 18422
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Acquisition NUS 1/16

m/z théorique  Attribution | m/z attribué Am (pﬁ)nr:]) m/z non attribué Intensité relative Normalisé isi?gr?iglrjte Résolution
675.37924 MH?* (+2) 675.3728 -0.00644 -9.5 1.37E+09 10.54 14366
674.87527 MH?* (+1) 674.8711 -0.00417 -6.2 8.17E+09 62.78 11027

674.3713 MH?* 674.3681 -0.0032 -4.7 1.03E+11 788.56 11235
665.8561 1.21E+08 0.93 9610

656.8522 2.21E+07 0.17 12971

626.40988 c5 (+2) 626.3964 -0.01348 -21.5 4.12E+07 0.32 0.32% 12769
625.40194 c5 (+1) 625.3945 -0.00744 -11.9 5.85E+08 4.50 4.50% 13415
624.394 c5 624.3919 -0.0021 -3.4 1.30E+10 100.00 100.00% 12121
623.3862 c5 (-1) 623.3877 0.0015 24 1.63E+09 12.53 16889
607.3675 b5 607.3631 -0.0044 -7.2 4.50E+07 0.35 14039
606.3811 4.16E+07 0.32 12603

600.3378 b10%* 600.335 -0.0028 -4.7 3.73E+07 0.29 13169
591.3325 1.02E+07 0.08 7666

581.3827 1.20E+07 0.09 12289

565.3537 1.51E+07 0.12 14300

553.3213 1.42E+07 0.1 18529

552.3091 c9?* 552.3118 0.0027 4.9 6.30E+08 4.84 15475
524.3027 1.93E+07 0.15 10975

497.34334 c4 (+1) 497.3358 -0.00754 -15.2 2.17E+08 1.67 3.68% 15860
496.3354 c4 496.3323 -0.0031 -6.2 5.89E+09 45.30 100.00% 13462
495.3276 c4 (-1) 495.3243 -0.0033 -6.7 1.55E+09 11.88 14581
479.3089 b4 479.3064 -0.0025 -5.2 1.57E+07 0.12 20530
478.3212 2.43E+07 0.19 15080

453.3274 1.99E+07 0.15 24174

424.2513 7.54E+08 5.80 17256

382.2561 b3 382.2543 -0.0018 -4.7 1.24E+07 0.10 27383
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Acquisition NUS 1/16
m/z théorique  Attribution | m/z attribué Am Am m/z non attribué Intensité relative Normalisé . Rapport Résolution
(ppm) isotopique
364.2428 2.74E+07 0.21 19818
356.2749 1.17E+07 0.09 29183
354.1741 1.43E+07 0.1 24575
254.1612 254.1592 1.45E+08 1.12 31040
243.1436 1.43E+07 0.1 29220
237.1346 237.1326 2.73E+07 0.21 37061
226.1528 1.53E+07 0.12 36350
226.1169 3.40E+07 0.26 34814
224.7898 8.19E+07 0.63 31193
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Annexe 12 : Interprétation du spectre MS/MS du précurseur monoisotopique de la substance P dans le cas d’une acquisition NUS 1/32.

Acquisition NUS 1/32
m/z théorique  Attribution | m/z attribué Am (IDAF)%) Z!lﬁigl?g Intensité relative  Normalisé isi?c?r?igtr}e Résolution
1314.6906 3.08E+07 0.7 9444
1303.689 4.19E+07 0.9 9128
1301.7581 1.45E+07 0.3 6521
1287.7194 4.70E+07 1.0 6914
1273.6736 4.62E+07 1.0 7159
1260.7161 5.33E+07 1.2 10760
1260.6594 5.97E+07 1.3 9347
1256.6544 1.63E+07 0.4 6237
1253.6858 1.14E+07 0.2 2774
1203.6823 1.57E+07 0.3 7045
1199.6684 b10 1199.6668 -0.0016  -1.3 4.01E+07 0.9 100.00% 6561
1191.6266 1.22E+07 0.3 7703
1189.6136 1.02E+07 0.2 8583
1103.6109 c9 1103.6289 0.018 16.3 1.75E+09 37.8 100.00% 10093
1094.5815 y9 1094.5715 -0.01 -9.1 7.20E+07 1.6 8447
1086.5843 b9 1086.5778  -0.0065 -6.0 1.16E+07 0.3 7073
1077.539 y9 -NH3 1077.5548 0.0158 14.7 3.46E+07 0.7 6490
1046.5894 c8 1046.6326 0.0432 413 1.27E+09 27.5 100.00% 12186
1029.5629 b8 1029.5549 -0.008 -7.8 1274.7263 1.28E+07 0.3 7373
1020.5309 3.54E+07 0.8 9253
1017.5446 2.79E+07 0.6 9293
1003.5788 1.63E+07 0.4 9726
986.5473 1.05E+07 0.2 11345
946.5158 3.14E+07 0.7 9048
933.5107 1.38E+07 0.3 9647
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Acquisition NUS 1/32

Am

m/z non

Rapport

m/z théorique  Attribution | m/z attribué Am (ppm) attribué Intensité relative Normalisé isotopique Résolution
899.521 c’/ 899.5228 0.0018 2.0 1.74E+09 37.5 100.00% 8171
882.4944 b7 882.4895 -0.0049 -5.6 1.88E+07 0.4 9051
855.5016 7.09E+07 1.5 11205
752.4526 c6 752.4437 -0.0089 -11.8 1.64E+09 354 100.00% 6466
735.426 b6 735.4215 -0.0045 -6.1 1.73E+07 0.4 10080
674.3713 MH?* 674.3678 -0.0035 -5.2 7.41E+10 1600.1 10170
665.8546 1.21E+08 2.6 12197
656.8511 2.23E+07 0.5 8415
624.394 cS 624.4026 0.0086 13.8 4.63E+09 100.0 100.00% 20318
623.3862 c5 (-1) 623.3809 -0.0053 -8.5 5.29E+08 114 21488
607.3675 b5 607.3631 -0.0044 -7.2 3.07E+07 0.7 13984
606.3798 2.65E+07 0.6 13143
600.3378 b10% 600.3353 -0.0025 -4.2 3.47E+07 0.7 14710
552.3167 2.99E+08 6.5 19802
496.3354 c4 496.3304 -0.005 -10.1 3.09E+09 66.7 100.00% 21188
495.3276 c4 (-1) 495.3246 -0.003 -6.1 7.27E+08 15.7 20347
478.3232 1.60E+07 0.3 18950
424.2501 4 16E+08 9.0 23187
364.2433 2.44E+07 0.5 26919
354.1745 1.46E+07 0.3 19945
254.1612 b2 254.1592 -0.002 -7.9 1.33E+08 2.9 30816
243.1432 1.02E+07 0.2 30073
237.1346 b2 -NH3 237.1328 -0.0018 -7.6 2.02E+07 0.4 30311
226.1528 1.34E+07 0.3 41377
226.1169 3.35E+07 0.7 29131
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Annexe 13 : Distribution isotopique des 10 fragments majeurs du précurseur monoisotopique comparée a la distribution isotopique
théorique calculée avec le logiciel IsoPatrn (massifs les plus proches en vert, massifs incorrects en rouge).

Parent Isotope NUS 1 NUS 1/2 NUS 1/4 NUS 1/8 NUS 1/16 NUS 1/32 Rapport
du Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport | isotopique
MONO | fragment | Intensité isotopique | Intensit¢ isotopique | Intensité isotopique | Intensit¢ isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique the?)rlque
% % % % % % o
Mono 8.91E+07 3.67E+08 1.09E+09 1.88E+09 1.79E+09
1t 5.97E+07 9.74E+07 1.16E+09 1.89E+09 1.10E+09 0
MH" 2" 5.13E+07 2.63E+08 6.98E+08 1.93E+08 2.26E+08 0
39 | 2.38E+07 1.00E+08 4.25E+07 5.53E+07 6.95E+07 0
Mono 3.35E+08 1.39E+09 3.94E+09 6.77E+09 100.00% |6.72E+09 100.00% 0
1t 2.46E+08 1.14E+09 2.17E+09 4.63E+08 6.84% 6.19E+08 9.21% 0
c10 o 8.81E+07 3.12E+08 6.05E+07 1.03E+08 1.52% 1.46E+08 2.17% 0
39 | 1.99E+07 6.07E+07 2.67E+07 188E+07  0.28% |0.00E+00  0.00% 0
Mono 0.00E+00 2.43E+07 5.20E+07 100.00% | 8.18E+07 7.72E+07 100.00% | 4.01E+07 100.00%
1t 0.00E+00 1.38E+07 2.12E+07 0.00% 2.03E+07 0.00E+00 0.00% 0 0.00%
b10 2" | 0.00E+00 0.00E+00 2.12E+07  0.00% | 1.95E+07 0.00E+00  0.00% 0 0.00%
3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00% 1.30E+07 0.00E+00 0.00% 0 0.00% 0
Mono 2.16E+08 9.15E+08 2.91E+09 100.00% | 5.11E+09 100.00% |5.11E+09 100.00% 1.75E+09  100.00% 100
1t 1.43E+08 6.44E+08 1.32E+09 45.36% | 3.09E+08 6.05% 4.37E+08 8.55% 0 0.00% 0
c9 o 4 40E+07 1.56E+08 4 41E+07 1.52% 6.01E+07 1.18% 8.01E+07 1.57% 0 0.00% 0
3 0.00E+00 3.15E+07 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0.00% 0
Mono 4.75E+07 1.27E+08 4.22E+08 100.00% | 3.52E+08 100.00% |2.46E+08 100.00% 0 100
1t 2.42E+07 1.23E+08 1.01E+08 23.93% | 4.41E+07 12.53% 5.58E+07 22.68% 0 0
9
z o 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0
3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0
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Parent Isotope NUS 1 NUS 1/2 NUS 1/4 NUS 1/8 NUS 1/16 NUS 1/32 Rapport
du Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport | isotopique
MONO | fragment | Intensité isotopique | Intensit¢ isotopique | Intensité isotopique | Intensit¢ isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique theoorlque
% % % % % % s
Mono 1.77E+08 7.81E+08 2.66E+09 100.00% | 4.54E+09 100.00% |4.47E+09 100.00% 1.27E+09  100.00% 100
8 1 1.14E+08 5.26E+08 1.12E+09 42.11% | 2.72E+08 5.99% 3.64E+08 8.14% 0 0.00% 0
c
2" 3.42E+07 1.27E+08 3.63E+07 1.36% 3.65E+07 0.80% 6.57E+07 1.47% 0 0.00% 0
3™ 0.00E+00 1.89E+07 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0.00% 0
Mono 2.88E+08 1.23E+09 4.82E+09 100.00% | 7.97E+09 100.00% |7.85E+09 100.00% 1.74E+09 100.00% 100
o7 1 1.46E+08 7.16E+08 1.65E+09 34.23% | 4.21E+08 5.28% 5.27E+08 6.71% 0 0.00% 0
2" 3.78E+07 1.42E+08 5.69E+07 1.18% 4.73E+07 0.59% 717E+07 0.91% 0 0.00% 0
3™ 0.00E+00 1.88E+07 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0.00% 0
Mono 2.11E+08 100.00% | 8.37E+08 3.75E+09 100.00% | 6.10E+09 100.00% |5.75E+09 100.00% 1.64E+09 100.00% 100
. 1 8.66E+07 41.04% | 4.02E+08 1.01E+09 26.93% | 2.43E+08 3.98% 3.30E+08 5.74% 0 0.00% 0
c
2" 1.74E+07 8.25% 6.49E+07 3.55E+07 0.95% 0.00E+00 0.00% 3.23E+07 0.56% 0 0.00% 0
3™ 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0.00% 0
Mono 3.91E+08 100.00% | 1.52E+09 100.00% | 7.51E+09 100.00% | 1.21E+10 100.00% |1.30E+10 100.00% | 4.63E+09 100.00% 100
. 1 1.33E+08 34.02% | 6.38E+08 41.97% 1.71E+09 22.77% | 3.78E+08 3.12% 5.85E+08 4.50% 0 0.00% 0
c
2 2.28E+07 5.83% 7.90E+07 5.20% 4.54E+07 0.60% 0.00E+00 0.00% 4.12E+07 0.32% 0 0.00% 0
3™ 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0.00% 0
Mono 1.83E+08 100.00% | 6.78E+08 100.00% | 3.24E+09 100.00% | 5.40E+09 100.00% |5.89E+09 100.00% | 3.09E+09 100.00% 100
4 1 4.83E+07 26.39% | 2.03E+08 29.94% 5.42E+08 16.73% | 1.51E+08 2.80% 2.17E+08 3.68% 0 0.00% 0
c
2 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0.00% 0
3™ 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0.00% 0
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Annexe 14 : Distribution isotopique des 10 fragments majeurs du 1% isotope du précurseur comparée a la distribution isotopique
théorique calculée avec le logiciel IsoPatrn (massifs les plus proches en vert, massifs incorrects en rouge).

Parent Isotope NUS 1 NUS 1/2 NUS 1/4 NUS 1/8 NUS 1/16 NUS 1/32 Rapport
1er du Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport isotopique
isotope | fragment | Intensité  isotopique | Intensité¢ isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique the?)rlque
P % % % % % % %
Mono 8.31E+07 2.79E+08 5.16E+08 1.69E+08 0 0.00% 0.015
1 5.67E+07 5.96E+07 1.04E+09 1.92E+09 1.31E+08 100.00% 100
MH® ond 5.05E+07 2.34E+08 1.20E+09 2.24E+09 2.56E+09 0 0.00% 0
3 2.58E+07 1.28E+08 2.60E+08 2.21E+08 3.85E+08 0 0.00% 0
Mono 3.10E+08 1.06E+09 1.76E+09 1.83E+09  27.94% | 9.42E+08 12.96% 0 0.00% 9.535
1 2.47E+08 1.18E+09 3.65E+09 6.55E+09 100.00% | 7.27E+09 100.00% | 8.60E+08 100.00% 100
¢10 2 9.59E+08 4.27TE+08 6.46E+08 3.68E+08 5.62% 7.61E+08 10.47% 0 0.00% 0
3 2.39E+07 1.09E+08 2.14E+07 1.02E+08 1.56% 0.00E+00 0.00% 0 0.00% 0
Mono 0.00E+00 1.96E+07 2.53E+07 1.32E+07  36.26% 1.84E+07 0 0.00% 10.16
1 0.00E+00 1.42E+07 2.88E+07 3.64E+07 100.00% | 3.77E+07 1.22E+07 100.00% 100
b10 2" | 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00  0.00% | 1.47E+07 0 0.00% 0
3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00% 2.40E+07 0 0.00% 0
Mono 1.99E+08 6.85E+08 1.33E+09 60.18% 1.69E+09  42.46% | 8.50E+08 18.93% 0 0.00% 21.659
1 1.42E+08 6.58E+08 2.21E+09 100.00% | 3.98E+09 100.00% | 4.49E+09 100.00% | 3.27E+08 100.00% 100
c9 2 4.79E+07 2.14E+08 3.35E+08 15.16% 1.63E+08 4.10% 3.99E+08 8.89% 0 0.00% 0
39 | 1.00E+07 5.33E+07 0.00E+00  0.00% | 0.00E+00  0.00% | 3.23E+07  0.72% 0 0.00% 0
Mono 4.36E+07 1.58E+08 3.48E+08 ‘ 4.70E+08  37.30% 1.70E+08 12.59% 0 22.984
1 2.47E+07 1.40E+08 6.61E+08 ‘ 1.26E+09 100.00% | 1.35E+09 100.00% 0 100
29 2" | 0.00E+00 2.87E+07 2.09E+08 | 323E+08  25.63% | 4.44E+08  32.89% 0 0
3 0.00E+00 1.09E+07 0.00E+00 - 0.00E+00 0.00% 2.93E+07 2.17% 0 0
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Parent Isotope NUS 1 NUS 1/2 NUS 1/4 NUS 1/8 NUS 1/16 NUS 1/32 Rapport
1er du Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport isotopique
isotope | fragment Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité  isotopique theoorlque
P % % % % % % %
Mono 1.62E+08 5.82E+08 1.21E+09 1.64E+09 48.24% | 7.67E+08 20.18% 0 0.00% 26.863
8 1 1.13E+08 5.33E+08 1.86E+09 3.40E+09 100.00% | 3.80E+09 100.00% | 2.67E+08 100.00% 100
c
2 3.73E+07 1.72E+08 2.71E+08 1.25E+08 3.68% 3.19E+08 8.39% 0 0.00% 0
3 0.00E+00 3.15E+07 0.00E+00 0.00E+00 0.00% 2.34E+07 0.62% 0 0.00% 0
Mono 2.64E+08 8.76E+08 240E+09 87.27% | 3.77E+09 76.01% | 2.01E+09 36.09% 0 52.553
1 1.44E+08 7.09E+08 2.75E+09 100.00% | 4.96E+09 100.00% | 5.57E+09 100.00% | 3.05E+08 100
cr 2 4.12E+07 1.89E+08 3.26E+08 11.85% 1.29E+08 2.60% 3.82E+08 6.86% 0 0
3 0.00E+00 3.61E+07 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 3.16E+07 0.57% 0 0
Mono 1.91E+08 5.65E+08 2.07E+09 3.52E+09 100.00% | 2.39E+09  70.09% 0 91.29
1 8.51E+07 3.89E+08 1.67E+09 3.03E+09 86.08% | 3.41E+09 100.00% | 1.63E+08 100
c6
2 1.91E+07 8.34E+07 1.51E+08 6.72E+07 1.91% 1.79E+08 5.25% 0 0
3 0.00E+00 1.16E+07 0.00E+00 0.00E+00 0.00% 1.27E+07 0.37% 0 0
Mono 3.53E+08 100.00% | 9.94E+08 100.00% | 4.62E+09 100.00% | 8.42E+09 100.00% | 7.44E+09 100.00% 0 100
. 1 1.29E+08 36.54% | 6.03E+08 60.66% | 2.87E+09 62.12% | 5.07E+09 60.21% | 5.72E+09 76.88% | 4.57E+08 78.898
c
2 2.42E+07 6.86% 1.03E+08 10.36% | 2.09E+08 4.52% 1.02E+08 1.21% 2.39E+08 3.21% 0 0
3 0.00E+00 0.00% 1.12E+07 1.13% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0
Mono 1.65E+08 100.00% | 4.39E+08 100.00% | 2.12E+09 100.00% | 3.87E+09 100.00% | 3.90E+09 100.00% 0 100
4 1 4.68E+07 28.36% 1.87E+08 42.60% | 9.25E+08 43.63% 1.60E+09  41.34% 1.76E+09 45.13% | 5.08E+08 56.073
c
2 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 3.43E+07 1.62% 0.00E+00 0.00% 2.11E+07 0.54% 0 0
3 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0 0
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Annexe 15 : Distribution isotopique des 10 fragments majeurs du

2e‘me

isotope du précurseur comparée a la distribution isotopique
théorique calculée avec le logiciel IsoPatrn (massifs les plus proches en vert, massifs incorrects en rouge).

Parent Isotope NUS 1 NUS 1/2 NUS 1/4 NUS 1/8 NUS 1/16 NUS 1/32
peme du Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport
isotope fragment Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique
% % % % % %
Mono | 7.71E+07 2.13E+08 3.44E+07 5.21% 1.57E+08 1.63E+08
1t 5.35E+07 7.11E+07 3.58E+08 54.24% | 3.36E+08 4.57E+08
MH 2 4.86E+07 1.89E+08 6.60E+08 100.00% | 2.48E+08 8.87E+08
3 2.59E+07 1.26E+08 5.19E+08 78.64% | 4.94E+08 8.22E+08
Mono | 2.87E+08 8.09E+08 9.83E+08 497E+08 39.76% | 7.87E+08
1t 2.38E+08 1.06E+09 1.49E+09 5.04E+08 40.32% | 1.24E+09
¢10 2" | 9.63E+07 4.41E+08 1.22E+09 1.25E+09  100.00% | 1.98E+09
3¢ 2.51E+07 1.28E+08 2.27E+08 9.59E+07 7.67% 9.38E+07
Mono | 0.00E+00 1.55E+07 0.00E+00 0.00E+00 1.43E+07 76.88%
1t 0.00E+00 1.28E+07 0.00E+00 0.00E+00 1.63E+07 87.63%
b10 2 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 1.86E+07 100.00%
3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00%
Mono | 1.84E+08 5.19E+08 1.07E+08 3.61E+08 55.45% | 5.61E+08
1t 1.37E+08 5.84E+08 8.98E+08 3.42E+08 52.53% | 9.33E+08
c9 2 4.82E+07 2.19E+08 6.28E+08 6.51E+08 100.00% | 1.11E+09
3 1.07E+07 6.07E+07 7.12E+07 0.00E+00 0.00% 3.18E+07
Mono | 4.00E+07 1.19E+08 4.63E+07 1.18E+08 1.28E+04 0.00%
1t 2.42E+07 1.28E+08 2.79E+08 1.21E+08 3.02E+08  71.90%
29 2 0.00E+00 3.43E+07 2.49E+08 2.08E+08 4.20E+08 100.00%
3 0.00E+00 1.40E+07 4.88E+07 0.00E+00 497E+07 11.83%

Rapport
isotopique
théorique %

0.024
100

18.099
17.571
100

18.39
18.707
100

26.118
39.497
100

5.296
34.661
100
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Parent Isotope NUS 1 NUS 1/2 NUS 1/4 NUS 1/8 NUS 1/16 NUS 1/32
oéme du Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport
isotope | fragment Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique
1So%op % % % % % %
Mono | 1.50E+08 4.43E+08 1.23E+08 3.13E+08 59.73% | 5.07E+08
1t 1.09E+08 4.71E+08 7.48E+08 3.03E+08 57.82% | 8.51E+08
c8 2 3.75E+07 1.76E+08 5.11E+08 5.24E+08 100.00% | 9.43E+08
3 0.00E+00 4.10E+07 3.76E+07 0.00E+00 0.00% 2.85E+07
Mono | 2.42E+08 6.44E+08 4.18E+08 5.64E+08 1.03E+09 70.07%
1t 1.38E+08 6.16E+08 1.16E+09 5.12E+08 1.47E+09 100.00%
c7 2" | 4.13E+07 1.91E+08 6.16E+08 5.54E+08 1.19E+09  80.95%
3 0.00E+00 4.21E+07 6.50E+07 0.00E+00 2.85E+07 1.94%
Mono | 1.74E+08 4.00E+08 5.15E+08 71.63% | 2.69E+08 9.24E+08  98.30%
1t 8.15E+07 3.34E+08 7.19E+08 100.00% | 1.76E+08 9.40E+08 100.00%
c6 2 1.95E+07 8.20E+07 2.93E+08 40.75% | 2.76E+08 5.61E+08 59.68%
3 2.00E+07 1.38E+07 4.09E+08 56.88% | 0.00E+00 1.64E+07 1.74%
Mono | 3.22E+08 6.89E+08 1.50E+09 100.00% | 4.08E+08 2.70E+09 100.00% 0
: 1t 1.24E+08 5.11E+08 1.32E+09 88.00% | 0.00E+00 1.95E+09 72.22% 0
c
2 2.40E+07 1.03E+08 3.97E+08 26.47% | 0.00E+00 7.72E+08  28.59% 0
3 0.00E+00 1.19E+07 2.30E+07 1.53% 0.00E+00 1.63E+07 0.60% 0
Mono | 1.50E+08 3.01E+08 100.00% | 8.08E+08 100.00% | 6.32E+08 100.00% | 1.41E+09 100.00% 0
. 1t 4.45E+07 1.56E+08 51.83% | 4.60E+08 56.93% | 3.67E+08 58.07% | 6.38E+08 45.25% 0
c
2 0.00E+00 0.00E+00 0.00% 6.10E+07 7.55% 3.89E+07 6.16% 5.48E+07 3.89% 0
3 0.00E+00 0.00E+00 0.00% 0.00E+00 0.00% 0.00E+0Q0 0.00% 0.00E+0Q0 0.00% 0

Rapport
isotopique
théorique %
31.337
49.075

100

93.416
100

100
64.522
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Annexe 16 : Distribution isotopique des 10 fragments majeurs du

3e‘me

isotope du précurseur comparée a la distribution isotopique
théorique calculée avec le logiciel IsoPatrn (massifs les plus proches en vert, massifs incorrects en rouge).

Parent Isotope NUS 1 NUS 1/2 NUS 1/4 NUS 1/8 NUS 1/16 NUS 1/32
géme du Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport
isotope | fragment Intensité  isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique
P % % % % % %
Mono | 6.10E+07 1.20E+08 2.45E+07 7.78% 9.50E+07 9.49E+07
1t 4.48E+07 7.13E+07 5.86E+07 18.60% | 3.08E+08 1.79E+08
MH 2 4.21E+07 1.08E+08 2.13E+08 67.62% | 3.15E+08 2.37E+08
3¢ 2.40E+07 1.02E+08 3.15E+08 100.00% | 4.62E+08 1.35E+08
Mono | 2.25E+08 4.63E+08 6.32E+07 10.97% | 5.09E+08 3.90E+08
1t 2.08E+08 7.59E+08 2.60E+08 45.14% | 8.46E+08 4.04E+08
¢10 2 9.02E+07 3.96E+08 5.76E+08 100.00% | 6.28E+08 2.71E+08
3 2.57E+07 1.39E+08 3.92E+08 68.06% | 5.95E+08 2.84E+08
Mono | 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
1t 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
b10 2 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
Mono 1.43E+08 2.92E+08 8.39E+07 3.65E+08 2.66E+08 65.84%
1t 1.18E+08 4.12E+08 1.95E+08 5.22E+08 2.91E+08 72.03%
c9 2 4.50E+07 1.94E+08 2.93E+08 3.85E+08 1.47E+08  36.39%
3 1.10E+07 6.32E+07 1.10E+08 9.64E+07 4.04E+08 100.00%
Mono | 3.07E+07 6.65E+07 2.13E+07 17.90% | 1.06E+08 7.72E+07
1t 2.16E+07 9.12E+07 3.86E+07 32.44% | 1.69E+08 8.74E+07
79 2 0.00E+00 3.67E+07 1.19E+08 100.00% | 1.49E+08 7.57TE+07
3 0.00E+00 1.66E+07 5.84E+07 49.08% | 6.59E+07 2.41E+07

Rapport
isotopique
théorique %

4.182
47.598
26.297

100

12.209
66.585
55.219

100

1.229
10.694
46.41

100
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Parent Isotope NUS 1 NUS 1/2 NUS 1/4 NUS 1/8 NUS 1/16 NUS 1/32
géme du Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport Rapport
isotope | fragment Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique | Intensité isotopique
P % % % % % %
Mono | 1.16E+08 2.54E+08 7.60E+07 31.28% | 3.59E+08 2.60E+08
8 1t 9.48E+07 3.29E+08 1.86E+08 76.54% | 4.26E+08 2.44E+08
c
2 3.52E+07 1.55E+08 2.43E+08 100.00% | 3.22E+08 1.30E+08
3 0.00E+00 4.38E+07 6.40E+07 26.34% | 9.09E+07 4.17E+07
Mono | 1.87E+08 3.46E+08 1.95E+08 58.38% | 8.14E+08 5.05E+08
1t 1.19E+08 4.15E+08 3.34E+08 100.00% | 7.48E+08 3.83E+08
c7 2 3.84E+07 1.65E+08 3.05E+08 91.32% | 4.66E+08 1.90E+08
3™ 0.00E+00 4.42E+07 9.54E+07 28.56% | 8.24E+07 4.67E+07
Mono | 1.32E+08 1.98E+08 2.10E+08 78.07% | 6.85E+08 3.86E+08
1t 6.96E+07 2.20E+08 2.69E+08 100.00% | 5.07E+08 2.48E+08
c6
2 1.77E+07 6.85E+07 1.59E+08 59.11% | 2.92E+08 9.71E+07
3 0.00E+00 1.49E+08 0.00E+00 0.00% 3.80E+07 2.12E+07
Mono | 2.43E+08 3.28E+08 5.02E+08 94.72% | 1.56E+09 7.95E+08
1t 1.05E+08 3.28E+08 5.30E+08 100.00% | 9.95E+08 4.58E+08
5
¢ 2 2.19E+07 8.68E+07 2.30E+08 43.40% | 4.53E+08 1.54E+08
3 0.00E+00 1.09E+07 3.86E+07 7.28% 4.33E+07 2.45E+07
Mono | 1.14E+08 1.38E+08 2.66E+08 100.00% | 6.84E+08 3.09E+08
1t 3.74E+07 9.67E+07 1.99E+08 74.81% | 4.07E+08 1.13E+08
cd 2 0.00E+00 0.00E+00 3.54E+07 13.31% | 4.33E+07 2.22E+07
3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00% 0.00E+0Q0 0.00E+00

Rapport
isotopique
théorique %
17.777
80.115
68.676
100
37.531
100
86.978

67.464

56.47
100
72.335

34.411

73.667
100
57.959

20.003

98.253
100
44.152

10.77
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Annexe 17 : Fragmentation théorique des triglycérides majeurs de I'huile de sésame complexée avec ®Li* et fragmentée par IRMPD.

Perte d’acide oléique Perte d’acide linoléique
(-0)° (-L)°
m/z m/z m/z
Formule Formule . Formule i Formule ,
Nom abrégée chimique complﬁexe chimique complsexe chimique compleexe
avec °Li" avec °Li" avec °Li"
Trioléine 000 Cs7H1040s6 890.798 C39H7004 608.542 - -

OOL or OLO Cs7H 102056 888.782 C39He504 606.526 C39H7004 608.542

OLL or LOL C57H10006 886.767 C39H6604 604.511 C39H5804 606.526

Trilinoléine LLL Cs7HgsOs6 884.751 - - C39Hg604 604.511

20 : acide oléique (C1sH3405)
®L : acide linoléique (C1gH3202)
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Résumé

La spectrométrie de masse fournit deux types
d'informations : la masse moléculaire des
molécules présentes dans un mélange, en une
premiéere expérience (MS), puis leurs structures
apres isolation suivie de fragmentation,
obtenues une a une (MS/MS). La spectrométrie
de masse FT-ICR bidimensionnelle permet
d’obtenir toutes ces informations en une seule
expérience, sans isolation, quelle que soit la
complexité de I'échantillon. Le prix a payer est
une faible résolution dans la dimension
indirecte, pouvant étre améliorée par une
augmentation du temps d’analyse, mais qui
semblait limiter cette technique a une simple
curiosité scientifique.

Le premier objectif est dimplémenter
I'échantillonnage non uniforme (NUS) en FT-
ICR MS 2D. Cette technique consiste en
l'acquisition aléatoire du méme nombre de
points dans la dimension indirecte que lors
d’'une acquisition uniforme, mais sur une plage
de t;" plus grande. Les points manquants sont
ensuite reconstruits par des algorithmes,
entrainant une augmentation significative de la
résolution du signal sans perte de temps sur le
spectrometre. La premiére étape est de créer
un algorithme générant un échantillonnage
aléatoire de distribution uniforme pour une
couverture optimale de la plage de ;™. Les
algorithmes de reconstruction ayant des
difficultés a reconstituer des signaux de faible
intensité quand le nombre de points non
échantillonnés augmente, la deuxieme étape
est de déterminer le facteur de sous-
échantillonnage optimal afin d’obtenir le bon
compromis entre résolution et signal-sur-bruit.
La troisieme étape est de réaliser des spectres
MS/MS ayant des massifs isotopiques corrects
pour des fragments produits a partir des
isotopes les plus lourds.

Le deuxiéme objectif est de décrire le
comportement des ions dans la cellule ICR en
fonction des impulsions RF utilisées a partir des
équations de Lorentz. Dans une premiére
partie, le but est d'établir les équations qui
régissent le mouvement des ions précurseurs
jusqu'a leur deétection. Ensuite, il s’agit
d’introduire la fragmentation et de déterminer
les solutions analytiques décrivant le
mouvement des fragments. La derniére étape
est de simuler le comportement des ions
précurseurs tout au long de la séquence
d’'impulsions ainsi que celui des nuages de
fragments, de leur formation a leur détection.

Mots Clés

Spectrométrie de masse, FT-ICR,
bidimensionnel, échantillonnage non
uniforme, trajectoires d’ions, simulations

Abstract

Mass spectrometry provide two kinds of
information: the molecular mass of molecules
present in a mixture, obtained all at once (MS),
and  structure  through isolation and
fragmentation, obtained one by one (MS/MS).
Two-dimensional FT-ICR MS allows
simultaneous parallel acquisition of structural
information without isolation, regardless of the
number of molecules. Nevertheless, the low
resolution in the indirect dimension, which could
be improved by increasing the acquisition time,
seemed to limit this method to a simple
curiosity.

The first objective is to implement non-
uniform-sampling (NUS) in 2D FT-ICR MS. This
method consist in the random acquisition of the
same number of points in the indirect dimension
as in uniform acquisition, but over a wider ;7%
range. Processing algorithms then reconstruct
skipped points, and the result is an increase of
signal resolution without wasting analysis time.
The first step is to create an algorithm that can
generate random sampling with a uniform
distribution for an optimal coverage of the t/"®
range. Processing algorithms may have trouble
to reconstruct small peaks when the number of
skipped points increases. The second step is to
choose the under-sampling ratio for the best
compromise between the gain in resolution and
the signal-to-noise ratio. The third and last step
is to obtain MS/MS spectra with corrects
isotopic patterns for fragments produced from
heavy isotopes.

The second objective is to improve the
understanding of ion motions in ICR cells
depending on the RF pulses by using Lorentz
equations. The first goal is to determine the
equations governing precursors motions until
their detection. Then the fragmentation will be
introduced and analytical solutions describing
fragments motions will be established. The last
step is to simulate the trajectories of precursors
throughout the entire pulse sequence as well as
the behavior of fragments clouds, from their
formation to detection.

Keywords

Mass spectrometry, FT-ICR, two-dimensional,
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simulations




