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Introduction

L'interaction des rayonnements avec la matiére est un domaine de premier plan de la re-
cherche en physique. En plein essor au vingtieme siécle, il reste aujourd'hui un sujet d'étude
important sur de nombreux aspects, et touche non seulement la recherche fondamentale, mais
aussi la recherche plus appliquée [1]. Nous pouvons par exemple citer |'astrophysique, ot de
nombreuses études s'intéressent aux rayons cosmiques et aux vents solaires, ou la physique des
plasmas et de la fusion, afin notamment de déterminer I'effet des émissions de neutrons. Ce do-
maine est également présent en physique des matériaux, ou de nombreux groupes de recherche
soumettent des échantillons solides a des rayonnements afin de déterminer d'éventuelles mo-
difications, ou réaliser de I'implémentation atomique. Nous pouvons aussi mentionner que ce
domaine joue un role important dans la recherche biomédicale, d'un point de vue pratique pour
mettre en place des traitements thérapeutiques, mais également d'un point de vue plus fonda-
mental pour comprendre les causes des effets secondaires de ces rayonnements sur la matiere
biologique.

Ces rayonnements peuvent é&tre des photons ou des particules chargées (électrons et ions),
et leurs interactions avec les atomes du milieux se font avec les électrons, ou directement avec
les noyaux. lls sont également distingués par leur caractére ionisant ou non. Par définition un
rayonnement ionisant peut arracher un ou plusieurs électrons aux atomes du milieu.

Les photons peuvent avoir plusieurs origines. Les rayons gamma proviennent de transitions
nucléaires et possédent une énergie supérieure a 100 keV, et les rayons-X sont issus de tran-
sitions électroniques pour des énergies inférieures a 100 keV, ou du rayonnement de freinage
(Bremsstrahlung) d'une particule chargée. Ces photons peuvent interagir avec la matiére selon
différents processus :

o L'effet photoélectrique désigne I'absorption d'un photon de basse énergie par un électron
d'un matériau, qui est alors émis avec une énergie égale a la différence entre I'énergie
du photon incident et son énergie de liaison. Les énergies photoélectriques dépendent
directement des atomes cibles. Cet effet sera dominant pour des énergies de photon
inférieures a 20 keV pour le carbone, 130 keV pour le cuivre et 600 keV pour le plomb.

o L'effet Compton se produit lorsque le photon incident est diffusé par un électron fai-
blement lié d’'un atome. Celui-ci est alors éjecté du cortége électronique, tandis que le
photon diffusé perd de |'énergie, sa longueur d'onde augmentant. L'effet Compton se
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produit pour des énergies supérieures a |'effet photoéletrique, typiquement entre 0.1 et
10 MeV.

o La création de paires électron/positron se produit pour un photon possédant une haute
énergie, supérieure au double de I'énergie de masse au repos d'un électron (1.022 MeV).
En passant au voisinage du champ électrique tres intense d'un noyau atomique, ce
photon peut se matérialiser sous la forme d'un électron et d'un positron. Ce dernier
est alors rapidement ralenti, puis s'annihile au contact d'un électron une fois au repos,
produisant deux photons de 511 keV chacun et émis a 180°.

Comme ces processus se produisent pour différentes énergies du photon incident, la section
efficace o de collision d'un photon d'une énergie donnée sur un atome est donc la somme des
sections efficaces de ces trois processus. Ainsi, lorsqu'un photon traverse une cible mince de
densité atomique N et d'épaisseur dx, la probabilité qu'il interagisse est o.N.dx. Donc, dans
le cas d'une cible épaisse, le nombre de photons n'ayant pas encore interagi a une profondeur
x correspond a ®=®,.exp(-u.x), ot @, est le flux de photons initial et y (m?) = o.N est
le coefficient d'atténuation linéique, fonction de la densité électronique du matériau, mais
également de I'énergie incidente des photons. Leur atténuation est donc exponentielle lorsque
la distance augmente. Un photon qui possede une haute énergie incidente va donc subir des
pertes par diffusion Compton jusqu'a ce que son énergie soit suffisamment basse pour qu'il soit
absorbé par un électron lors d'un effet photoélectrique.

En traversant la matiere, les photons vont déposer de I'énergie et mettre en mouvement
des électrons secondaires. Ces derniers vont également déposer de I'énergie tout au long de leur
parcours, via des interactions avec les électrons mais aussi avec les noyaux des atomes, jusqu'a
finalement s’arréter. Au niveau macroscopique, on parle alors de dép6t de dose, en J.kgt. Nous
pouvons également introduire la notion de pouvoir d'arrét, qui correspond a la perte d’énergie
par unité de distance. Par exemple dans |'eau, un électron d'énergie supérieure au MeV perd
une quantité d'énergie avoisinant les 2 MeV par centimetre. Les électrons perdent donc leur
énergie tres rapidement et déposent une dose importante des le début de leur parcours, comme
nous pouvons le voir sur la figure 1.0.1a, qui représente la dose relative déposée par différents
faisceaux projectiles en fonction de la profondeur parcourue dans I'eau. Dans le cas des photons,
lorsque leur énergie est de |'ordre de 20 MeV, nous pouvons également observer qu'une dose
maximale est déposée au début de leur parcours, puis diminue avec la distance parcourue (cf.
figure 1.0.1a). En effet, en tout point de la matiere, des électrons secondaires sont créés et
d'autres sont arrétés. Lorsque le nombre d'électrons créés est égal au nombre d'électrons arrétés,
I'équilibre électronique est atteint et la dose déposée est maximale. Or, nous avons vu que le
flux de photons diminue exponentiellement avec la distance. Il en est donc de méme pour le
flux d’électrons secondaires créés, ce qui se traduit par une diminution de la dose au dela de ce
maximum. La profondeur a laquelle I'équilibre électronique est atteint augmente avec |'énergie
des photons incidents, car plus ils sont énergétiques, plus le parcours des électrons secondaires
est grand. Par exemple, pour des photons de 6 MeV, le parcours des électrons est d’environ 1.5
cm, contre 3.5 cm pour des photons de 25 MeV.
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Figure 1.0.1 : (a) : Graphique [2] de la dose déposée par différents projectiles en fonction de
la profondeur dans I'eau. (b) : Pouvoirs d’arrét électronique et nucléaire dans |'eau en fonction de
I’énergie d'un faisceau d'ions carbones.

Comme dans le cas des électrons, un ion atomique va céder toute, ou une partie de son
énergie incidente par le biais de nombreuses interactions avec les atomes et molécules de
la matiere. Comme nous pouvons le voir sur la figure 1.0.1b, son pouvoir d'arrét sera dit
électronique lorsque le projectile subira des collisions inélastiques avec les électrons de la cible
(E
avec ces atomes (Ep,yjecrie < 10 keV/u). Le pouvoir d'arrét total d'un ion sera donc un mélange

Projectile > 10 keV/u), induisant de I'ionisation, et nucléaire pour des interactions élastiques
des contributions des deux processus pour des énergies inférieures a la centaine de keV/u. Pour
une énergie cinétique incidente de |'ordre de 100 MeV, le pouvoir d'arrét d'un projectile chargé
est faible, donc la distance parcourue sera grande. Lorsque le projectile perd de I'énergie,
le pouvoir d'arrét augmente selon la formule de Bethe-Bloch, jusqu’a atteindre un maximum
autour de quelques centaines de keV/u, puis diminue progressivement. En traversant la matiere,
les ions vont donc déposer une dose importante a la fin de leur parcours, nommé le pic de Bragg,
et dont la position dépend de I'énergie initiale du projectile chargé. De plus, derriere le pic, la
dose diminue tres fortement car les ions sont tres vite arrétés. La figure 1.0.1a illustre ce dépot
de dose dans le cas de faisceaux de protons et d'ions carbones.

C'est donc pour ces différentes propriétés que plusieurs domaines de la recherche en phy-
sique s'intéressent a l'interaction des rayonnements avec la matiére. Une des plus importantes
applications concerne le domaine médical pour des traitements thérapeutiques. En effet, chaque
année en France, 380 000 nouveaux cas de cancers sont déclarés et plus de 50% d'entre eux
sont traités par la radiothérapie dite conventionnelle. Ce type de traitement consiste a déposer
de la dose directement dans la zone tumorale a I'aide de faisceaux de rayons-X de 25 MeV
maximum, qui vont principalement interagir par effet Compton et par création de paires. Pour
comparaison, en radiographie, I'énergie maximale des rayons-X utilisés est de 140 keV (effets
photo-électrique et Compton). Avec une énergie de 25 MeV, les photons X vont endommager
des molécules d'acides nucléiques (ADN et ARN), afin d'empécher les cellules tumorales de se
réparer. La radiothérapie peut remplacer ou étre couplée avec les autres types de traitements,
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que sont la chirurgie et la chimio-thérapie. Elle permet ainsi de cibler efficacement la tumeur
lorsqu’une chirurgie est compliquée a réaliser ou que la chimio-thérapie est inefficace. Cepen-
dant, comme nous |'avons vu, le faisceau de photons va interagir avec la matiere biologique
et faire un dépot de dose tout au long de son parcours, principalement a son début. C'est
donc dans les tissus sains situés sur la trajectoire du faisceau que le dépot de dose est le plus
important. Méme si de multiples incidences permettent de limiter ce dépot de dose indésirable,
cet aspect peut s'avérer contraignant pour des tumeurs situées pres d'organes a risques.

Ainsi, pour les tumeurs radio- et chimio-résistantes, et celles situées prés d'organes vitaux,
un nouveau type de traitement peut étre utilisé. L’hadronthérapie possede une efficacité balis-
tique supérieure aux méthodes conventionnelles. Elle consiste a remplacer les photons par un
faisceau d'ions d'énergie cinétique de |'ordre de la centaine de MeV, principalement des protons
mais aussi des carbones, ces derniers possédant une efficacité biologique plus importante. Bien
que les protons soient déja proposés dans certains centres de traitements, les ions carbones ne
sont pas encore cliniquement utilisés en France, a cause du manque d'études de leurs effets
secondaires. L'intérét des traitements par irradiation de projectiles chargés s'explique par leur
capacité a déposer une dose maximale a la fin de leur parcours : le pic de Bragg.

La figure 1.0.2 de gauche compare de nouveau le dépot de dose des rayons-X et des ions
carbones en fonction de la profondeur dans les tissus. Les distances d1 et d2 font référence a la
figure de droite et correspondent aux zones parcourues par le faisceau dans le cas particulier de
I'irradiation d’une tumeur de cartilage. Les courbes en rouge correspondent a différentes énergies
cinétiques incidentes pour les ions carbones. La somme des doses de toutes ces contributions
produit alors le pic modulé, présent en bleu sur la figure 1.0.2 de gauche, et permet un dépdt
de dose équivalent dans tout le volume tumoral (zone d1). Ainsi, lors de I'hadronthérapie, en
ajustant I'énergie incidente des ions, il est possible de cibler de maniere précise la zone a traiter,
tout en induisant un dépdt de dose sur leur parcours (zone d2) beaucoup plus faible que lors
de I'utilisation des photons.

Cependant, méme si la dose déposée dans les tissus sains situés avant et aprés la tumeur
est réduit en comparaison des rayons-X, il est tout de méme nécessaire de s'interroger sur
I'impact des traitements sur ces tissus. En effet, I'irradiation peut induire des effets directs sur
la trajectoire du faisceau (d2), mais également des effets indirects pouvant avoir lieu plusieurs
millimétres autour de la zone irradiée (d1), lorsque I'irradiation induit I'émission de petites
molécules, qui peuvent elles-mémes interagir avec d'autres cellules. Nous pouvons par exemple
mentionner le cas de I'effet Bystander [4,5], ol ces molécules peuvent agir comme messagers
de stress pour les cellules saines voisines.

Cette problématique concerne particulierement le cartilage articulaire, qui est le type de
cartilage le plus répandu du corps humain et peut donc souvent se trouver sur le trajet du
faisceau d'ions. Situé a I'extrémité des os, il permet un mouvement sans friction ni choc.
Sa capacité a absorber ces chocs est due aux propriétés mécaniques de ce tissu particulier,
puisqu'il est composé a 98% de matrice extra-cellulaire et de 2% de cellules, les chondrocytes.
La matrice est ainsi particulierement dense, et majoritairement composée de fibres de collagene,
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Figure 1.0.2 : A gauche : graphique [3] de la dose relative déposée en fonction de la profondeur
dans les tissus par des rayons-X (en vert) et des faisceaux de carbones de différentes énergies (en
rouge). La somme de toutes les contributions des ions carbones est présentée en bleu. Les zones d1
et d2 font références aux différentes régions exposées sur la figure de droite, respectivement la zone
tumorale et la zone saine, traversées par le faisceau incident. A droite : schéma de I'irradiation d’un
chondrosarcome par des rayonnements ionisants (photons ou ions).

la protéine la plus abondante du corps humain, qui représente prés de 95% de la composition du
cartilage. Ces fibres de collagene sont a I'origine de I'élasticité et de la robustesse du cartilage.
Les chondrocytes et la matrice extra-cellulaire ont des activités biologiques liées. Alors que les
chondrocytes régulent la matrice extra-cellulaire en produisant ses composants, ces derniers
régissent |'activité métabolique du cartilage [6].

Le chondrosarcome est une tumeur propre au cartilage et représente 20% des tumeurs
primaires des os chez I'adulte, principalement chez les hommes de plus de 40 ans. Sa faible
teneur en oxygene (hypoxie) la rend particulierement radio- et chimio résistante. L'utilisation
de nouvelles techniques, telle que I'hadronthérapie s'avere alors intéressante pour traiter ce
type de tumeurs. Mais des effets secondaires, comme le stress cellulaire, peuvent avoir lieu
plusieurs millimetres autour de la zone irradiée [4,5,7]. Ce stress cellulaire pourrait induire de
nouvelles dégradations du cartilage de maniére radio-induite par modification du métabolisme
cellulaire [8]. C'est par exemple le cas de I'arthrose articulaire, qui est une séquelle connue de
la radiothérapie conventionnelle. L'étude des modifications radio-induites de la matrice extra-
cellulaire s'avere donc nécessaire pour la compréhension les effets indirects que ces modifications
peuvent engendrer sur la survie cellulaire.

C'est dans ce cadre thématique que s'est développé une collaboration interne entre trois
équipes du laboratoire. Les radio-biologistes de I'équipe LARIA étudient depuis plusieurs années
la radio-biologie du cartilage. lls s'intéressent notamment aux effets Bystander induits par radio-
et hadronthérapie, ainsi qu'a de possibles modifications structurales et a la fragmentation éven-
tuelle de la matrice extracellulaire, afin de caractériser la survie et la mort cellulaire, les séquelles
et les effets secondaires de ces irradiations. Les chercheurs de I'équipe MADIR sont quant a eux
spécialisés dans la radiochimie et I'étude du comportement de la matiére condensée sous rayon-
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nements ionisants. Dans le cadre de ce projet, ils se sont intéressés aux facteurs de stress émis
suite a |'irradiation et a la réorganisation structurale de polymeres de la matrice extracellulaire.
Pour finir, dans I'équipe AMA nous étudions l'ionisation et la fragmentation de molécules et
d'agrégats en phase gazeuse suite a des transferts de charges et d'énergie apreés interaction avec
des rayonnements ionisants, tels des ions, des photons ou des électrons. L'irradiation en phase
gazeuse, en parallele a la phase condensée, peut alors fournir des informations sur les processus
fondamentaux induits par des radiations ionisantes, et constitue un axe de recherche majeur
depuis de nombreuses années. Ces études, initialement basées sur des systémes atomiques ou
moléculaires simples, se sont progressivement tournées vers des assemblages de tailles de plus
en plus conséquentes. Deux grandes familles de systemes moléculaires sont alors fréquemment
caractérisées : d'une part la matiére carbonée (polymeéres, hydrocarbures, ...) et d'autre part
la matiére du vivant (acides nucléiques, protéines et peptides, lipides, ...). La connaissance
des propriétés intrinseques de ces systemes est de premiere importance pour comprendre leur
comportement lorsqu'’ils sont environnés. C'est par exemple le cas de la matiére biologique au
sein des cellules.

En s'affranchissant des effets liés au solvant, la phase gazeuse permet d’atteindre ces
propriétés intrinseques. Il est ainsi possible d'obtenir des informations sur la stabilité de ces
systemes en étudiant leur relaxation, aprés les avoir perturbés de maniére controlée a I'aide
de rayonnements ionisants (photons, ions, électrons). La compréhension des mécanismes en
jeu nécessite alors une analyse détaillée des processus de relaxation, tels que I'ionisation, la
fragmentation ou les transfert de charges.

L'objectif de cette these est de caractériser les réponses des constituants de la matrice
extracellulaire du cartilage en phase gazeuse lors d'irradiations par des rayonnements ionisants,
afin de déterminer les potentiels facteurs de stress pouvant étre libérés par dégradation radio-
induite. Suite au prochain chapitre, axé sur le contexte scientifique des systemes moléculaires
d'intérét biologique et des techniques de contrdle et de caractérisation de molécules en phase
gazeuse, une étude structurale des systémes moléculaires utilisés pendant cette thése sera
détaillée. Nous verrons ensuite les réponses de ces systéemes a différents types de rayonnements
ionisants en phase gazeuse, puis nous finirons en décrivant le développement d'un dispositif
expérimental dédié aux collisions ions-biomolécules en faisceaux croisés et les premiers résultats
obtenus.
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Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser au contexte dans lequel se situent ces tra-
vaux de thése. Nous verrons dans un premier temps différents systemes moléculaires d'intérét
biologiques, afin de présenter les études qui ont permis leur caractérisation ainsi que la compré-
hension de leurs propriétés intrinseques. Par la suite, les techniques expérimentales de controle
de molécules en phase gazeuse seront détaillées, avant de présenter les outils et techniques
d'analyse des processus physiques qui permettent la caractérisation de ces systemes molécu-
laires. Nous finirons en présentant plus en détails la protéine de collagéne, et notamment le
peptide modele de triple hélice, qui est au centre de ces travaux de these.

2.1 Systémes moléculaires d’intérét biologique

Une molécule d'intérét biologique, plus communément appelée biomolécule, est une mo-
lécule présente, produite ou transformée au sein d'un organisme vivant. Les biomolécules par-
ticipent au métabolisme de cet organisme en régulant I'ensemble des réactions chimiques qui
permettent son développement et sa survie. Elles sont majoritairement composées d'atomes de
carbone (C), d'azote (N), d'oxygene (O), de soufre (S), de phosphore (P) et d'hydrogene (H),
et peuvent étre présentes sous forme de petites molécules comme I'eau, de macromolécules
telles les lipides, les protéines et les acides nucléiques, ou encore d'assemblages de plusieurs
molécules.

Ces systemes présentent un intérét particulier dans le cadre de I'irradiation par rayonnements
ionisants. En effet, lors de traitements thérapeutiques, ces biomolécules peuvent subir des dégats
radio-induits, comme par exemple leur destruction et/ou la modification de leurs propriétés
physico-chimiques, ce qui peut avoir des conséquences directes sur I'activité métabolique et
la survie des cellules. Il parait donc intéressant d'étudier ces molécules d'un point de vue
fondamental afin de connaitre leurs caractéristiques propres lorsqu’elles sont soumises a des
rayonnements ionisants.

2.1.1 Acides nucléiques

Les bases nucléiques, ou bases azotées, sont présentes sous cing formes différentes, regrou-
pées en deux catégories comme nous pouvons le voir sur la figure 2.1.1. Tout d'abord celles
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dérivées de la purine : I'adénine et la guanine, et ensuite celles dérivées de la pyrimidine : la
cytosine, la thymine et |'uracile. Elles sont les composants élémentaires de 'ADN et de I'’ARN.

Bases puriques :

Adénine Guanine
o]

NH,

N N

/f/\N At
|

<1\1 S <L\' N/)\NHZ

R R

Bases pyrimidiques :

' Liaison
0" Pentose 8lvcosidique

O::P, i (sucre)
iR
o \\SEZ,Base

HO OH = ribose

Cytosine Thymine Uracile H = désoxyribose
NH, Nucléoside
| xy  HC | NH | NH Nucléotide monophosphate
R R R

Figure 2.1.1 : A gauche : structure chimique des cing bases nucléiques, ot R représente la position
du sucre dans le cas des nucléosides. A droite : schéma de la composition d’un nucléotide.

L'ADN (acide désoxyribonucléique) est un assemblage de deux longues molécules caractérisé
par une structure en double hélice, qui contient toute I'information génétique des étres vivants
et dont chaque brin est un polymere de nucléotides. Ces derniers sont, dans le cas de I'ADN,
composés d'un groupement phosphate et d'un nucléoside : I'ensemble d'un sucre et d'une des
bases nucléiques, liés par une liaison glycosidique. Les bases qui la composent, toutes hormis
I'uracile, permettent de lier les deux brins de sa double hélice. Ainsi, |I'adénine et la thymine se
lient par deux liaisons hydrogenes, et la guanine et la cytosine par trois.

L'ARN (acide ribonucléique) intervient quant a elle dans les réactions chimiques propres
au métabolisme cellulaire. Les cellules I'utilisent entre autre pour transporter |'information
génétique afin de réaliser la traduction, la synthése des protéines. Mais contrairement a I'ADN,
elle est uniquement composée d'un enchainement linéaire de nucléotides, et plusieurs différences
structurelles sont notables : I'uracile remplace la thymine et le sucre du nucléoside est un ribose
au lieu d'un désoxyribose.

2.1.2 Acides aminés, peptides et protéines

Les acides aminés sont de petites molécules qui possedent entre une dizaine et une trentaine
d’atomes et qui constituent les protéines. lls sont composés d'un atome de carbone (noté C,),
d'un groupement amine (NH,) et d'un acide carboxylique (CO,H) organisés selon la structure
chimique H,NC,(R)-CO,H, ou (R) représente la chaine latérale propre a chaque acide aminé.
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La figure 2.1.2 présente les 20 acides aminés les plus fréquemment observés dans les pro-
téines. Nous pouvons observer que les acides aminés sont répertoriés dans trois catégories
différentes, selon que leur chaine latérale est polaire, apolaire ou chargée. Plus un acide aminé
contient de liaisons polarisées sur sa chaine latérale, telles que CO, NH ou NH,, plus celle-ci
sera polaire. Il devient ainsi hydrophile et peut établir des liaisons hydrogene avec I'eau. A
I'inverse, un acide aminé sera hydrophobe si sa chaine latérale ne comporte que des atomes de
carbone et d’hydrogene. La derniere catégorie contient les acides aminés basiques ou acides, qui
possédent une chaine latérale chargée positivement ou négativement a pH neutre, les rendant
également hydrophiles.
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Figure 2.1.2 : Liste des 20 acides aminés protéinogénes. Les sections colorées soulignent les chaines
latérales des acides aminés.

Les protéines sont produites par une polymérisation d'acides aminés. Ces derniers sont liés
de maniere covalente entre |'acide carboxylique d'un premier et I'amine d'un second, créant
ainsi une liaison dite peptidique. Le schéma de la figure 2.1.3 illustre la création de cette
liaison entre deux acides aminés, dont les chaines latérales sont nommées respectivement R;
et R,. Le premier acide aminé va subir la perte d'une molécule OH de son groupe carboxyle,
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Squelette
R, R, R, o‘p/fsptidique
AN )\/O + AN /O - : OH
N N
N-Terminal C-Terminal

Figure 2.1.3 : Processus de formation d’une liaison peptidique entre deux acides aminés dont les
chaines latérales sont respectivement notées R, et R,.

alors que le second perdra uniquement un hydrogéne de son groupe amine, libérant ainsi une
molécule d'eau. Par convention, pour un assemblage de plusieurs acides aminés, |'azote du
groupement amine n'ayant pas subi de modification est représenté sur la gauche du systeme et
est appelé N-terminal. De la méme maniére, le carbone de I'acide carboxylique situé a |'opposé
est nommé C-terminal. La suite d’atomes d’azote et de carbone qui lient ainsi le N-terminal
au C-terminal est appelé le squelette peptidique. Toujours par convention, une protéine est un
systéme comportant une centaine d'acides aminés ou plus. Pour un nombre d'acides aminés
plus petit, le terme utilisé est celui de peptide.

Une nomenclature a été introduite dans la littérature pour attribuer des noms aux fragments
créés le long du squelette peptidique en fonction de la liaison brisée [9-11]. Celle-ci est illustrée
sur la figure 2.1.4 dans le cas d'un peptide composé de quatre acides aminés dont les chaines
latérales sont respectivement notées R; a R,, avec R; du c6té du N-terminal.

Ces notations permettent une indexation des liaisons covalentes rompues. Ainsi, les ions a
et x correspondent a la rupture de la liaison C_ -C, les ions b et y a celle de |a liaison peptidique

C-N et enfin les ions c et z a celle de la liaison N-C ou C,; correspond a I'atome de carbone

a,i+17
lié a la chaine latérale R,.

H
HZN\(JL\N/J\ ‘N JL _ OH
H

R 0 R; 0

Q|
(o
o
Q
ol
o

Figure 2.1.4 : Schéma d’un peptide composé de quatre acides aminés avec indexation des noms
des différents fragments produits selon la liaison covalente brisée. R; a R, représentent les chaines
latérales des acides aminés.
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Dans le cas d'un peptide monochargé, les fragments chargés produits dépendent de la
localisation de la charge. Ainsi, les fragments a, b et ¢ sont formés si elle est du coté du
N-terminal, et a l'inverse les fragments x, y et z sont créés lorsqu'elle est sur le C-terminal.
Pour un peptide multichargé, il est possible que les charges soient réparties de chaque c6té de
la liaison rompue, pouvant ainsi former des couples d'ions complémentaires. Dans le cas ou
plusieurs liaisons covalentes du squelette sont rompues, des fragments internes peuvent étre
observés.

La nature et I'activité biologique des protéines au sein d'un organisme vivant dépendent
directement de sa constitution (structure primaire), mais également de la structure tridimen-
sionnelle du systéme (structures secondaire, tertiaire et quaternaire). Cette structure primaire
correspond a leur séquence d'acides aminés, sans référence a une configuration spatiale. De
plus, dans les cellules, les protéines peuvent subir des transformations post-traductionnelles : ce
sont des modifications chimiques, principalement causées par des enzymes, et qui peuvent faire
varier leur fonction biologique ainsi que de leurs propriétés physico-chimiques. Nous pouvons
par exemple citer le processus d'hydroxylation, qui ajoute un groupement OH sur la chaine
latérale de certains acides aminés, notamment la proline et la lysine.

La plupart de ces protéines possédent une structure secondaire particuliére, et peuvent
présenter un repliement local de la chaine d'acides aminés. Nous pouvons par exemple citer le
cas de I'hélice a, structure caractéristique et répandue des protéines, formée par I'enroulement
d'une chaine polypetidique sur elle-méme. Il en est de méme pour les feuillets g, formés par le
repliement de la chaine en segments paralléles entre eux. Ces structures sont stabilisées par de
nombreuses liaisons H intramoléculaires.

Alors que la structure tertiaire décrit les interactions entre structures secondaires, la struc-
ture quaternaire caractérise quand a elle les ensembles de plusieurs structures tertiaires. Toutes
ces interactions sont non-covalentes.

2.1.3 Interactions non-covalentes

Les systéemes moléculaires comme les protéines ou les peptides peuvent s'agréger : on parle
alors de complexes non-covalents. lls sont liés par des interactions qui se distinguent selon
trois catégories : les interactions électrostatiques entre charges, les interactions dipolaires et les
liaisons hydrogénes.

Interactions électrostatiques entre charges

Ces interactions ioniques sont les plus fortes des interactions non-covalentes. Elles sont
dues a un potentiel coulombien entre deux sites chargés, et dans le cas d'une interaction at-
tractive, I'énergie de la liaison peut étre comparable a celle d'une liaison covalente, c'est-a-dire
plusieurs eV. Comme |'énergie coulombienne dépend directement de la permittivité du milieu,
cette interaction sera beaucoup plus importante dans le vide qu'elle ne I'est en phase conden-

12
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sée, lorsque les molécules sont environnées de solvant. Les liaisons entre peptides impliquent
majoritairement leurs groupements C- et N-terminaux, ainsi que les chaines latérales de certains
acides aminés, car ces sites peuvent étre porteurs de charges dans le cas de molécules protonées
ou déprotonées.

Interactions dipolaires

De maniere générale, une molécule ou un groupement qui ne possede pas de charge nette
peut également contribuer aux interactions non-covalentes par le biais de son moment dipolaire
u permanent ou induit. Un dipdle peut interagir avec son environnement électrostatique, no-
tamment avec les ions ou d'autres dipéles, et la force de ces interactions dépend directement
de la nature du second intervenant.

Dans le cas de l'interaction ion-dipole, ce dernier va s'aligner en fonction de la charge de
I'ion afin de créer une force attractive entre les deux espéces, comme nous pouvons le voir sur
la figure 2.1.5 de gauche [12]. Méme si elles sont moins fortes que les interactions entre deux
ions, les interactions ion-dipole ont un réle important d'un point de vue structural pour une
protéine. Elles sont également a |'origine d'une partie des interactions entre ces protéines et le
solvant, a cause notamment du moment dipolaire permanent de |'eau.

Deux dipoles peuvent interagir selon deux configurations. Comme le présente la figure 2.1.5
de droite [12], ils vont soit s'aligner téte béche, soit de maniére colinéaire, de sorte a maximiser
les interactions attractives.

=l

O D

ion dipdle

=l
T

T 4

=l

Figure 2.1.5 : A gauche, principe de I'interaction ion-dipdle, ol ce dernier s'aligne sur I'ion afin
de maximiser la force d’attraction. A droite, configurations téte béche et colinéaire favorables lors de
I'interaction entre deux dipéles.

Liaison hydrogéne

Deux atomes électronégatifs peuvent "partager" un atome d'hydrogene afin de former ce
type de liaison. Celle-ci peut s'assimiler a la liaison électrostatique charge-dipdle. La liaison
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hydrogene est tres présente dans la formation de complexes non-covalents de molécules biolo-
giques et joue un réle structural important. Dans le cas de protéines, ce type de liaison est par
exemple présent dans les structures particulieres de I'hélice a et du feuillet f.

Afin d'étudier les caractéristiques des systemes moléculaires d'intérét biologique que nous
venons de détailler tout au long de cette partie, de nombreuses études ont été menées. La plupart
d’'entre elles ont été réalisées en phase condensée, lorsque ces molécules sont environnées de
solvant, mais elles ont par la suite été orientées vers la phase gazeuse, ou la caractérisation
des molécules permet directement d'explorer les propriétés propres a ces systemes. La mise en
place de ces études a nécessité le développement de nouvelles techniques expérimentales afin
de porter de tels systemes moléculaires en phase gazeuse et de les controler.

2.2 Techniques expérimentales de controle de molécules
en phase gazeuse

L'étude de molécules isolées en phase gazeuse permet de s'affranchir des effets de solvant
et d'environnement afin de se consacrer aux propriétés intrinséques du systeme d'intérét. Ces
expériences ont longtemps été menées sur des molécules neutres de relativement petite taille,
comme les acides aminés, mais le développement de nouvelles techniques, comme les sources a
électronébulisation ou a désorption laser, a permis la mise en phase gazeuse de molécules telles
les peptides ou les protéines de taille plus conséquente, et plus fragiles thermiquement que les
molécules neutres habituellement étudiées.

L'intérét de ces nouvelles techniques réside également dans le fait que ces systémes sont
produits chargés. Il est alors possible de les guider et de les controler par le biais de techniques
et d'outils expérimentaux utilisant des champs électrique et/ou magnétique. Nous allons donc
voir dans cette partie les principes fondamentaux de ces techniques, présentes pour la plupart
sur les différents dispositifs expérimentaux utilisés dans le cadre de cette these.

Dans un premier temps nous nous intéresserons aux techniques de mise en phase gazeuse
de molécules chargées, puis nous verrons ensuite comment guider, piéger et mettre en forme
un faisceau d'ions.

2.2.1 Mise en phase gazeuse de molécules

Comme nous venons de le mentionner, un gaz de molécules peut étre créé par des techniques
d'évaporation, a I'aide d’un four par exemple. Pour les systémes plus fragiles thermiquement,
c'est-a-dire qui se transforment chimiquement avant de s'évaporer, il est nécessaire d'utiliser
des techniques plus douces. Les sources a électronébulisation ou a désorption laser répondent
a cette contrainte.
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2.2.1.1 Source a électronébulisation

Les sources a électronébulisation (ESI pour ElectroSpray lonization) [13-18], dont le prin-
cipe est schématisé sur la figure 2.2.1, permettent une ionisation "douce" des molécules. Ces
derniéres, initialement présentes sous forme de poudre, sont dissoutes dans une solution compo-
sée d'un ou plusieurs solvants (eau, méthanol, acétonitrile, ...). De I'acide ou une base peuvent
également y étre ajoutés a hauteur de quelques pourcents du volume total afin de favoriser la
protonation (en mode positif), ou la déprotonation (en mode négatif) des molécules. A I'aide
d'un pousse-seringue qui permet d'appliquer un débit de 'ordre de 0,1 3 0,5 ul.min~!, la so-
lution est amenée de maniere continue jusqu'a une fine aiguille métallique. Cette derniere est
généralement positionnée a quelques millimetres de I'entrée d'un capillaire métallique, et est |é-
gerement désaxée pour limiter au maximum que des particules neutres y entrent. Nous pouvons
rappeler ici que cette aiguille métallique est située dans un environnement ou la pression est
proche de la pression atmosphérique. Certaines sources ESI commerciales peuvent se trouver
sous atmosphére controlée, ol un gaz inerte chauffé facilitera la mise en phase gazeuse des
molécules. Ainsi, le capillaire métallique situé en face de cette fine aiguille fait la liaison entre
la pression atmosphérique et le dispositif expérimental sous vide. En effet, son faible diametre
(de I'ordre de quelques centaines de pm) et sa longueur avoisinant la dizaine de centimétres,
assurent une faible conductance de ['air.

Fission / évaporation
N

Molelcules en f ’ —
solution A Wt I
Cone de Taylor & @ +: o
+ +
++ ® @ . .
+ ¢ g &% w e @ * m Ml Capillaire
& + + + 4 "_"_+ + "
e + N - +t 4.+ + o o
prrEET P + ¢ @ + +
/ i i Gl N + +
gt + o+ +
i 4 * + +
Microgouttelette chargée e @, ¢
RES + 4+
& + +
+ -
HT = 3kV

Figure 2.2.1 : Principe de fonctionnement de I'électrospray en mode positif.

Le flux imposé par le pousse-seringue forme une goutte de la solution a I'extrémité de
I'aiguille. Le fait d'appliquer une différence de potentiel de quelques kilovolts entre celle-ci et
le capillaire permet une accumulation de charges de la solution a I'extrémité de I'aiguille. La
surface de la goutte va ainsi se déformer jusqu'a créer un cone, dit de Taylor [19].

Des gouttelettes de quelques um de diametre sont alors libérées de I'aiguille. Elle subissent
ensuite des réductions suite a I'évaporation du solvant. Ceci provoque |'augmentation de la
densité de charge sur leur surface jusqu'au seuil critique, nommé la limite de Rayleigh [19],
ou la répulsion électrostatique devient plus importante que la tension de surface de la gout-
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telette. Cette derniére subit des fissions coulombiennes, produisant ainsi d'autres gouttelettes
secondaires, de plus petite taille, elles-mémes proches de la limite de Rayleigh, et pouvant éga-
lement subir de nouvelles fissions. Ces gouttelettes traversent finalement le capillaire chauffé,
ou I'évaporation se poursuit.

Concernant la fin de la désolvatation des molécules, deux processus sont évoqués dans
la littérature : d'un c6té celui de I'évaporation ionique [20], de I'autre, celui de la charge
résiduelle [17]. Le premier processus explique la désolvatation de la molécule par I'extraction
de I'ion de la gouttelette lorsque cette derniére est suffisamment petite (diametre < 20 nm).
Le second processus propose que |'évaporation du solvant se poursuive jusqu'a la désolvatation
compléte de la molécule. Ces deux processus dépendent malgré tout de la nature, de la taille
et de I'état de charge de la molécule étudiée.

Les sources ESI permettent finalement de porter en phase gazeuse des molécules de diffé-
rentes tailles, allant des acides nucléiques jusqu'aux complexes non-covalents de protéines, tels
que des virus [21,22].

2.2.1.2 Désorption laser assistée par matrice

La seconde technique de mise en phase gazeuse de molécules que nous allons aborder ici,
est nommée MALDI (pour Matrix Assisted Laser Desorption - lonization), et nécessite cette fois
I'utilisation d'un laser UV, visible ou IR pulsé a une fréquence de I'ordre de 10 Hz. Le principe
de fonctionnement de cette technique est schématisé sur la figure 2.2.2. Le laser délivre des
impulsions de |'ordre de la nanoseconde [23], qui vont atteindre une cible solide composée d'une
matrice organique, a l'intérieur de laquelle sont contenues les molécules d'intérét. Comme il
n'est pas souhaitable que ces derniéres absorbent des photons et fragmentent avant méme leur
mise en phase gazeuse, le choix de la longueur d'onde du laser et celui de la composition de la
matrice sont primordiaux. Apres absorption de photons, la matrice se trouve ionisée, et éjecte
de la matiere, formant ainsi une plume de désorption [24] qui contient de la matrice ionisée et
les molécules a mettre en phase gazeuse. La matrice posséde donc deux rdles cruciaux, elle doit
absorber les photons, et également transférer des protons aux molécules. Une fois chargées,
ces dernieres sont guidées par une différence de potentiel appliquée entre la plaque qui porte
la matrice et I'entrée du dispositif expérimental.

Cette méthode de mise en phase gazeuse est également douce, mais produit des ions dans
des états de charge plus faibles qu'une source ESI. De plus, les ions moléculaires produits sont
répartis selon une large distribution en vitesse [25,26]. Pour pallier a cet aspect, certaines
sources MALDI n'utilisent pas de champ électrique constant pour guider les ions, mais fonc-
tionnent sur le principe d'une extraction retardée [27,28]. Les ions sont créés dans une zone sans
champ électrique, puis sont extraits par une impulsion électrique appliquée quelques centaines
de nanosecondes apres leur création.

Avec cette technique, de nombreuses protéines [29, 30], comme l'insuline, I'Ubiquitine ou
le Cytochrome C, et méme des complexes non-covalents [31, 32], ont pu étre mis en phase
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Mélange
matrice - molécules

Plaque MALDI

—  Désorption lonisation lons moléculaires

Figure 2.2.2 : Principe de fonctionnement de la source MALDI.

gazeuse. Certaines études se sont également axées sur la comparaison entre |'utilisation de
photons IR et UV pour réaliser la désorption de la matrice. Les résultats obtenus, bien que tres
similaires, ont tout de méme permis de mettre en avant que |'utilisation d'un laser IR laissait la
molécule dans un état moins excité qu'un laser UV car moins de fragments sont observés [30].

Plus récemment, P. Ryumin et co. [33] ont montré qu'il est possible d'obtenir de multiples
états de charges pour des molécules de masses comprises entre 60 et 140 Da, avec une source
MALDI ou la désorption d'une matrice liquide se fait a pression atmosphérique. Les liquides
sont également utilisés pour la technique de désorption laser de micro-gouttelettes, comme
nous allons maintenant le voir.

2.2.1.3 Désorption laser de micro-gouttelettes

La désorption laser de micro-gouttelettes est une méthode douce de mise en phase gazeuse
de molécules par irradiation de gouttelettes par laser IR [34,35] ou UV [36]. Cette technique
est dérivée de la désorption laser sur liquide [37,38], qui fonctionne selon le méme principe mais
induit une perte trop importante de biomolécules.

Chaque pulse du laser est synchronisé sur la chute d'une gouttelette et les molécules sont
éjectées selon un mécanisme d'explosion coulombienne [39]. L'intensité du signal mesuré avec
cette technique est d’autant plus importante que le volume de la gouttelette et sa concentration
sont élevés. De plus, comme les gouttelettes sont initalement non chargées, cette technique
d'ionisation permet de produire des états de charges relativement bas, contrairement aux sources
ESI. La désorption de micro-gouttelettes permet ainsi de produire des molécules sur de larges
gammes de taille pouvant aller jusqu'aux complexes non-covalent de protéines [34, 37, 38].
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2.2.2 Sélection et transport d’ions

Comme nous venons de le voir, a ce stade, de nombreuses espéces sont présentes lorsque ces
molécules sont mises en phase gazeuse. Ces techniques produisent ainsi des molécules neutres,
mais surtout de nombreuses espéces chargées, de taille et d'état de charge différents. Il est donc
nécessaire de mettre en forme et de guider ces ions pour en faire un faisceau. Il est également
possible de sélectionner par la suite un type d'ion particulier en fonction de son rapport masse
sur charge. Nous allons donc d'abord nous intéresser aux funnels, puis nous verrons ensuite les
multipdles.

2.2.2.1 Funnel

Les funnels sont fréquemment couplés avec des sources ESI [40-42] car ils permettent le
guidage et la focalisation d'un faisceau d'ions de faible énergie cinétique afin de maximiser son
intensité. Leurs électrodes ont la particularité d'avoir une forme d'entonnoir pour favoriser la
focalisation, comme nous pouvons le voir sur le schéma présenté sur la figure 2.2.3 [40]. La
pression dans la chambre avoisine le millibar, et le libre parcours moyen d'une molécule est alors
proche de 200 um.

Funnel B
I|IIIIIIIIIII|IIIIIII|||||“ )
Source ESI go
Capillaire .g
a
IIIIIIIIIIIlIIIH|||||||||“
P = 1000 mbar P:1+mbar

Figure 2.2.3 : Schéma d'un funnel [40], avec la source ESI sur la gauche. Le capillaire permet
d'amener le faisceau de molécules issues de la source vers l'intérieur du dispositif, ou il sera focalisé
par le funnel, avant de traverser le diaphragme qui le ménera vers les étages suivants du dispositif.

En plus d'un champ électrique constant et homogeéne appliqué sur toute la longueur du
funnel, chaque électrode est soumise a un potentiel électrique radio-fréquence. En alternant
phase et opposition de phase, le champ électrique ainsi induit permet de compenser radialement
les déviations de trajectoire aléatoires des ions, suite aux nombreuses collisions que ces derniers
subissent sur le gaz résiduel. Lors de la réalisation d'un funnel, il est important de conserver
une distance minimum entre deux électrodes égale a la moitié de leur rayon interne. En effet,
dans le cas contraire, des électrodes de petit diamétre interne trop rapprochées peuvent induire
des conditions de piégeage d'ions [40,41], similaires a celles d'un piege linéaire [43].
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Le diaphragme situé apres les électrodes permet de réaliser un différentiel de pression en
limitant I'écoulement du gaz résiduel dans I'axe du funnel. Dans ces gammes de pressions, la
vitesse de cet écoulement est de I'ordre de la centaine de métres par seconde [44], entrainant
les ions vers les zones de plus basse pression.

2.2.2.2 Multipoles

Un multipdle est composé d'un ensemble d'électrodes cylindriques sur lesquelles est appli-
qué un potentiel électrique radio-fréquence de pulsation Q, composé d'un potentiel oscillant
d’amplitude V,, et d'un potentiel statique U,.

Comme nous I'avons dit précédemment, apres la mise en phase gazeuse des molécules, de
nombreuses espéces sont présentes. Il est donc nécessaire de trier ces ions afin de connaitre et
sélectionner avec précision la nature du faisceau de molécules d'étude. Pour ce faire, I'analyseur
en masse quadripolaire (QMS pour Quadrupole Mass Analyser) a pour but de sélectionner les
ions d'intérét selon leur rapport masse/charge.

Figure 2.2.4 : Schéma de principe du QMS, avec R, le rayon des électrodes, et 2.r,, la distance
séparant deux électrodes opposées. Des potentiels en opposition de phase sont appliqués sur les deux
couples d’électrodes.

Comme l'illustre la figure 2.2.4, le potentiel oscillant d'une électrode donnée sera en op-
position de phase avec ceux appliqués sur les deux électrodes qui lui sont adjacentes. Deux
électrodes opposées I'une a l'autre et espacées par une distance 2.r, auront des potentiels
oscillant en phase. Le potentiel quadripolaire ainsi créé est de type :

OF, 1) = <1>0(t)ﬂ (2.2.1)
2.r7
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avec
D(1) = Uy — V. cos(Q.1) (2.2.2)

De ces relations découlent les équations de Mathieu [45-47], qui régissent le mouvement des
ions dans un champ quadripdlaire. En fixant U, et V,, seuls les ions correspondant a un rapport
masse sur charge donné ont une trajectoire stable, oscillants dans le plan (xOy) avec une faible
amplitude, et parviennent a traverser le QMS. Les autres espéces ioniques ont des trajectoires
instables, dont |I'amplitude d'oscillation augmente jusqu’a leur perte. En faisant évoluer U, et
V,, tout en gardant un rapport constant, il est possible de scanner toutes les masses présentes
initialement dans le faisceau a la sortie de la source. Dans le cas ou la composante statique U,
du champ est nulle, le QMS laisse passer tous les ions et agit comme un simple guide d'ions.

De maniere plus générale, les multipoles sont fréquemment utilisés pour guider les faisceaux
d’ions de basse énergie cinétique (~ 10 eV/charge) [46,48,49]. La composante oscillante du
potentiel est alors fixée de sorte que la plus grande gamme de m/z traverse le multipdle.

2.2.3 Piégeage

Une fois la molécule d’intérét sélectionnée et le faisceau purifié des espéces non désirées, il
est possible d'accumuler les ions afin d’augmenter localement leur densité. Plusieurs types de
pieges a ions existent afin de répondre a différentes problématiques. Nous allons uniquement
voir ici deux d’entre eux : les pieges tridimensionnel et linéaire.

2.2.3.1 Piege de Paul tridimensionnel

Le piege de Paul [47,50] est composé de trois électrodes de forme hyperbolique : un anneau
central et deux électrodes, d'injection et d'extraction, comme nous pouvons le voir sur la figure
2.2.5a. Afin de pouvoir piéger des ions avec une telle géométrie, il est nécessaire que le rayon
ro de I'anneau central et la distance z, entre le centre du piege et les électrodes d'injection et
d’extraction respectent la condition r,? = 2.z, afin d'obtenir un champ quadripolaire homogeéne
en tout point du piege [45, 50].

Les électrodes d'injection et d'extraction sont soumises a un potentiel constant U, .. Sur
I'anneau central, un potentiel de la forme U, + V,.cos(Q.t) est appliqué dés I'injection des
ions afin de les confiner au centre du piege. Comme pour le cas du QMS, la stabilité de la
trajectoire des ions dans un piege de Paul est régie par les équations de Mathieu [45, 47, 50].
Cependant, lorsque ce type de potentiel oscillant confine les ions dans deux directions, le
champ quadripolaire est déconfinant selon la troisieme. Un choix judicieux du jeu de paramétres
(V. Q), permet au potentiel sinusoidal de confiner alternativement les ions dans des directions
différentes et ainsi piéger les ions dans ce champ quadripolaire, comme l'illustre la figure 2.2.5b.
Le piégeage des ions peut également étre facilité par collisions sur du gaz tampon, typiquement
de I'hélium.
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Figure 2.2.5 : (a) : schéma des électrodes du piége de Paul. Les potentiels appliqués lors du
piégeage des ions sont également indiqués. (b) : surfaces équipotentielles oscillantes a une période T

dans un piége de Paul.

Ce type de piege permet finalement d'accumuler et de regrouper des ions localement dans
les trois dimensions de |'espace, en formant ainsi des paquets d’'ions de quelques mm?3 et pour

une densité pouvant avoisiner les 10° ions.mm3.

2.2.3.2 Piege linéaire

La géométrie d'un piege linéaire est dérivée de celle d'un analyseur en masse quadripolaire.
Comme nous pouvons le voir sur la figure 2.2.6, ce type de piége est composé de quatre barres
hyperboliques, mais également de deux lentilles, d'injection et d’extraction. Cette configuration
permet aux ions d'avoir une trajectoire oscillante radialement, grace a un puits de pseudo
potentiel RF, tout en préservant une trajectoire stable selon leur axe de propagation, a I'aide
d'un puits de potentiel continu formé par les tensions appliquées aux électrodes d'injection et
d’extraction [45,51-54]. Du gaz tampon d'hélium peut également étre utilisé afin de thermaliser
les ions par collisions douces.

Finalement, avec cette géométrie, les ions ne sont confinés que radialement, a I'inverse
des piege 3D. Des études ont montré que cette configuration présente plusieurs avantages
sur les pieges tridimensionnels [55, 56], comme une plus grande capacité de piégeage, une
meilleure efficacité, et une diminution de la charge d’espace, probleme récurrent des pieges 3D
comme nous le verrons par la suite. Il a également été montré que la capacité de charges dans
un piege linéaire augmente avec le nombre de barres du multipdle [57]. Cet aspect permet
alors une accumulation de systéemes multichargés. Ce type de piege trouve des applications
en spectroscopie de photo-fragmentation de biomolécules, principalement des peptides [58],
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Figure 2.2.6 : Schéma d’un piége linéaire, composé des électrodes d’injection et d’extraction, et de
I'électrode centrale.

mais également pour des réactions entre ions, ou par capture et transfert d'électrons sur des
molécules [45].

Toutes les méthodes que nous venons de voir permettent le controle des molécules que
nous souhaitons étudier. Que ce soit pour les piéger ou les diriger, ces outils expérimentaux
permettent ainsi la mise en place de techniques de caractérisation et d'analyse de molécules en
phase gazeuse, afin d’obtenir des informations sur leurs propriétés physico-chimiques.

2.3 Techniques de caractérisation et d’analyse des
propriétés physico-chimiques de biomolécules

L'étude de molécules d’'intérét biologique nécessite |'utilisation de nombreuses techniques
d'analyse, permettant notamment d'obtenir des informations sur la structure ou la stabilité du
systeme que I'on souhaite étudier.

Il est possible d'obtenir des informations sur la stabilité d'un systéme en I'activant, c'est-a-
dire en y déposant de |'énergie interne en modifiant la population des états vibrationels et/ou
électroniques, comme c'est par exemple le cas pour des collisions douces sur du gaz ou lors
de désorptions par photons VUV. L'intérét de I'utilisation des photons réside dans le fait qu'ils
permettent d'apporter de |'énergie au systéme en sélectionnant le site d'absorption et ciblent
ainsi plus précisément les caractéristiques que I'on souhaite observer.

Pour I'étude de leur structure, il est possible de faire fragmenter ces systémes molécu-
laires, par exemple lors de collisions énergétiques sur du gaz, par capture d'électrons, ou lors
d'interactions avec des ions atomiques, qui possedent une haute efficacité grace a leur grande
section efficace. Ces différentes approches produisent ainsi des sites de ruptures différents, de
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part I'interaction qui entre en jeu, et sont donc complémentaires.

Dans cette partie, nous allons ainsi voir un apercu des différentes techniques pouvant étre
utilisées en spectrométrie afin d'étudier la stabilité ou la structure d'un systeme moléculaire.
La plupart de ces techniques ont été utilisées dans le cadre de cette thése, nous allons donc
présenter leurs caractéristiques respectives.

2.3.1 Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique expérimentale qui consiste a mesurer le rapport
masse sur charge de particules chargées. Plusieurs méthodes d'analyse peuvent étre utilisées,
nous pouvons par exemple citer le quadripdle ou les piéges a ions radio-fréquences que nous
avons déja détaillés précédemment, mais nous pouvons également mentionner la résonance
cyclotronique par transformée de Fourier et le spectrométre a temps de vol. Les spectrometres
sont caractérisés par leur résolution m/Am, c'est-a-dire leur capacité a distinguer deux ions
dont les masses sont séparées de 1 Da. Lors de ces travaux de these, les spectrometres de
masse ont été fréquemment utilisés pour analyser les résultats de caractérisation de systemes
moléculaires par les méthodes que nous allons présenter par la suite.

2.3.1.1 Spectrometre de masse a résonance cyclotronique ionique

Les spectrométres de masse a résonance cyclotronique ionique (FT-ICR pour Fourier-
transform ion cyclotron resonance) sont des dispositifs de grande performance permettant une
mesure de haute résolution des rapports masse sur charge de particules chargées [59, 60]. Leur
principe repose sur le piégeage d'ions dans une cellule ou est appliqué un champ magnétique
constant (entre 7 et 9.5 T). Or, une particule chargée soumise a un champ magnétique uni-
forme aura un mouvement circulaire perpendiculaire a ce champ, induit par la force de Lorentz.
Ce mouvement, dit cyclotronique, est caractérisé par une vitesse de rotation et une fréquence
angulaire, indépendantes de la vitesse initiale des ions, mais directement liées au champ ma-
gnétique et inversement proportionnelles a leur rapport m/z. La mesure de cette fréquence
cyclotronique permet de déterminer le rapport masse sur charge de I'ion considéré.

Ainsi, afin d'enregistrer un spectre de masse il est nécessaire de détecter les courants induits
par le mouvement cyclotronique des ions a I'aide de plaques de détection. Cependant, les ions
sont injectés dans la cellule selon de larges distributions en énergie et en temps de vols. Les
particules chargées de rapport m/z donné ont ainsi un mouvement incohérent les uns envers les
autres, et sont répartis sur des orbites de faibles rayons. |l n'est donc pas possible de détecter
directement leur fréquence cyclotronique. L'application d’'une onde RF permet d'apporter de
I'énergie d’excitation aux ions d'un rapport m/z donné, comme l'illustre la figure 2.3.1 de
gauche [59]. Ces derniers se trouvent accélérés et ralentis alternativement, lorsque I'onde est
en phase ou en opposition de phase avec leur fréquence cyclotronique. Il est ainsi possible
d’amener 'ensemble de ces ions d'un mouvement incohérent (déphasé) sur une orbite de faible
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rayon, a un mouvement cohérent (en phase) sur une orbite de rayon supérieur (figure 2.3.1 de
droite) [61,62]. Dans cette configuration, les ions possédant un autre rapport m/z n'entrent
pas en résonance et restent confinés au centre de la cellule.

| Excitation Détection

0.
&S
»
I
1T

c

||

Figure 2.3.1 : Schéma du principe de fonctionnement d’un spectrométre de masse FT-ICR. A
gauche, I'onde RF excite les particules chargées de rapport m/z donné. Cette excitation donne un
mouvement cohérent aux ions et augmente leur rayon de rotation. A droite, détection de la fréquence
cyclotronique des ions en mesurant le courant induit.

Ces dispositifs sont généralement couplés avec des sources de types ESI ou MALDI situées
en dehors du champ magnétique. Les especes ioniques sont amenées dans la cellule par le
biais de guides d'ions. Les FT-ICR permettent de réaliser des spectres de masse de haute
résolution (m/Am > 106 pour m/z = 400 [59]), notamment parce qu'il est possible de réaliser
les mesures pendant un temps relativement long, pouvant aller jusqu'a la dizaine de secondes.
Cette résolution reste malgré tout limitée par la valeur du champ magnétique et par le vide
résiduel de la cellule. De plus, de part leur géométrie, leur gamme de rapport masse sur charge
détectable est tout de méme limitée, typiquement pour des m/z < 2500. En effet, plus le
rapport m/z est élevé, plus le rayon de rotation des ions est grand. La gamme de m/z est donc
limitée par le rayon de la cellule.

2.3.1.2 Spectromeétre de masse a temps de vol

Les particules chargées, initialement localisées dans une zone d’extraction, sont soumises

a un champ électrique uniforme appliqué a l'instant t comme illustré sur la figure 2.3.2.

start?
Les ions sont accélérés dans la direction de ce champ, et traversent une zone de vol libre

sans champ, avant d'étre détectés. Leur détection a l'instant t___ permet la construction d'un

stop
spectre de temps de vol. Or, pour une particule chargée de masse m et de charge q données,
initialement au repos, et soumise a une différence de potentiel V, son temps de vol T =t

t

stop ~

start ST !

m
T x4 /— (2.3.1)
q
Il est alors possible de faire une calibration a I'aide de cette relation pour transformer un

spectre de temps de vol en spectre de masse.
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Figure 2.3.2 : Schéma du principe de fonctionnement d’un spectrométre de masse a temps de vol.
Les ions 1 et 2 sont accélérés par I'application d’une différence de potentiel (signal start), avant d'étre
séparés par leur rapport m/z, puis détectés (signaux stop). La différence entre les signaux stop et le
signal start permet ainsi la construction d’un spectre de temps de vol. [63]

D’autre part, la relation 2.3.1 permet d'obtenir :

m

— x T? (2.3.2)
q
Il est ainsi possible de définir la résolution en masse, m/Am, d'un spectrométre comme
étant sa capacité a séparer deux ions de charge q donnée et de masses m; et m, proches, avec
Am=m,-m, :
m 1 T

—=_. 2.3.
Am 2 AT (2:33)

Ou AT est la largeur mesurée de la distribution en temps de vol des ions de masse m.

La résolution d'un spectrométre de masse dépend directement de la longueur de la zone
de vol libre : plus celle-ci sera longue, meilleure sera la résolution. Cependant, dans la pra-
tique la longueur d'un spectrometre est comprise entre 1 et 3 m. Ce n'est généralement pas
suffisant pour bien séparer des ions de masses rapprochées, et par conséquent la résolution
d'un tel dispositif est limitée a quelques centaines. De plus, le paquet d'ions a initialement
une dispersion en position selon |'axe de leur extraction. Ainsi, tous les ions d'un rapport m/z
donné arriveront sur le détecteur avec une distribution en temps dont la largeur a mi-hauteur
est directement proportionnelle a leur dispersion initiale. Cet aspect tend également a baisser
la résolution en masse du dispositif. Ainsi, d’autres configurations de spectrometre permettent
de corriger ces points afin d’améliorer la résolution en masse. Nous allons désormais détailler
la configuration Wiley-McLaren, qui permet de compenser la position initiale des ions, mais
également le réflectron, ou miroir électrostatique.
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Configuration Wiley-McLaren

Dans une configuration Wiley-McLaren [64,65], le spectrométre de masse est divisé en trois
parties, comme nous pouvons |'observer sur la figure 2.3.3. Les ions sont initialement dans la
premiere zone, dite d’extraction, avec une dispersion Az, selon I'axe z du spectrométre. Un
champ faible El les extrait vers la zone d'accélération, ou ils seront soumis au champ EZ,
d’'intensité plus élevée. La séparation des ions selon leur rapport m/z se fait dans la troisieme
reglon la zone de vol libre, ou aucun champ électrique n'est appliqué. Les intensités des champs
E1 et E sont ajustées pour focaliser les ions temporellement sur le détecteur. Ce type de
spectrometre permet ainsi de compenser la dispersion initiale Az, des ions et ainsi d"augmenter
la résolution (m/Am = 2000) par rapport a un simple spectrométre linéaire (m/Am ~ 200).

Zone d’extraction /

accéIéAration Zone deAvoI libre
r p d \ 1 \
e —— >
E, : E E=0 a
-~
z ~+
ial —_ H H 2
«— Yy, H H oy
Az, : : =
|' I | I ;L 111
v, v,
0 z

Figure 2.3.3 : Schéma du principe de fonctionnement d’un spectrométre de masse en configuration
Wiley-McLaren. [66]

Réflectron

Comme nous I'avons déja mentionné, la séparation des ions est d'autant meilleure que leur
parcours en vol libre est long. C'est I'un des buts du spectrométre de masse réflectron [67-70] :
il permet d'augmenter le trajet des ions grace a I'utilisation d'un miroir électrostatique. Comme
I'illustre la figure 2.3.4, apres leur extraction les ions vont pénétrer dans une zone constituée de
lentilles électrostatiques sur lesquelles un gradient de potentiel est appliqué. lls vont alors étre
ralentis par le champ électrique, jusqu'a étre réfléchis puis dirigés vers le détecteur avec une
vitesse identique a leur vitesse aprés extraction, mais avec une direction opposée. Ainsi, plus
les ions sont énergétiques, plus ils iront loin dans le miroir électrostatique. Le réflectron permet
ainsi de compenser les variations d'énergies entre des ions d'un méme rapport m/z, dues a leur
position initiale dans la zone d'extraction, en augmentant ainsi la résolution.

De maniere générale, la spectrométrie de masse permet d'étudier une large gamme de
masse, des petites molécules aux protéines de plusieurs dizaines de kDa, avec de haut taux
d'échantillonnage et une transmission pouvant étre proche de 100%. De plus, comme nous allons
le voir par la suite, c'est une méthode tres fréquemment utilisée pour |'analyse de molécules
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Figure 2.3.4 : Fonctionnement d’un spectrométre de masse réflectron. Les ions a et b, de méme
rapport masse/charge, sont focalisés sur le détecteur aprés avoir été réfléchis par le miroir électrosta-
tique [63].

ayant été caractérisées par d'autres techniques, comme par exemple la spectrométrie de mobilité
ionique.

2.3.2 Spectrométrie de mobilité ionique

La spectrométrie de mobilité ionique (IMS pour lon Mobility Spectrometry) est une tech-
nique d'analyse qui permet de séparer deux ions moléculaires de méme rapport masse sur
charge, mais de conformations différentes. Plusieurs techniques existent, mais seule celle qui a
été utilisée pour ce travail de these sera détaillée ici.

Les systemes d'étude chargés sont injectés dans un tube, dit tube de dérive, rempli de gaz
inerte, et ol regne un champ électrique constant et homogene. Le temps mis par un ion donné
pour traverser le tube est directement lié au nombre de collisions qu'il va subir avec ce gaz,
et sa mesure permet de déterminer la mobilité de cet ion. La vitesse v, de dérive de l'ion a
I'intérieur du gaz est alors proportionnelle au champ électrique appliqué selon la relation [71] :

vp = K.E (2.3.4)

Le coefficient de proportionnalité K est la mobilité de I'ion et s'exprime en cm2. V-1t
Ainsi, le temps de dérive de cet ion est inversement proportionnel a v, et donc a K.

Cette mobilité ionique peut nous informer sur la structure tridimensionnelle des systémes
moléculaires que nous étudions. En effet, pour deux conforméres donnés, de méme m/z mais
de structures différentes, le plus compact subira moins de collisions sur le gaz et aura donc
une vitesse de dérive plus grande que celui dont la structure est étendue. La mobilité ionique
est donc directement liée a la section efficace de collision (CCS pour Collision Cross-Section).
Cette derniére est extraite de la dépendance linéaire du champ électrique sur les temps de dérive
d'un ion de charge q et de masse m, selon I'équation de Mason-Schamp [71] :

1
Up 3 q (1 1 > 27 \? 1
K =20 _ + — == ) — 2.35
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Avec N la densité du gaz, M la masse de ses atomes, kg la constante de Boltzmann, T la
température du gaz, et Qy (A2) la CCS des ions.

Ainsi, plus la structure d'un systéme moléculaire sera dépliée, plus sa CCS sera grande [72].
En comparant les résultats de CCS ainsi obtenus avec des simulations, il est possible d'obtenir
des informations structurales sur les systémes étudiés. C'est par exemple le cas pour les acides
nucléiques : V. Gabelica et co. ont montré que lorsque I'état de charge d'un systéme augmente,
celui-ci tend a se déplier, jusqu'a sa dénaturation [73]. lls ont également montré que I'apparition
de cette dénaturation est directement lié a la taille du systéme. De nombreuses études ont
également été menées sur les peptides et protéines. Ces travaux ont permis de caractériser
I'influence de la répartition des charges sur la stabilité du systeme [74]. En effet, alors que le
feuillet f neutre possede une structure stable, la présence de charges dans le systéme perturbe
cette stabilité, en modifiant la conformation du systeme. A l'inverse, ces effets d'état de charge
peuvent stabiliser d'autres types de structures en phase gazeuse, telles les hélices, qui ne sont
pas observées pour des systemes neutres [74]. De plus, d'autres études ont démontré que le
choix de la séquence peptidique [75,76] et la solvatation du systéme [77] peuvent accroitre
I'abondance, et donc la stabilité, de ces systemes en phase gazeuse. Par ailleurs, comme cette
technique permet la conservation de systemes faiblement liés, il est aussi possible de caractériser
des complexes non-covalents [78-82].

2.3.3 Collisions sur gaz neutre

La CID, pour Collision Induced Dissociation, est la technique de fragmentation la plus
utilisée pour séquencer les protéines et brins d’ADN. En effet, sa facilité de mise en place sur
la plupart des dispositifs expérimentaux a permis |'expansion de son utilisation, pour en faire
une technique de référence, a laquelle les autres techniques de fragmentation sont souvent
comparées.

Le principe de la CID réside dans la fragmentation de molécules par le biais de collisions
sur du gaz neutre (habituellement de I'hélium, de I'azote ou de I'argon). De I'énergie est donc
déposée dans la molécule, avant d'étre redistribuée dans ses états vibrationnels [83]. Si cette
énergie d'excitation est supérieure au seuil de dissociation, elle pourra amener la molécule a
fragmenter :

(M + nH)"™ + Gaz—>(M + nH)"™*— fragments (2.3.6)

Les énergies de collision habituellement utilisées en CID sont soit de I'ordre de 10 a
100 eV par charge ("basse énergie"), soit supérieures a 1 keV ("haute énergie"). A basse éner-
gie, le systeme moléculaire reste en général dans son état électronique fondamental, alors que
ses états excités peuvent étre atteints a haute énergie. L'ionisation est méme parfois obser-
vée. Dans la majorité des cas, I'analyse des produits de la CID se fait par spectrométrie de
masse. Concernant la CID de basse énergie de protéines et peptides, a I'inverse des couples de
fragments a/x et c/z qui sont peu observés, les couples b/y et les pertes de petites molécules,
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telles que H,O, NH; ou CO, sont majoritaires. De nombreux fragments internes sont également
présents lorsque |I'énergie déposée augmente. Chen et co. ont mesuré la quantité d'énergie de
collision transférée en énergie interne dans un dimére de Leucine-Enképhaline, pour une gamme
d’'énergie comprise entre 50 et 200 eV. lls ont ainsi montré que I'énergie interne du peptide
augmente presque linéairement avec |'énergie de collision, pour une proportion allant de 2 a
5% de celle-ci [34].

Lors de la CID de haute énergie, une collision unique de la molécule sur le gaz suffit a la
faire fragmenter. Les spectres de masse obtenus sont plus riches en petits fragments que ceux
de la CID de basse énergie, avec notamment |'apparition de la perte partielle ou totale de la
chaine latérale de I'acide aminé située la ol la rupture de liaison du squelette peptidique est
survenue. La perte partielle de ces chaines induira |'apparition du couple de fragments d/w en
fonction de la localisation de la charge, du c6té N ou C-terminal respectivement. Ces pertes de
chaines latérales sont également accompagnées par la fragmentation interne du peptide [85].

Comme expliqué précédemment, la simplicité de mise en ceuvre de la CID implique que
de nombreuses études ont été réalisées sur des molécules de différentes tailles. Ainsi, Papayan-
nopoulos et co. ont décrit |'influence d'une vingtaine d'acides aminés sur la fragmentation
de peptides [85]. D'autres travaux utilisent la CID pour étudier la stabilité de peptides [86],
leurs voies de fragmentation [87,88], ou bien pour caractériser des processus, tels que I'effet
proline [88]. Dans le cas de complexes non-covalents, ces études ont montré que ces multi-
activations provoquent du réarrangement structural et peuvent mener a I'éjection d'une unité
élémentaire du systéme, caractérisée par une structure dépliée, en comparaison a celle qu'elle
avait dans le complexe [86, 89].

2.3.4 Collisions sur une surface

La SID (pour Surface Induced Dissociation) [90,91] est une technique qui permet de réaliser
des collisions inélastiques et énergétiques sur une surface afin d'apporter de |'énergie au sein de
molécules, sans les ioniser. Si I'énergie de collision est suffisante, la dissociation de la molécule
peut survenir [83] :

(M + nH)"™ + Sur face— (M + nH)""*— fragments (2.3.7)

La gamme d'énergie d'application de la SID est typiquement comprise entre 1 eV et
10 keV [91]. Entre 1 et 100 eV, les collisions se font dans un régime dit hyperthermal, ou
I'énergie du centre de masse de la collision est comparable a la valeur de I'énergie d'une liaison
chimique (quelques €V). La collision peut alors provoquer des cassures de liaisons. Cette gamme
d'énergie est la plus utilisée pour étudier les propriétés structurales. Les collisions réalisées a
des énergies supérieures a 100 €V permettent quand a elles des analyses chimiques, comme
par exemple I'implémentation ionique ou des analyses par spectrométrie de masse a ionisation
secondaire (SIMS pour secondary ion mass spectrometry), ou la surface de I'échantillon est
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bombardée par des ions, et la matiere ionisée ainsi pulvérisée est analysée par spectrométrie de
masse par temps de vol.

Cette technique a été utilisée sur plusieurs peptides, tels la Leucine-Enképhaline [92]. A
I'inverse de la CID, le temps d’activation d'une molécule par cette méthode est trés court,
ce qui permet d'apporter rapidement une haute énergie interne au systéme et d’atteindre des
niveaux d'énergie plus élevés qu'en CID. Cette technique induit également une répartition des
charges symétriques entre les fragments, mais ces derniers présentent une plus grande diversité
dans le cas de la CID. Concernant les complexes non covalents, telle que la Vancomycine et son
récepteur [93], Z. Yang et co. ont montré que la voie de dissociation majoritaire s'exprime par
la séparation de la vancomycine et de son récepteur. lls ont également mis en avant la faible
proportion de fragments résultant de ce processus, en comparaison a la perte du récepteur. Par
ailleurs, R. Beardsley et co. ont comparé SID et CID pour des tétraméres et des pentaméres
de plusieurs protéines, telle I'hémoglobine (32 kDa) [89]. lls ont remarqué que les voies de
dissociation des deux techniques sont tres différentes. Pour la CID, I'éjection d'un monomere
dont la distribution d’'états de charges est tres restreinte est majoritairement observée, et son
complexe associé (un trimére et un tétrameére, respectivement) est également détecté intact.
Apres SID, les monomeéres sont présents sur une large distribution d'états de charges. Par
ailleurs, méme si leurs intensités respectives demeurent petites en comparaison des monomeres,
les dimeres et triméres sont également observables apres SID, toujours pour des états de charges
étendus.

2.3.5 Collisions hors résonance

La technique de spectrométrie SORI-CID (pour Sustained Off-Resonance Irradiation - Col-
lision Induced Dissociation), similaire a la CID, est principalement utilisée dans les dispositifs
expérimentaux tels que les spectromeétres de masse FT-ICR. Les collisions des ions moléculaires
sur du gaz neutre sont réalisées dans une cellule ou les ions sont soumis a une onde RF dont
la fréquence est légerement décalée de leur fréquence cyclotronique. Du gaz est injecté dans la
cellule pour que les molécules réalisent de nombreuses collisions de faible énergie (quelques eV
par charge). Cette technique s'aveére efficace autant pour les petites molécules (m/z < 200) [94]
que pour des biomolécules de taille plus importante (m/z ~ 5000) [95], et présente plusieurs
avantages non négligeables par rapport a la CID [96].

Méme si les voies de dissociation observées aprés SORI-CID sont proches de celles obser-
vées apreés SID ou CID, certaines différences sont malgré tout présentes. J. Laskin et co. ont
comparé cette technique a la SID sur des peptides de plusieurs états de charges. lls ont montré
qu'aprés SORI-CID, les principales voies de dissociation sont la perte de petites molécules,
principalement la perte de CO, du C-terminal mais également des pertes de NH;, ainsi que la
création de fragments de type a provenant de cassures de liaisons du squelette peptidique. Ces
résultats sont similaires a ceux obtenus aprés SID, cependant certaines voies de dissociation
sont totalement absentes en SORI-CID. Il est également intéressant de noter que les pertes
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de NH; n'ont pas été observées aprés CID dans un piege sur ces méme peptides. Ces diffé-
rences peuvent s'expliquer par le fait que lorsque I'activation d’un systéeme moléculaire se fait
lentement, seuls les processus de plus basse énergie peuvent étre sondés, contrairement aux
activations plus rapides qui permettent d'apporter directement de |'énergie dans les niveaux
plus élevés, comme lors de la SID [97]. Ces observations sont appuyées par d'autres études,
menées sur le Cytochrome C, pour de hauts états de charge (12 et 21+). Les résultats ont
également montré des similitudes avec des données obtenues aprés CID dans un piege [98].

Ces différentes techniques permettent une large caractérisation des systémes moléculaires
par le biais de collisions sur surface ou gaz neutre. Cependant, d'autres techniques utilisent des
électrons comme projectiles afin d'obtenir une analyse complémentaire de la structure et de
la stabilité du systeme. Différents processus peuvent se produire, impliquant des électrons du
systeme, allant de la capture a l'ionisation, en passant par le transfert depuis un autre systéme
moléculaire.

2.3.6 lonisation par impact d’électron

L'ionisation par impact d'électron (Ell pour Electron Impact lonisation) est un processus
induit par des électrons ayant une énergie cinétique supérieure au seuil d'ionisation du systéme
moléculaire étudié, pouvant ainsi lui arracher un électron du cortéege électronique, et induire sa
fragmentation si I'énergie résiduelle est suffisante :

(M +nH)" 4+ e —(M + nH)" ™™ £ 2¢~ — fragments (2.3.8)

Plusieurs études ont été menées sur les bases nucléiques, comme |'Adenine, la Guanine ou
la Thymine [99-102], mais également sur différents acides aminés [103, 104] ainsi que sur des
peptides et protéines de différentes tailles, comme la Leucine-Enképhaline [105], la Substance
P [105, 106] ou I'Ubiquitine [107]. En ajustant finement |'énergie cinétique des électrons, ces
études permettent de déterminer I'énergie d’ionisation d'un systéme moléculaire donné [106],
mais aussi de cibler les électrons d'une orbitale particuliére, par exemple la 1s d'un atome de
carbone de la molécule cible a 288 €V. Celle-ci subira alors une désexcitation Auger [107]. De
plus, les principales voies de fragmentation aprés Ell (~ 20 €V) sont la perte de molécules
neutres issues des chaines latérales et la production de fragments a/x et c/z provenant de
ruptures du squelette peptidique [103, 108].

Dans le cas ou les électrons ont une énergie cinétique inférieure a |'énergie d'ionisation de
la cible, ils peuvent étre capturés par cette derniére, ce qui peut induire sa dissociation, comme
nous allons le voir.

2.3.7 Dissociation par capture d’électron

L'ECD (pour Electron-capture dissociation) est une méthode de dissociation de molécules
multi-chargées positivement par la capture d'un électron libre d'une énergie comprise entre
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0.1 et 10 eV [83]. Aprés ce processus, dont I'efficacité augmente avec |'état de charge de la
molécule cible [109, 110], cette derniére se trouve dans un état excité, pouvant amener a sa
fragmentation :

(M +nH)™" 4+ e —(M +nH)" V" — fragments (2.3.9)

Concernant les oligonucléotides (brins d’ADN ou d’ARN composés de plusieurs nucléotides),
cette technique peut induire la perte de nucléobases neutres [111,112]. Concernant les peptides,
I'ECD peut provoquer la perte compléte ou partielle de chaines latérales neutres [113,114], ainsi
que des pertes de proton et de molécules H,O et NH;. Par ailleurs, les couples de fragments
c¢/z produits par rupture de la liaison N-C, sont fréquemment observés [109, 110, 114], mais
dépendent de la taille du systéme. lls ne sont ainsi pas observé pour de petits peptides (~5 acides
aminés) [115]. Deux mécanismes différents ont été proposés pour expliquer leur provenance
lors de I'ECD [109, 116]. Dans celui de Cornell, la capture d'électron se fait sur un des sites
chargés positivement, typiquement le groupe amine du N-terminal, ou une chaine latérale d'un
des acides aminés basiques (Lysine, Arginine et Histidine), alors que le second mécanisme
propose que |'électron soit capturé par l'orbitale 7* anti-liante d'un des groupes amides du
squelette. La capture de I'électron est suivie par un transfert d'un hydrogéne ou d’un proton
depuis un site avoisinant, créant majoritairement ces couples de fragments c/z. D'autres études
démontrent que I'ECD induit la cassure de liaisons covalentes en laissant intactes les liaisons
non covalentes [117,118]. Ainsi, de par les sites de rupture qu'elle induit, différents de ceux
produits par CID, I'ECD est une technique complémentaire, dont |'analyse des fragments par
spectrométrie de masse permet le séquencage de protéines [119].

2.3.8 Dissociation par transfert d’électron

L'ETD (pour Electron-Transfer Dissociation) est une méthode de dissociative proche de
I'ECD, a la différence que les électrons capturés ne sont pas initialement libres, mais proviennent
d'un réactif chimique chargé négativement :

(M +nH)Y" 4+ A"—(M +nH)" V" 4+ A — fragments (2.3.10)

Le choix du réactif chimique doit donc étre fait précautionneusement. En effet, en fonction
de I'espece choisie, le transfert d'électron de I'anion vers la molécule protonée est directement
en concurrence avec le transfert de proton de la molécule vers I'anion [110]. Ainsi, de nombreux
travaux ont été menés pour trouver les réactifs les plus efficaces pour le transfert d'électron.
H. Gunawardena et co. ont réalisé une étude sur plusieurs réactifs, et ont montré que certains
favorisent le transfert de proton vis-a-vis du transfert d'électron, et inversement [120]. Finale-
ment, méme si certains anions comme I'antracéne [110], le nitrobenzeéne [121], ou la molécule de
SO, [122] sont fréquemment utilisés, les expériences d'ETD privilégient I'utilisation de fluoran-
théne comme réactif, avec une efficacité de transfert d'électron mesurée a 40% [110,120, 123].
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J.Liu et co. ont également étudié |'influence de I'état de charge de la molécule protonée sur
I'efficacité du processus d'ETD [124]. lls ont montré que lorsque I'état de charge d'un pep-
tide donné augmente, il existe un optimum favorisant le transfert d'électron et minimisant le
transfert de proton du peptide vers I'anion. Cet optimum dépend, entre autres, de la masse du
systeme et de I'affinité électronique du réactif chimique.

Les voies de fragmentation induites par ETD sont tres similaires a celles observées apres
ECD, avec notamment la création des fragments c et z aprés rupture de liaisons N-C, du
squelette peptidique [125-127]. Cependant, des différences sont tout de méme notables entre
ces deux techniques [109, 128]. L'ECD aura tendance a produire plus de fragments dont la
charge sera largement réduite par rapport au systeme initial, ainsi que des pertes de molécules
neutres plus importantes. De plus, en comparaison a I'ETD, I'ECD favorise la production de
fragments de plus hauts rapports m/z.

Finalement, ces deux techniques sont trés adaptées a |'étude de la séquence de protéines, car
elles produisent généralement une fragmentation plus fournie que des techniques d'activation
lente, comme la CID ou I'absorption de photons infra-rouges, comme nous allons le voir par la
suite.

2.3.9 Irradiation par faisceaux de photons

L'irradiation de molécules par photons permet un dépot d'énergie contrdlé a I'intérieur
du systeme, a condition de connaitre le nombre de photons absorbés. De plus, cette énergie
peut varier considérablement de par la large gamme de longueur d'onde que ce photon peut
avoir [83,129]. Comme nous pouvons le voir sur la figure 2.3.5 [66], la photo-absorption permet
d’exciter les systémes moléculaires grace aux rayonnements allant des micro-ondes aux rayons-
X. Le photon absorbé porte alors la molécule dans un état rotationnel, vibrationnel et/ou
électronique excité. Grace a I'utilisation des faisceaux produits par des synchrotrons, il est aussi
possible d'induire I'ionisation en couche de valence d'un systéme moléculaire avec I'absorption
d'un photon VUV, et en couche interne avec un photon X. Ces différents rayonnements sont
en mesure de nous fournir des informations sur la structure géométrique du systeme, dans le
cas des basses énergies (micro-ondes, IR), mais également sur les propriétés électroniques et la
stabilité du systeme vis-a-vis de l'ionisation pour les plus hautes énergies (UV a X).

2.3.9.1 Infra rouges

Les niveaux d'énergie vibrationnels d'une molécule sont espacés par une différence d'éner-
gie typiquement de l'ordre de 0.1 €V. Ainsi, aprés absorption par une molécule d'un photon
infra rouge (IR), dont la gamme d’énergie est comprise entre 0.01 eV pour les IR lointains
et 1.5 €V pour les IR proches, celle-ci sera excitée vibrationnellement. De méme que la CID,
I'IRMPD (InfraRed MultiPhoton Dissociation) est une méthode de fragmentation qui permet,
en chauffant lentement la molécule, de redistribuer I'énergie des photons de maniére statistique
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Figure 2.3.5 : Domaine spectral des photons utilisés pour les différentes techniques de spectroscopie
induisant I'activation ou la dissociation du systéme moléculaire. La correspondance entre la longueur
d’onde et I'énergie des photons est donnée en dessous.

selon les modes de vibration de la molécule. Elle est beaucoup utilisée pour la spectrométrie
de masse d'analyse structurale de molécules car contrairement a la CID ou la SID, elle permet
d’obtenir de nombreux fragments de petite masse [130, 131]. L'IRMPD est également facile
a implémenter sur un dispositif, et le fait de ne pas nécessiter de gaz permet également de
conserver une bonne résolution en masse lors de I'analyse. Cette technique s'applique pour la
caractérisation de peptides [132] ou de petites protéines [133], ou elle induit majoritairement
des ruptures de liaisons peptidiques créant les fragments de types b et y [134].

Les voies de dissociation de peptides suite a leur excitation par CID de basse énergie ou par
IRMPD s'explique par le modele du proton mobile [135]. Celui-ci énonce que sur un peptide
protoné, les transferts de protons sont responsables de la formation des fragments b et v.
Initialement, les protons sont situés sur les sites de plus grande affinité protonique (N-terminal,
Lysine, ...). L'apport en énergie prodigué par I'absorption d'un ou plusieurs photons IR permet
a ces protons de pouvoir se déplacer vers d'autres sites, énergétiquement moins favorables,
comme par exemple ceux induisant des ruptures de liaisons peptidique. Nous allons désormais
voir que des photons plus énergétiques peuvent ouvrir d'autres voies de fragmentation.

2.3.9.2 Ultraviolet

L'énergie d'un photon Ultra Violet (UV) correspond approximativement a I'énergie des
liaisons covalentes. L'absorption d'un unique photon par le chromophore d'une molécule induira
I'excitation d'un électron d'une orbitale moléculaire. L'excitation des électrons peut étre suivie
par la dissociation du systeme, comme par exemple dans le cas d'une molécule protonée :

hv
(M +nH)™" — (M + nH)"™™ — fragments (2.3.11)

Des études ont montré que les nucléobases absorbent les photons UV autour de 263 nm
(4.7 V), les portant de leur état fondamental a un état excité [136]. Si une conversion interne
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vers |'état fondamental se produit, I'énergie résiduelle peut étre redistribuée dans les modes de
vibration de la molécule, ce qui peut engendrer sa fragmentation. |l peut aussi se produire une
dissociation dans I'état excité a une échelle de temps de I'ordre de 100 fs.

Concernant les acides aminés, une forte absorption se produit dans la gamme [260 - 280] nm
par ceux qui possédent une chaine latérale aromatique, c'est-a-dire I'histidine, la phénylalanine,
le tryptophane et la tyrosine [137].

Pour les peptides protonés, deux cas sont a considérer, si la longueur d'onde est comprise
entre 240 et 280 nm ou si elle est inférieure a 240 nm. Tout d’abord, dans la gamme [240 - 280]
nm, I'excitation du peptide se fera localement par absorption du photon par un chromophore
des chaines latérales aromatiques des acides aminés [138]. La fragmentation a ces longueurs
d'onde se fera aux abords de ces derniers, formant majoritairement des fragments de type b et
y par cassure des liaisons peptidique [139, 140].

Lorsque la longueur d’onde du photon est inférieure a 240 nm, les électrons du squelette
peptidique absorbent majoitairement, et la création de fragments a, b, c, x, y et z est provoquée
par rupture de liaisons sur I'ensemble du squelette peptidique [141-143] suite a la répartition
de |'énergie du photon dans les modes de vibrations.

Des études ont également montré que pour les peptides protonés contenant des prolines,
les fragments les plus intenses aprés photo-absorption correspondent a des dissociations du coté
N-terminal de ces prolines [135, 144]. lls sont également accompagnés de fragments internes
produits par rupture de liaisons peptidique proches des prolines [145]. Cet effet est souvent
attribué a la haute affinité protonique des prolines, mais T. Vaisar et J. Urban [88] ont démontré
que la structure des prolines, proche de celle d'un oxazolone protoné et non d'un ion acylium,
était favorable a la création des fragments y du c6té de leur N-terminal au détriment des
fragments b. L'affinité protonique ne jouerait alors qu'un rdle secondaire dans le mécanisme de
rupture, expliquant uniquement |I'abondance de ces fragments vy.

L'absorption d'un photon UV par les chromophores des chaines latérales des acides aminés
permet donc de sonder les états excités de la molécule. Afin de caractériser les propriétés des
couches électroniques plus profondes, ainsi que le comportement des molécules apres ionisation,
il est nécessaire d'utiliser des photons de plus faible longueur d'onde, tels les photons VUV ou X.

2.3.9.3 Vacuum Ultraviolet

Les photons VUV (Vacuum UV) possedent des énergies comprises entre 6 et 120 eV.
La réponse des systémes moléculaires sera donc tres différente de celle obtenue avec d'autres
processus, comme la CID, la SID ou I'IRMPD. Les photons vont principalement cibler les
couches de valence, induisant une excitation électronique si I'énergie du photon correspond a
une transition. Un électron pourra méme étre libéré si elle est supérieure au seuil d'ionisation,
laissant ainsi la molécule dans un état radicalaire. L'absorption d'un photon VUV par une
molécule permet donc d'étudier ses propriétés électroniques, ainsi que sa stabilité lorsqu'un de
ses électrons de valence se trouve éjecté du cortege.
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Dans le cas ou |'énergie des photons VUV est inférieure a I'énergie de seuil d'ionisation
(SI) d'un peptide protoné, il a été montré que le spectre de masse aprés photo-absorption, par
exemple de 157 nm [143,146], est similaire a celui observé aprés absorption de photons UV
de 193 nm [92, 147-150]. S.Bari et co [151] ont mis en évidence qu'aprés photo-absorption
les peptides protonés sont portés dans un état électronique excité par le biais de transitions de
valence, pouvant amener a leur dissociation :

hv
(M +nH)" — (M + nH)""" — fragments (2.3.12)

L'absorption se fait principalement au niveau des liaisons peptidiques avec possibilité de
transfert de charge d'un électron d'une orbitale z d'une liaison peptidique vers une orbitale z*
d'une liaison adjacente [152]. Cette absorption peut ensuite étre suivie par plusieurs processus,
comme la désexcitation radiative ou la redistribution de |'énergie dans les modes de vibration
intramoléculaires (IVR), induisant la création de fragments de types a, b et y, ou la perte de
molécules neutres provenant principalement des chaines latérales [153-157]. Concernant ces
derniéres, nous pouvons constater qu’'elles représentent la contribution la plus importante de
la dissociation de la molécule. Ce processus a été attribué a une dissociation rapide avant IVR
[154,156,158]. Par ailleurs, une de nos récentes études a montré que des processus radicalaires
étaient a |'origine de ces pertes [159].

Lorsque I'énergie du photon absorbé est égale au Sl de la molécule, I'énergie apportée dans
le systéme est suffisante pour libérer un électron de I'orbitale moléculaire la plus haute (HOMO
pour Highest Occupied Molecular Orbital), en ne laissant que peu d’'énergie d'excitation dans
le peptide ionisé radicalaire [153,156] :

hv
(M +nH)™" — (M +nH)" D+ 4 ™ (2.3.13)

En augmentant encore |'énergie du photon au dela du Sl, les électrons des orbitales mo-
léculaires plus profondes deviennent accessibles a l'ionisation, et la quantité d'énergie interne
transférée peut augmenter. Cependant, il se peut également que des électrons de ces orbi-
tales soient excités sans amener le systeme a |'ionisation. Dans ce cas, |'énergie interne serait
trés élevée. Comme précédemment, |'énergie d'excitation peut étre redistribuée dans les modes
de vibration intramoléculaire, mais au dela d'un certain seuil, I'énergie interne peut induire la
dissociation du systeme apres IVR [151] :

hv
(M +nH)Y" — (M + nH)"™V** 4+ e— fragments (2.3.14)

Plusieurs types de fragments peuvent étre produits, avec d'une part la perte de molécules
neutres des chaines latérales, mais également des fragments provenant du squelette peptidique,
aprés rupture du c6té N- ou C-terminal, tels que les b/y et c¢/z [160]. En augmentant I'énergie
du photon absorbé, la probabilité d'ionisation va s'accroitre jusqu'a atteindre un maximum, puis
diminuer progressivement [153]. C'est le cas par exemple pour le peptide protoné de Substance
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P dont le seuil d'ionisation a été mesuré a 10.3 €V : elle atteint son maximum autour de 16 eV
avant de décroitre [153].

A. Giuliani et co. ont montré dans le cas de plusieurs protéines que I'énergie du SI augmente
presque linéairement avec I'état de charge du systéme [161]. Ceci peut s'expliquer par I'augmen-
tation du potentiel coulombien exercé par le cation sur I'électron émis. lls ont également montré
que dans le cas de systémes plus complexes, tel que le Cytochrome C, I'augmentation de I'état
de charge tend a déplier la structure, diminuant ainsi le potentiel coulombien du systéme [162].
En effet, le peptide chargé 4+ est replié, il change de conformation pour des états de charge
intermédiaires (5 a 8+), et posséde une structure étendue pour un état de charge supérieur ou
égal a 8+. Son dépliement induit une baisse de |'énergie coulombienne, et |'augmentation en
énergie de son Sl entre deux états de charge est plus faible que pour des systemes plus petits
et de structure rigide.

L'influence de la taille des systéemes moléculaires sur les processus induits par photon-
absorption VUV a également été caractérisée [154, 156, 158]. O. Gonzalez-Magafia et co. ont
étudié l'irradiation d'un peptide synthétique composé de trois acides aminés : YG,F, ou le
nombre n (n = 0, 1, 2, 3, 5 ou 10) correspond au nombre de Glycine séparant la Tyrosine
de la Phénylalanine [158]. lls ont montré que le photon est principalement absorbé par les
orbitales non liantes de la partie G, centrale du peptide, et que lorsque n est compris entre 0
et 5, une rapide migration de charge se produit depuis I'un des deux acides aminés terminaux.
Les fragments observés sont principalement des cations provenant de leurs chaines latérales
aromatiques. Cependant pour n = 10, la taille du peptide implique que les trous induis par
la photoionisation des Glycines ne sont plus comblés par les migrations de charges. Ainsi,
les fragments cationiques diminuent fortement au profit de grands dications et de fragments
provenant de rupture du squelette.

Comme nous allons maintenant le voir, le fait d'augmenter I'énergie du photon jusqu'aux
valeurs d'énergies des rayons-X permet de cibler précisément le site d'absorption.

2.3.9.4 Rayons-X

La gamme d'énergie des rayons-X s'étend de la centaine d'eV a environ 50 keV. Contrai-
rement au cas des photons VUV, ou [|'absorption se fait principalement sur les électrons des
orbitales de valence, cette gamme d'énergie permet de cibler I'absorption sur les électrons des
couches internes des atomes, notamment le carbone, I'azote et I'oxygeéne. Le tableau 2.3.1 [66]
précise les énergies correspondant aux transitions électroniques de ces atomes. Par exemple,
avec une énergie de 288.2 €V le photon X cible I'orbitale 1s de I'atome de carbone et I'électron
sera porté vers une orbitale moléculaire non occupée 7*(C=0). Et pour une énergie de photon
autour de 300 eV, I'électron ciblé sera cette fois expulsé de I'orbitale 1s vers le continuum.

Ces valeurs d'énergies ont été obtenues a I'aide de spectres NEXAFS (Near Edge X-ray
Absorption Fine Structure), par identification des transitions électroniques résonnantes entre
des orbitales atomiques et des orbitales moléculaires [163]. Y. Zubavichus et co. ont mesuré
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’ Atome ‘ Transition électronique ‘ Acides aminés ‘ Energie (eV) ‘

C 1s - z*(amide) tous 288,2
1s — continuum tous 300

N 1s — z*(amide) tous 401
1s - 6*(C-N) tous 406
1s - 6*(C-N) Pro, Hyp 409,6
1s — continuum tous 412

0 1s — z*(amide) tous 532
1s - ¢*(C-OH) Ser, Thr, Hyp 538
Is - ¢*(C=0) tous 545
1s — continuum tous 548

Table 2.3.1 : Tableau récapitulatif des énergies de photons utilisées pour cibler la photo-absorption
des couches internes 1s des atomes de carbone, d’azote et d'oxygene. Les transitions électroniques
induites par photo-absorption et les acides aminés correspondants sont également indiqués.

les structures fines pour le carbone, |'azote et |'oxygene pour les bases nucléiques en phase
condensée [164], mais également pour 22 acides aminés, y compris |'hydroxyproline [165]. s
ont également poursuivi leurs études en s'intéressant a des protéines de différentes tailles,
dont une triple hélice de collagéne de type | de 300 kDa. lls ont montré que les spectres
NEXAFS de protéines sont des combinaisons des spectres NEXAFS des acides aminés qui les
composent [166, 167], ce qui indique que la structure 3D d'une protéine a peu d'influence sur
les énergies de transition et de liaison des électrons des orbitales 1s.

Apres absorption d'un photon X, la molécule est dans un état hautement excité et va subir
un réarrangement du cortége électronique par processus Auger [168-170]. Ce processus de
désexcitation de la molécule se produit sur une échelle de temps de |'ordre de la femtoseconde
[171]. Comme l'illustre la figure 2.3.6 [66], deux cas sont a distinguer. Tout d'abord celui de la
photo-excitation d'un électron de I'orbitale atomique 1s, d'énergie de liaison E;, qui se trouve
porté vers une orbitale non occupée. Elle sera suivie par I'ionisation simple de la molécule lors
de la désexcitation Auger : un électron d'une couche plus élevée, d'énergie de liaison E,, viendra
combler la lacune produite dans I'orbitale 1s, et un autre électron d’'énergie de liaison E; sera
éjecté vers le continuum (relation 2.3.15) avec une énergie cinétique égale a E, + E; - E;. Dans
le second cas, la photo-ionisation, I'énergie du photon est supérieure a I'énergie de liaison E; de
I'électron de la couche 1s, celui-ci est alors éjecté vers le continuum. Un second électron sera
également éjecté lors de la désexcitation Auger, ce qui induit ainsi une double ionisation [129]
(relation 2.3.16). Dans les deux cas, s'il reste suffisamment d'énergie dans le systeme apres
désexcitation Auger, la molécule peut fragmenter.

hv
(M +nH)"" — (M + nH)""*—(M + nH)" D 4 o~ (2.3.15)
hv
(M +nH)Y"" — (M + nH)"™V 4 e—(M + nH)" 2 4 2™ (2.3.16)
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Figure 2.3.6 : Schématisation du processus de désexcitation Auger dans le cas de la photo-excitation
de I'électron situé en couche interne 1s (gauche) et dans le cas de la photo-ionisation de la molécule
(droite). Aprés absorption d'un photon, I'électron de I'orbitale 1s est soit porté vers un état excité,
soit vers le continuum (étape 1). Dans les deux cas, lors de I'étape 2, un électron d’une couche de
valence vient combler la lacune en 1s et un second électron est émis vers le continuum.

Des études d'irradiation en phase gazeuse par rayons-X ont été menées sur de nombreux
acides aminés, comme la méthionine [172], ainsi que la glycine [168], I'alanine et la proline
[173,174]. Elles ont permis de montrer que les systémes moléculaires de la taille d'un acide
aminé fragmentent apres absorption d'un photon X. Ces fragments sont de petite taille et la
molécule ionisée intacte n'est pas observée.

Plus récemment, ces observations ont été appuyées par une étude menée par D. Egorov
et co., réalisée sur 8 peptides et protéines de tailles différentes, de la Leucine-Enképhaline
(555 Da) au Cytochrome C (12.4 kDa), afin d'étudier I'influence de la taille du systeme irradié
au seuil d"absorption du carbone sur ses voies de désexcitation ou de fragmentation [175]. De
la méme maniére que pour les acides aminés, la photo-absorption X par des petits peptides
induit la production de fragments de petites masses et leur ionisation non-dissociative n'est
pas observée. Pour les systémes de taille intermédiaire, comme la Gramicidine (1.9 kDa) ou la
Melittine (2.8 kDa), les fragments internes sont toujours présents majoritairement, mais sont
accompagnés de la molécule ionisée intacte ainsi que de fragments provenant d'une seule cassure
de liaison du squelette peptidique. Finalement, pour les protéines de taille plus conséquente,
seules subsistent les ionisations simple et double non dissociatives. Ces évolutions, directement
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liées a la taille du systeme, sont expliquées par le fait que les protéines les plus grosses possédent
plus de degrés de liberté vibrationnels que les petits peptides, permettant une plus grande
redistribution de I'énergie résiduelle apres simple ou double ionisation. Ceci est donc cohérent
avec une fragmentation dans |'état fondamental, apreés redistribution de I'énergie électronique
en énergie vibrationnelle.

Finalement, avec les photons, nous avons pu observer les processus d’excitation et d'ionisa-
tion. Nous allons désormais voir que dans le cas d'irradiation par des ions, ces mémes processus
sont accompagnés d'un troisieme, la capture électronique, propre a ces projectiles.

2.3.10 Irradiation par faisceaux d’ions atomiques

Lors de l'irradiation d'atomes ou de molécules par des ions atomiques, différents processus
interviennent en fonction de la nature de la cible, de I'état de charge et de la vitesse du
projectile. Ainsi, pour ces interactions, la vitesse du projectile s'exprime en unités atomiques,
ou 1 ua = 2.19x10° m.s! et correspond a la vitesse de I'électron (v,) de I'atome d'hydrogene
dans son état fondamental. En comparant la vitesse du projectile a celle des électrons de la
cible, il est possible de déterminer les processus attendus lors de l'interaction. Comme nous
pouvons le voir sur la figure 2.3.7a, trois processus sont possibles pour les électrons de la
cible : la capture, I'excitation et I'ionisation. Ainsi, pour Vp ) Ve, avec v, la vitesse du projectile,
I'excitation (équation 2.3.17) et I'ionisation (équation 2.3.18) de la cible moléculaire neutre
(M) sont majoritaires [176,177] :

M + AT — M* + AT (2.3.17)

M + A" — M +em + AT (2.3.18)

Le projectile va alors directement interagir avec un des électrons de la cible, en le portant
dans un état électronique excité, ou en I'arrachant du cortege électronique. A |'inverse, lorsque
Vp €V, I'interaction entre |'ion atomique et les électrons de la cible est suffisamment longue
pour induire la capture électronique de la cible vers le projectile [177,178] :

M + ATT— M 4 Al (2.3.19)

Comme l'illustre la figure 2.3.7b, qui décrit le modéle de la barriere coulombienne, le
transfert d'un électron de la cible vers le projectile ne peut se faire que pour des distances R
plus petites que celle pour laquelle I'énergie de liaison de I'électron est égale au potentiel U qui
les sépare. Cet électron peut alors étre capturé s'il est dans une orbitale qui correspond a un
état résonnant avec un état excité de |'ion projectile.

Dans le cas intermédiaire ot v, ~ v, (1 ua), I'ionisation de la cible ainsi que la capture et
I'excitation de ses électrons peuvent étre observés conjointement [179] :

M + A9 — MO+ 4 o= 4 gla—m+x (2.3.20)
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Figure 2.3.7 : (a) : sections efficaces des processus de capture électronique, d’excitation et d'ioni-
sation en fonction de I'énergie du projectile, dans le cas d’une interaction entre un ion H* et une cible
d’hydrogéne [176]. (b) : schéma de principe de la capture électronique par le modéle de la barriére
coulombienne, avec le puits de potentiel de la cible a gauche, séparé d’une distance R et d'un potentiel
U de celui de I'ion projectile, a droite.

Comme nous |'avons montré dans le cas du modele de la barriére coulombienne, il est
également important de prendre le parametre d'impact en compte pour déterminer quel pro-
cessus sera prédominant entre |'ionisation et la capture électronique. Le paramétre d'impact
correspond a la distance minimum d'interaction entre I'ion atomique projectile et la cible. Ainsi,
lors des interactions a grand parameétre d'impact, la capture électronique sera favorisée, alors
que pour les petits paramétres d'impact, l'ionisation sera prédominante, suite aux collisions
du projectile sur les électrons [180]. Dans les deux cas la molécule sera dans un état excité
apres l'interaction. Il est également important de noter que tous les processus que nous venons
d’'énumérer peuvent étre suivis par la fragmentation de la molécule cible.

Les études d'irradiation de molécules par des ions atomiques concernent principalement
des cibles neutres produites thermiquement [181], mais le développement de techniques expéri-
mentales comme les sources d’'ions a électronébulisation, ont permis de réaliser des irradiations
de molécules protonées en phase gazeuse sélectionnées en masse [182-184]. Des dispositifs
expérimentaux consistent a mesurer en coincidences les produits de l'interaction entre cible
et projectile [185-189], permettant alors d’obtenir des informations sur |'état de charge de la
cible avant sa fragmentation. De plus, la mesure de I'état de charge du projectile apres I'in-
teraction [177,190-192], et celle du nombre d'électrons éjectés par la molécule [186, 187, 190]
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permettent de déterminer quel processus entre |'ionisation et la capture électronique est sur-
venu pendant |'interaction. La mesure de I'énergie d'excitation transférée a la cible peut éga-
lement étre obtenue en mesurant I'énergie cinétique perdue par le projectile lors de I'inter-
action [193,194]. En paralléle des mesures expérimentales, des calculs de chimie quantique
ab-initio s'averent étre utiles a la compréhension des processus physiques qui entrent en jeu
lors des irradiations [185,195-197].

R. Brédy et co. ont montré que pour un projectile donné (Fe?* dans leur cas), une irradiation
a haute énergie (36 keV) induit la formation de fragments de plus petite taille que ceux observés
a basse énergie (6 keV), suite au dépét d'une plus grande énergie a l'intérieur du systéeme [186,
187]. A. Agnihotri et co. ont quant a eux démontré que si la section efficace de capture diminue
lorsque I'énergie d'irradiation augmente (cf. figure 2.3.7a), cette section efficace augmente avec
I'état de charge du projectile [198]. Nous pouvons également mentionner qu'a basse énergie,
les ions He™ provoquent une fragmentation plus intense que d’autres ions projectiles. Ceci
peut étre expliqué par le fait que les niveaux d'énergie de I'ion He™ ne sont pas résonants
avec les orbitales HOMO de la molécule cible, ce qui est défavorable pour le processus de
capture électronique, comme nous |'avons précédement expliqué avec le modéle de la barriere
coulombienne. Le projectile va alors transférer une plus grande énergie d’'excitation a la molécule
[182,183,188,189,194]. Cette multifragmentation se produit pour les petits paramétres d'impact
et favorise |'apparition de fragments de petite masse. Ceci s'explique par un dépot d'énergie
plus important dans la cible dans ces conditions.

Les nucléobases ont été étudiées de nombreuses fois sous irradiation par de multiples pro-
jectiles et pour une vaste gamme d’'énergie [190, 195,196, 199-202]. T. Schlathdlter et co. se
sont intéressés a l'irradiation de I'Uracile par des ions carbones avec un état de charge de 1
a 6+ et possédant des vitesses comprises entre 0.1 et 0.6 ua [188]. lls ont mis en évidence
que les spectres de masses obtenus sont similaires a ceux obtenus aprés photo-absorption et
impact d'électrons. J. Tabet et co. ont confirmé cette similitude avec I'Ell pour d'autres nucléo-
bases [177,192]. Ces irradiations entrainent la capture d'un électron de la cible par le projectile,
laissant la molécule dans un état ionisé intact excité, qui peut étre suivie par sa fragmentation,
induisant principalement la perte de petites molécules telles que HCN et CNH,, comme c’est
le cas par exemple pour I'Adénine si |'énergie d'excitation est supérieure a 6 €V environ [193].
Concernant les nucléosides, aprés leur irradiation la rupture de la liaison entre la base et le
sucre est principalement observée [203, 204].

Peu d'acides aminés ont été étudiés sous irradiation. Les études se sont principalement
focalisées sur les trois suivants : la Glycine, I'Alanine et la Valine, produits thermiquement en
phase gazeuse, donc avec un état de charge neutre. Aprés irradiation a des énergies de quelques
dizaines de keV, ils subissent majoritairement une rupture C-C, [185, 189, 195], entrainant la
perte du groupement COOH neutre, la charge résidant sur le groupe amine. Le processus de
multi-ionisation intervient également, permettant alors d'observer la perte du groupement ionisé
COOH?, suite a la répartition des charges sur I'acide aminé, mais avec une intensité plus faible
que la perte du groupement neutre.
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L’étude des peptides Leucine-Enképhaline et Substance P sous irradiation par des ions
atomiques ont montré des résultats tres différents de ceux observés avec d'autres techniques
comme la CID, la SID et I'lRMPD. Alors que ces techniques sont caractérisées par des fragments
de masse généralement supérieure a 350 Da et que les pertes de chaines latérales sont peu
voire non présentes, |'irradiation par des ions atomiques de quelques keV induit |'apparition de
fragments internes, accompagnés des pertes de chaines latérales des acides aminés [182,183].
Ces observations, similaires aux processus de photo-absorption et Ell, peuvent étre expliquées
par |'ionisation apres irradiation par des ions atomiques. Des ruptures des liaisons peptidiques,
induisant la création des fragments b et y, sont également observées, mais avec des intensités
beaucoup plus faibles que pour les autres techiques. Il est également intéressant de noter que
la taille de la molécule d'étude peut influer sur les résultats obtenus. En effet, pour les deux
peptides que sont la Leucine-Enképhaline et la Substance P, la fragmentation aprés ionisation
domine. De plus, dans le cas de l'irradiation du Cytochrome C par des ions Xe®* 3 96 keV, S.
Martin et co. ont montré que cette protéine, de taille encore plus importante que la substance
P, est majoritairement observée de maniere intacte apres simple et double capture électronique
[184]. Ces phénomeénes peuvent &tre expliqués par le fait que la fragmentation se produit apres
répartition de |'énergie déposée dans les modes de vibration de la molécule : en effet, leur
nombre augmente avec la taille de la molécule, et la fragmentation s’en trouve réduite. Lors de
cette étude, S. Martin et co. ont également observé un phénoméne de détachement de proton
non dissociatif de la protéine, qu'ils ont attribué a un processus d'interaction coulombienne a
longue distance entre le proton et |'ion incident. lls ont par ailleurs pu mettre en exergue un
fort effet de la charge de la molécule cible sur ce processus : pour un état de charge 15+, la
section efficace de cette perte de proton est estimée expérimentalement a 0.8%, alors que pour
un état de charge de 19+, cette section efficace est de 17%.

Les études d'irradiation par ions atomiques pour la caractérisation de systémes moléculaires
sont relativement récentes, notamment pour des énergies de projectiles avoisinant le MeV, mais
méme si peu d'entre elles ont été réalisées sur les acides aminés ou les peptides en phase gazeuse,
le développement de techniques expérimentales, comme la source d'ion a électronébulisation,
facilite la mise en place de telles expériences pour des systemes moléculaires de plus en plus
gros.

Ainsi, les différentes techniques que nous avons vu lors de ce chapitre peuvent étre utilisées
seules ou en combinaison, afin de caractériser des systémes moléculaires tels que ceux que nous
avons décris dans la partie 2.1, en fonction des propriétés du systéme que I'on souhaite étudier.
Mes travaux de thése consistent alors a utiliser certaines de ces techniques pour étudier la
réponse d'un modeéle de la triple hélice du collagene sous irradiation en phase gazeuse.
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2.4 Le collagene, de la cellule a la phase gazeuse

2.4.1 La protéine de collagene

Comme nous l'avons vu lors de I'introduction, le cartillage possede une faible teneur en
cellules et est principalement composé de longues fibres de collagéne. D'un point de vue molécu-
laire, ces fibres sont de longs filaments de 300 nm de long pour 1,5 nm de diametre. C'est cette
caractéristique qui donne au cartilage ses propriétés mécaniques. Comme nous pouvons le voir
sur la figure 2.4.1 de gauche, ces fibres sont composées de nombreuses protéines de collagene
dont la masse avoisine les 300 kDa, structurées en triples hélices, elles mémes composées de
3 chaines polypeptidiques. Celles-ci sont liées de maniére non covalente par des liaisons hydro-
geénes [205], formant ainsi cette structure particuliere. Comme l'illustre la figure 2.4.1 de droite,
ces liaisons sont formées entre les groupements amines et carboxyles du squelette peptidique.

Chaque chaine polypeptidique est formée par la répétition de la séquence d'acides aminés
X-Y-G, ou G correspond a la glycine, et X et Y, a d'autres acides aminés. La particularité du
collagéne réside dans le fait que 20% des acides aminés qui le composent sont des prolines,
ce qui est trés élevé pour une protéine. Par ailleurs, de part sa structure, la proline induit
une contrainte qui favorise la formation et la stabilité de la triple hélice. Comme nous I'avons
mentionné dans la sous partie 2.1.2, I'hydroxylation d’'un acide aminé est une modification
post-traductionnelle qui consiste a ajouter un groupe hydroxyle -OH sur celui-ci. Dans le cas
du collagene, cette modification peut avoir lieu sur une lysine ou une proline située sur le site
Y de la séquence. Cette hydroxylation des prolines est connue pour renforcer la stabilité de
la structure en triple hélice du collagéne [206]. A I'inverse, certaines mutations meénent au
remplacement d'une glycine par un autre acide aminé et peuvent induire une déstabilisation de
la structure en triple hélice, pouvant notamment entrainer des lésions cérébrales [207].
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Figure 2.4.1 : A gauche, schéma d’une fibre de collagéne. A droite : structure tri-dimensionnelle
d’un modeéle de triple hélice de collagéne dans un cristal [208]. Les liaisons hydrogénes sont marquées
en pointillés.
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2.4.2 Peptide de collagene et peptide modeéle de triple hélice

De nombreux travaux se sont déja portés sur I'étude du collagéne en phase condensée
[209, 210]. Les sous unités et les triple hélices de collagene ont également été étudiées en
solution sous irradiation UV [211,212]. Ces études ont mis en avant des ruptures significatives
et spécifiques des liaisons peptidiques Gly-Pro. Ces cassures sont également accompagnées
du dépliement de la triple hélice et de la dénaturation du collagéne. Concernant le peptide
hydroxylé, des études ont montré qu'en phase condensée ces hydroxyprolines favorisaient la
stabilité de la triple hélice de collagéne [213,214].

A l'inverse, une seule étude a été réalisée sur les peptides de collagéne en phase gazeuse a
I'échelle moléculaire [215]. Il est cependant intéressant d'étudier I'impact de I'irradiation par des
rayonnements ionisants sur le collagene isolé des effets de solvant. Ces expériences permettent
en effet de savoir comment le systéme se relaxe lorsqu’il est soumis a une perturbation induite
par différents types de rayonnements, mais également de déterminer s'il existe des sites de
rupture préférentiels le long du squelette peptidique, ou si I'hydroxylation des prolines en phase
gazeuse permet de stabiliser le peptide, comme pour la phase condensée.

Pour répondre a ces questions, nous avons choisi d'étudier la séquence peptidique [423-448|
du collagéne de type I. Ce peptide, que nous nommerons PK26-P, est composé de 26 acides
aminés. Nous avons étudié ses voies de relaxation apres absorption d'un photon unique VUV
ou RX, pour une gamme d’énergie allant de 14 a 545 €V, en nous intéressant principalement au
peptide triplement protoné (m/z = 759.2). Nous nous sommes également intéressé au peptide
hydroxylé, PK26-Hyp, ol Hyp représente |I'hydroxyproline et seules les prolines en positions Y
ont été modifiées. Les spectres de masse obtenus présentent une évolution douce avec |'aug-
mentation de I'énergie du photon, et sont caractérisés principalement par l'ionisation simple
non dissociative pour des énergies inférieures a 150 €V, et par une fragmentation intense pour
les énergies plus élevées.

Concernant le peptide hydroxylé, les résultats obtenus apres irradiations sont trés similaires
a ceux obtenus avec le peptide PK26-P, a la différence pres que la perte de molécules neutres
d'eau est beaucoup plus importante avec le peptide PK26-Hyp, et devient la perte principale de
fragments neutres. Une étude précédente a mis en avant le fait que ces pertes d'eau proviennent
directement des hydroxyprolines [125]. Comme nous savons que ces derniéres stabilisent la
structure en triple hélice du collagéne, nous nous sommes demandé si la perte de leur groupe
hydroxyle suite aux rayonnements ionisant peut engendrer la modification de cette structure
particuliere et modifier les propriétés métaboliques du cartilage.

Ces études sur le peptide PK26, présentées dans la theése de L. Schwob [66], ont été publiées
récemment [159, 175].

Mes travaux de these consistent alors a aller plus loin dans la caractérisation du collagéne
sous rayonnements ionisants. Pour ce faire, nous avons décidé d'étudier les propriétés d'un
peptide modele de la triple hélice du collagéne. De nombreux résultats obtenus sur ce modele
en phase condensée ont permis d'approfondir les connaissances sur le collagene. La structure
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chimique de ce peptide modele cristalisé provenant de la Protein Data Bank a déja été présen-
tée précédemment sur la figure 2.4.1 de droite. Elle a pu étre obtenue grace a des études de
diffraction de rayons-X avec une résolution inférieure 3 2 A [208,216]. Chaque brin de cette
hélice modeéle est composé de dix répétitions du motif Pro-Pro-Gly, pour un total de 90 acides
aminés sur la triple hélice ((PPG),,); compléte. De méme que pour le peptide de collagéne de
type |, nous avons souhaité caractériser le réle de I'hydroxylation de chaque proline en position
Y de la séquence (XYG),, avec le peptide (PHypG),,. En plus d'avoir prouvé la structure en
triple hélice de ces peptides en solution [216,217], les études sur ces deux systémes ont égale-
ment permis de démontrer que I'hydroxylation des prolines en position Y accentue la stabilité
de I'hélice [206]. Cependant de telles structures n’ont jamais, a notre connaissance, été mises
en phase gazeuse. Ces expériences sont susceptibles de nous renseigner sur les processus fonda-
mentaux qui régissent les voies de relaxation du peptide lorsqu'il est soumis a des rayonnement
ionisants, et apporter des éléments de réponse a la question de savoir si la stabilité de I'hélice
est due au solvant qui |'environne ou si c'est une propriété intrinseque, propre a la structure
de ce peptide. La premiére étape de nos études est donc de vérifier si ces peptides modeles
conservent ou non cette structure particuliere en phase gazeuse. Nous avons ainsi réalisé des
mesures de mobilité ionique a I'Institut Lumiere Matiere de Lyon en collaboration avec I'équipe
de P. Dugourd. Nous avons également irradié ces peptides par des rayonnements ionisants :
des photons VUV et RX, ainsi que des ions carbones, en collaboration avec I'équipe de T.
Schlatholter (Université de Groningen, Pays-Bas).
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L'origine de la stabilité et de la structure en triple hélice du collagene est source de débats
depuis de nombreuses années. Des modeéles peptidiques de la triple hélice du collagéne ont été
étudiés de nombreuses fois en phase condensée, afin notamment d'identifier les séquences qui
reproduisent le mieux cette structure particuliére en triple hélice [205,218,219], mais aussi pour
sonder le role de I'hydroxylation des prolines dans sa stabilisation [213, 214, 216, 220]. Deux
hypotheses ont alors émergé dans la littérature concernant ce dernier point. Tout d'abord, lors
de ces études, des liaisons hydrogenes entre ces hydroxyprolines et les molécules d'eau environ-
nantes ont été fréquemment observées, et ont été supposées responsable de cet accroissement
de stabilisation. Au contraire, la seconde hypothese suggere que la stabilisation est due a des
effets stéréoélectroniques intrinseques aux peptides [206, 213, 221]. Ces effets auraient alors
tendance a modifier la structure géométrique des peptides composant la triple hélice, dimi-
nuant ainsi le colit entropique nécessaire a la formation de I'hélice. Cependant, comme la phase
condensée ne peut s'affranchir entiérement des effets de solvant, ces études ne permettent pas
d’obtenir une réponse définitive concernant I'origine de la stabilisation de la triple hélice par les
hydroxyprolines.

Depuis plusieurs années, un intérét croissant s'est répandu pour la spectrométrie par mobi-
lité ionique (IMS). Couplée a la spectrométrie de masse, celle-ci s'avere en effet étre une tech-
nique d’'analyse puissante pour déterminer la structure de systémes moléculaires isolés [222],
en particulier des complexes non-covalents d'intérét biologique [223, 224].

Plus récemment, le développement de techniques de spectrométrie par mobilité ionique
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en tandem ont permis de sélectionner un conformére d'un ion moléculaire de rapport m/z
donné avant de I'activer par collisions douces ou photo-absorption par laser, afin d'étudier les
modifications structurales induites par cette activation [225-231].

Lors des études décrites dans ce chapitre et menées en collaboration avec F. Chirot et
P. Dugourd, respectivement de I'Institut Sciences Analytiques (ISA) et de I'Institut Lumiere
Matiere (ILM) a Lyon, nous avons ainsi appliqué cette technique de mobilité ionique en tandem,
couplée a la spectrométrie de masse afin d'étudier et de caractériser la structure et la stabilité
des peptides modeles de la triple hélice du collagéne en phase gazeuse.

3.1 Description du dispositif expérimental

Les peptides modéles de la triple hélice du collagene (PPG),, et (PHypG),, que nous
avons utilisé lors de ces expériences ont été achetés sous forme de poudre aupres de la société
Peptides International, avec une pureté supérieure a 95%. Ces poudres ont été dissoutes dans
une solution composée en proportions égales d'eau et de méthanol pour une concentration
finale de 50 umol.L™1. De I'acide acétique a également été ajouté a hauteur de 1% du volume
global de la solution, afin d'aider la protonation des peptides.

Les expériences d'IMS en tandem ont été menées sur le dispositif développé au sein du
laboratoire ILM et présenté sur la figure 3.1.1 [232]. Les peptides en solution sont mis en phase
gazeuse par le biais d'une source électrospray, avant d'étre accumulés dans un assemblage de
deux funnels (noté A sur le schéma du dispositif) puis injectés pendant 150 us dans un premier
tube de dérive (DT1 sur la figure 3.1.1, pour Drift Tube). Ce tube est empli de gaz d'hélium
a température ambiante et dont la pression avoisine 5 mbar. La séparation temporelle des ions
selon leur mobilité se fait en appliquant une tension de dérive comprise entre 250 et 500 V
entre les extrémités du tube. Il est ensuite possible de sélectionner un conformere donné a
I'aide d'une impulsion de tension appliquée a la fin du tube de dérive. Celle-ci permet de laisser
passer uniquement les ions pendant une fenétre typique de 500 us. Apres sélection, les ions
sont focalisés par un second assemblage de deux funnels (B). L'activation des molécules peut
s'effectuer dans le premier d'entre eux. En appliquant une tension d’activation (Vacivation P2
la suite), entre ses deux derniéres électrodes, les ions vont subir des collisions plus ou moins
énergétiques sur le gaz résiduel. lls vont ensuite étre stockés dans le second funnel avant d'étre
injectés dans le deuxieme tube de dérive (DT2). La seconde séparation des ions par IMS se fait
dans des conditions identiques au premier tube. Aprés avoir traversé |'assemblage de funnels C
qui permet une focalisation des ions a la sortie du DT2, ces derniers vont atteindre différentes
optiques de guidages. Tout d'abord un guide d'ions (IG) composé de 40 électrodes sur lesquelles
est appliquée une tension RF, puis un dernier assemblage de funnel (D), présent pour favoriser le
différentiel de pression du dispositif, avant d'atteindre un hexapoéle. A la sortie de ce dernier, les
ions vont parcourir un quadripdle qui permet une sélection en masse pour une gamme comprise
entre m/z = 20 et 3000, et enfin une cellule de collision qui utilise du N, comme gaz tampon.
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3.2 Espéces produites par la source ESI
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Source ESI
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Figure 3.1.1 : Schéma du dispositif utilisé pour réaliser les mesures de mobilité ionique. En A, B
et C se trouvent des assemblages de deux funnels. Les tubes de dérives sont notés DT1 et DT2,
respectivement.

L'analyse des ions se fait selon leur rapport m/z a I'aide d'un spectrométre de masse
par temps de vol de type réflectron couplé au second tube de dérive DT2. Ce spectrométre
possede une résolution m/Am = 40 000, et peut fonctionner a une fréquence de 20 kHz. Deux
détecteurs sont disponibles pour I'analyse, le premier se situe sur |I'axe du dispositif et permet
de caractériser les ions a la sortie du QMS. A l'inverse, le second est utilisé lorsque les ions
traversent le spectrométre. Comme le temps de vol des ions dans celui-ci (~ 10 us) est tres
inférieur au temps de dérive dans le tube DT2 (~ 10 ms), il est possible d’enregistrer un spectre
de masse pour chaque temps d'arrivée dans la zone d’extraction. Ceci permet ainsi d'obtenir les
distributions de temps d'arrivée (DTA) des ions en fonction de leur rapport masse sur charge.
Ces DTA peuvent ensuite étre converties en sections efficaces de collision a I'aide de la relation
2.3.5, détaillée dans le chapitre 2.

3.2 Espeéces produites par la source ESI

La figure 3.2.1 présente le spectre de masse d'une solution du peptide (PPG),, sans sélection
en mobilité. Par convention durant cette thése, sur les spectres de masse présentés, nous
nommerons respectivement les monomeres, dimeres, triméeres et hexameres : M+, D"+ T+ et
H"*, avec n+ leur état de charge. Les rapports masse sur charge des états de charges utilisés
lors de cette theése pour les oligomeéres des peptides (PPG),, et (PHypG),, sont présentés en
annexes A et B.

Sur ce spectre de masse, nous pouvons directement observer que les triméres sont les
especes les plus intenses, et ce pour une distribution de charge allant de 3 3 74-. Nous pouvons
également mentionner que le spectre de masse obtenu pour le peptide hydroxylé (PHypG);,
est trés similaire, avec tout de méme une proportion d'ajouts de Na™ et KT plus importante.
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Caractérisation de la structure de peptides par spectrométrie de mobilité ionique
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Figure 3.2.1 : Spectre de masse des espéces produites 3 partir d'une solution de (PPG),, de
concentration de 50 uMol.

La quasi-abscence de diméres est cohérente avec le fait que les oligomeres produits en
phase gazeuse sont déja pré-existants en solution et ne sont pas le résultat d'une agrégation
survenant lors du processus de désolvatation. Des études ont en effet montré que ces peptides,
initialement sous forme de poudre, possédent cette structure particuliere en triple hélice [214],
conservée en phase liquide [213].

De plus, la présence des hexameéres tend a conforter les travaux menés par B. Brodsky et
co., qui ont mis en évidence que les agrégats de triples hélices du peptide (PHypG),, peuvent
se former en solution par le biais de liaisons hydrogénes entre les chaines latérales des hy-
droxyprolines [219]. Par contre, les hexameéres de (PPG),, sont observés ici pour la premiére
fois, les précédentes études en phase condensée ayant méme conclu a |'impossibilité de leur
formation [233]. Il reste cependant a vérifier si ces systémes sont composés de triples hélices.

3.3 Mobilité ionique et mesures de section efficace de
collisions

Suite a ces observations sur le spectre de masse, nous avons enregistré les DTA des diffé-
rents oligomeéres des deux peptides. Les DTA du peptide (PPG),, sont exposées sur la figure
3.3.1 pour les états de charges 5 a 74 du trimére, et de I'hexamére 9+. Comme nous pouvons
I'observer sur la figure (a) pour le trimére 74, les DTA obtenus pour ces peptides sont relative-
ment fines, leur largeur étant fixée par la diffusion [71]. Cependant, les autres états de charges
du trimere, tel que le 5+, possedent des DTA plus larges, dii a une plus grande diversité struc-
turale, et donc une structure relativement souple. En effet, de précédentes études ont montré
que les DTA de systémes moléculaires d'intérét biologique de taille et de rapport masse sur
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3.3 Mobilité ionique et mesures de section efficace de collisions

charge équivalents présentent généralement des distributions larges, synonymes d'une structure
relativement flexible [232,234-236]. A I'inverse, le fait d'observer des distributions fines pour
les triméres 7+ des peptides (PPG),, et (PHypG), (cf. annexe C) peut étre interprété comme
la signature d'une structure rigide.

Cependant, comme nous pouvons |'observer pour le trimere 6+, certaines DTA sont plus
larges et comportent plusieurs pics. Comme plusieurs espéces moléculaires co-existent au méme
rapport masse sur charge, I'analyse des distributions de massifs isotopiques des spectres de
masse permet d'assurer leur déconvolution. Ainsi, dans le cas du trimére 6+, cette seconde
contribution a pu étre attribuée au monomere 2+. Il en est de pour avec |'hexamere 9+ et le
dimére 3+.

(a) _]T7+ (b) ‘\ T6+ (c) ISt (d) "
\- /\\ M2+ | _. ..-._.:—

— Ot "SR R SR S, "N S
20 25 30 35 40 25 30 35 40 45 25 30 35 40 45 50 25 30 35 40 45 50 55
Temps d’arrivée (ms)

Figure 3.3.1 : Exemple de DTA obtenus pour le peptide (PPG);, dans le cas du trimére 5 3 7+
(spectres ¢, b et a, respectivement) et de I'hexamére 9+ (spectre d). Dans ce dernier spectre, un
second pic est observable et correspond au dimére 3+. Le monomére 2+ est également visible avec
le trimere 6+.

A partir de ces DTA, nous avons pu déterminer les sections efficaces de collision des
différents oligomeéres. Ces résultats sont présentés dans le tableau 3.3.2. |l est important de
préciser qu'a part les trimeres 7+ dont les DTA ne contiennent qu’une conformation moléculaire,
les valeurs de CCS obtenues correspondent a la valeur moyenne d'une famille structurale donnée.
Nous pouvons observer que les CCS des trimeéres et des hexameéres augmentent avec leur état
de charge, ce qui est cohérent avec le phénomene de répulsion coulombienne qui induit le
dépliement de la structure [237-240]. Il est par ailleurs intéressant de constater que les sections
efficaces obtenues sont du méme ordre de grandeur que celles de I'Ubiquitine (8.4 kDa). Cette
protéine est similaire aux triméres de (PPG),, et (PHypG),, de par sa taille et sa masse, et a
été étudiée de nombreuses fois par IMS [232,234-236]. De plus, les valeurs de CCS des trimeéres
7+ des deux peptides sont comparables a celle de la conformation dépliée de I'Ubiquitine 7+
(1192 Az), ce qui suggere que ces peptides ont aussi une structure allongée. Pour les états de
charges 6 et 74+ communs aux deux peptides, les trimeres de (PPG),, et (PHypG),, possedent
des CCS tres similaires, ce qui signifie que |'hydroxylation des prolines n'influe pas de maniere
importante sur la structure de ces trimeres.
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Caractérisation de la structure de peptides par spectrométrie de mobilité ionique

(PPG)10 (PHYpG)10

Etat de charge 3+ 4+ 5+ 6+ 7+ 6+ 7+
Trimeéres Expérimentales| 892 +30 | 971+30 [1190+36(1270+ 38| 1295+ 39 | 1250 + 38 {1303 £ 40
Calculées 1330+ 13 1383+ 14
Etat de charge 6+ 7+ 8+ 9+
Hexameres Expérimentales| 1570 + 50 | 1866 + 56 |1965 + 60({2300 + 70
Calculées 2236 + 22

Tableau 3.3.2 : Tableau récapitulatif des CCS obtenues pour les différents états de charges des
triméres des peptides (PPG),, et (PHypG),o, ainsi que pour ceux de I'hexamére du (PPG);,. Les
résultats de simulations sont également présents pour comparaison.

Afin de s’assurer que les triméres conservent bien une structure en triple hélice, nous avons
comparé nos résultats expérimentaux de CCS a des simulations. Celles-ci se sont notamment
basées sur la structure du peptide du (PPG),, obtenue lors d'une étude par R. Berisio et co.
par diffraction de rayons-X [217]. Leurs travaux sur ce peptide ont montré que dans un cristal,
les triples hélices s'arrangent de maniere antiparalléle entre elles, comme nous pouvons le voir
sur la figure 3.3.3 (Protein Data Bank (PDB) ID : 1K6F) qui représente un hexamére composé
de deux triples hélices téte-béche.

Figure 3.3.3 : Structure cristallographique d’un hexamére de (PPG);, composé de deux triples
hélices. PDB ID : 1K6F.

A partir de cette structure, nous avons pu calculer les CCS de I'hexameére et du trimeére
de (PPG)yy. Les résultats de ces calculs sont également inclus dans le tableau 3.3.2. Ces
CCS ont été obtenues par le programme IMPACT (lon Mobility Projection Approximation
Calculation Tool) de E. Marklund, basé sur |'approximation de projection paramétrée [241].
Cette approximation permet de déterminer des CCS en moyennant la projection de la molécule
d'étude dans l'espace. De plus, elle ignore la diffusion et les interactions a longue distance.
[l en résulte alors un temps de calcul beaucoup plus court que les autres méthodes, pour
une faible sous-estimation des CCS. Les résultats obtenus sont alors corrigés selon la relation
Qr =0.843.Q170 . Cette calibration a été effectuée par comparaison avec la Méthode des
Trajectoires, considérée comme une référence pour la détermination de sections efficaces, mais

nécessitant un trés grand temps de calcul. Ainsi, le programme IMPACT permet d'obtenir des
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3.4 Activation par collision sur du gaz

CCS de conformeéres de protéines sur une large gamme de masse (de 102 a quelques 107 Da),
avec une bonne précision (6 = 1%) et une grande rapidité de calcul.

Nous pouvons directement remarquer que pour |'hexamere du (PPG),,, en prenant en
compte les incertitudes, les résultats de ces calculs de CCS sont compatibles avec les valeurs
obtenues expérimentalement pour le plus haut état de charge (9+). Ceci indique que la structure
hélicoidale de cet hexamere est conservée en phase gazeuse.

Concernant les trimeéres, les CCS mesurées expérimentalement pour les états de charges
6 et 74 sont également trés proches de celles obtenues a partir des structures cristallisées
des trimeres de peptides (PPG),, et (PHypG),, (PDB ID : 1CGD5), ce qui confirme que la
structure en triple hélice est également conservée en phase gazeuse pour les trimeres.

Aussi bien pour les hexameres que pour les triméres, pour les plus petits états de charges,
les CCS obtenues expérimentalement sont inférieures a celles calculées, ce qui indique que
les hélices se replient sur elles-mémes quand le nombre de protons diminue. Les interactions
coulombiennes n'induisent donc pas nécessairement la dénaturation de la structure de molécules
lors du passage de la solution a la phase gazeuse, mais peuvent au contraire aider a la préserver.
De telles stabilisations par effet coulombien ont déja été rapportées, notamment pour des
structures hélicoidales [74,239,242,243].

Apres avoir trouvé les conditions de conservation de la structure hélicoidale des modeles
de la triple hélice en phase gazeuse, nous pouvons maintenant étudier leur stabilité en leur
administrant de |'énergie interne de maniere controlée.

3.4 Activation par collision sur du gaz

Comme les rapports masse sur charge de certaines espéces sont identiques, par exemple
I'hexameére 9+ et le dimére 3+, nous avons décidé de faire fragmenter ces espéeces par collisions
sur du gaz afin d'étudier leur composition. Ainsi, aprés sélection d'un ion de rapport m/z donné
dans le QMS, les ions subissent des collisions sur du gaz résiduel de N, dans la cellule de
collision, de maniére plus ou moins énergétique, a I'aide d'une tension que nous nommerons
Vconision- L€ spectre de masse obtenu apres activation de I'hexameére 9+ du (PPG),, est présenté
sur la figure 3.4.1. Nous pouvons directement constater que méme si le pic situé a m/z = 1687
peut étre attribué a I'hexamere 9+ ou au dimeére 3+, les fragments observés nous confortent
dans le fait que ce pic parent est majoritairement composé de |'hexamere. En effet ces deux
fragments sont attribués sans ambiguité aux trimeres 4 et 5+, ce qui confirme également que
I'hexamere est bien composé de deux triméres, comme c'est le cas en phase condensée (figure
3.3.3).

Les triple hélices ne nécessitent donc pas de molécules d'eau ou d'hydroxyprolines pour
s'agréger entre elles, ce qui est en contradiction avec les résultats d'études précédentes en
phase condensée [219]. Nous proposons que |'arrangement anti-paralléle des deux hélices de
I'hnexamere est dii a l'interaction entre leurs moments dipolaires permanents. En effet, des

53



Caractérisation de la structure de peptides par spectrométrie de mobilité ionique

350 /D3

300
Q 250
=R
«
O 200
S
@
= 150 -
S 1 T5+
£ 100+

50 -
T4+
0 Al Lioknds oy e e " el
T ' T T T ' T J T
500 1000 1500 2000 2500
m/z

Figure 3.4.1 : Spectre de masse de I'hexamére 9+ du (PPG);, pour une activation de 15 V par
charge.

mesures de biréfringence sur les fibres de collagéne en solution ont révélé une haute valeur de
moment dipolaire : y = 1,5.10* D [244]. A notre connaissance, de telles expériences n'ont pas
été réalisées pour les modeles de la triple hélice de collagéne. Nous avons donc calculé le moment
dipolaire d'une triple hélice neutre du peptide (PPG),, dont la structure est issue de la PDB et
présentée sur la figure 3.3.3. Ces calculs ont été faits avec le programme Gaussian09 [245] au
niveau semi-empirique AM1, et nous ont ainsi donné une valeur de moment dipolaire de 64.6 D,
avec un dipdle presque parfaitement aligné selon |'axe de I'hélice. En comparaison, le moment
dipolaire de I'hélice alpha est de I'ordre de 3.45 D par liaison peptidique [246,247]. Dans ce
cas particulier les dipoles sont alignés et de méme sens, il est donc possible de les additionner
directement pour obtenir le moment dipolaire d'une hélice alpha de 30 acides aminés, soit
103.5 D. La valeur que nous avons obtenu pour la structure en triple hélice du (PPG),, est
donc du méme ordre de grandeur que celle de I'hélice alpha. Il est de plus possible de déterminer
I'énergie d'interaction entre les deux triples hélices de |'hexamere de la figure 3.3.3 par la relation
suivante :

(3.4.1)

Avec k. = ﬁ la constante de Coulomb, u le moment dipolaire d’'une hélice, en C.m, et
r, la distance en metre entre les deux hélices de I'hexamere. Cette énergie est de I'ordre de
2 eV, ce qui n'est pas négligeable et confirme le fait que l'interaction entre les deux dipdles
peut étre responsable de I'existence de I'hexameére du peptide (PPG)y,.

Par ailleurs, il est également possible de donner une énergie d'activation aux systeémes
moléculaires. Celle-ci permet non seulement de contréler les effets de I|'activation sur leur
structure par IMS, mais également d'étudier leurs voies de dissociation par spectrométrie de
masse. Comme nous |'avons déja mentionné, I'activation par collision se fait dans |'assemblage
de funnels B, avant l'injection dans le second tube de dérive.
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3.4 Activation par collision sur du gaz

Concernant les triméres des deux peptides, nos études se sont portées sur les états de
charges 6 et 7+ car, en plus d'étre les espéces les plus abondantes produites par la source ESI,
ces états de charges possedent des CCS correspondant a ou légérement en dessous de celles
calculées a partir des structures cristallographiques en triple hélice. La figure 3.4.2 correspond
aux spectres de masse obtenus aprés activation des trimeres 74 des deux peptides dans la
cellule de collisions, aprés leur sélection en masse. Nous pouvons constater que pour les deux
peptides, les trimeres fragmentent en monomeéres doublement et triplement protonés. Ces états
de charges correspondent a une répartition statistique des protons sur les trois peptides.
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Figure 3.4.2 : Spectres de masse des triméres 7+ du (PPG),, (3 gauche) et du (PHypG), (3
droite) aprés activation pour une tension de 12.5 V par charge.

Nous avons ensuite voulu étudier le comportement de ces différentes espéces en fonction
de la tension d’'activation, par la mesure du spectre de masse et de la DTA.

Le cas des triméres 6+ du peptide (PPG),, est illustré dans la figure 3.4.3. Celle-ci re-
présente les spectres de masse pour la gamme [1265 - 1269] Da en fonction de la tension
d’activation appliquée. Nous pouvons observer une évolution de la distribution du massif iso-
topique lorsque cette énergie d'activation augmente. En effet, sans activation, il correspond a
une espéce chargée 6 fois, confirmant ainsi la présence du trimere 64 du (PPG),,. Par ailleurs,
lorsque I'énergie d'activation augmente la distribution du massif isotopique se modifie progressi-
vement pour correspondre finalement a celui du monomere doublement chargé. Il est également
intéressant de remarquer que sur toute la gamme de tension d'activation, la dissociation du tri-
mere n'induit pas la production de dimere, mais uniquement le monomere doublement protoné.
Ceci peut s'expliquer si chacun des trois monomeres est lié aux deux autres pour composer le
trimere, comme nous |'avons vu précédemment (cf. figure 2.4.1). L'état de charge du monomere
observé confirme également la distribution statistique des charges du trimeére, équitablement
réparties sur les trois monomeres identiques qui le composent. Ce qui est attendu dans le cas
d'une structure symétrique comme le trimeére 64.

Afin d'étudier plus en détails les effets induits par I'énergie d'activation sur la structure des
trimeres 7-+, nous nous sommes intéressés a |I'évolution des DTA en fonction de la tension d'ac-
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Figure 3.4.3 : Spectres de masse du trimére 6+ du (PPG);, en fonction de la tension d’activation.
L'échelle de couleur représente I'intensité des ions, le jaune correspondant au maximum.

tivation normalisée (cf. figure 3.4.4). Il est intéressant de constater que les évolutions obtenues
ici sont tres différentes de celles observées lors de précédentes études sur d'autres molécules
d'intérét biologique. En effet, des protéines comme I'Ubiquitine [248] ou la Bradykinine [72]
ont généralement la particularité de se déplier avant de se dissocier. Des signatures de déplie-
ment induit par collision ont méme été récemment proposées pour caractériser divers systemes
moléculaires [249]. Cependant dans notre cas, méme si |'apparition d'une faible contribution
apparait pour un temps de dérive |égérement supérieur au trimére du (PPG),,, suggérant un
léger dépliement de celui-ci avant dissociation, il est intéressant de constater qu'aucun chan-
gement n'est observable sur le temps de dérive du trimere du peptide (PHypG),q. Le seul effet
de cette activation est la diminution de son intensité a partir d'un seuil en tension, suite a sa
dissociation. Le fait que les DTA des triméres soient trés peu sensibles a la tension d'activation
jusqu'a ce seuil est cohérent avec la conservation de la structure en triple hélice des peptides,
étant donnée sa forme allongée et rigide. Ce méme comportement a également été observé
pour les trimeres 6+.

Cependant, comme ['activation de molécules par collisions est un processus relativement
complexe, aucune information ne peut directement étre déduite de nos expériences concernant
les énergies des différents mécanismes de dissociation observés. Il est néanmoins pertinent de
comparer les différents seuils de dissociation en fonction de la tension d’activation normalisée
a |'état de charge des systemes étudiés puisque ces différents triméres possedent des CCS trés
proches, ainsi qu'un nombre de degrés de liberté presqu’identique [72]. Ainsi, en admettant ces
approximations, nous pouvons constater que le seuil de dissociation des triméres 6+, présentés
sur la figure 3.4.5 est supérieur a celui des trimeéres 74. Cette différence peut étre due, au moins
en partie, a la répulsion coulombienne, réduisant la barriére de dissociation. Par ailleurs, il est
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Figure 3.4.4 : (a) et (b) Cartes 2D du temps de dérive en fonction de Vs tiation/Z POUT les triméres
7+ des peptides (PHypG);, et (PPG),, respectivement. (c) Evolution de I'intensité relative de ces
mémes triméres en fonction de la tension d’activation normalisée par I'état de charge.

intéressant de constater que les courbes d'intensité relative des trimeéres 7+ des deux peptides
sont légerement décalées I'une par rapport a I'autre. En effet, afin d'obtenir 50% de perte de
I'intensité du trimere hydroxylé, la tension d'activation doit étre plus de 10% plus haute que
pour le peptide (PPG),,. Ce qui indique une plus grande stabilité pour la triple hélice du peptide
(PHypG);,. Nous pouvons de plus ajouter que le fait d'observer un léger dépliement pour le
trimeére du peptide (PPG);, et non pour le peptide hydroxylé appuie cette interprétation.

Ces résultats sont également cohérents avec de précédentes études qui ont montré que
I'hydroxylation des prolines tend a augmenter la température de dénaturation de ces systémes
en solution [213], ainsi que leur température en fusion dans les solides [214]. Il est cependant
important de noter ici que ces observations sont valables en phase gazeuse uniquement pour les
trimeéres 7+, dont la CCS est celle d'une triple hélice, comme nous I'avons vu précédemment. En
effet, nous pouvons voir sur la figure 3.4.5 que les courbes d’évolutions de I|'intensité en fonction
de Vacivation/Z SoNt identiques pour les trimeres 6+ des peptides (PPG);, et (PHypG),,. Ceci
peut s'expliquer si cette stabilisation est due aux effets stéréoélectroniques puisque ceux-ci
nécessitent une triple hélice non déformée pour étre présents [206].

Les résultats de nos expériences en phase gazeuse sont donc finalement en accord avec une
stabilisation de la structure en triple hélice des peptides induite par I'hydoxylation des prolines
par le biais d’effets stéréoélectroniques, et démontrent de plus que la présence de solvant pour
environner les peptides n'est pas obligatoire pour que les triple hélices existent.
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Figure 3.4.5 : Evolution de I'intensité relative de triméres 6+ des peptides (PPG);, et (PHypG);,
en fonction de la tension d’activation normalisée par I'état de charge.

3.5 Conclusion

Les premieres expériences structurales de modéles de la triple hélice de collagene en phase
gazeuse ont été menées. Au moyen d'un montage de mobilité ionique en tandem couplé a
un spectrométre de masse, la structure et la stabilité des trimeres et hexameres protonés du
(PPG),, ont pu étre sondées. Il s'avere que pour des états de charge relativement élevés, le
trimere de ce peptide possede bien une structure en triple hélice, semblable a la phase condensée.
Son hexameére est quant a lui composé de deux triple hélices liées de maniére anti-paralléles
et stabilisé en phase gazeuse par |'interaction dipdle-dipdle. Les résultats de ces expériences
ont par ailleurs démontré que si I'hydroxylation des prolines de ce peptide ne modifie pas sa
structure de maniére significative, elle augmente par contre |'énergie de collision nécessaire pour
le dissocier en monomeres. Par conséquent, la stabilisation de la triple hélice par I'hydroxylation
des prolines est intrinséque a sa structure et ne nécessite donc pas la présence d’'eau pour étre
observée. Nos résultats indiquent également que les effets stéréoélectroniques jouent un role
important dans cette stabilisation.

Ces travaux ouvrent finalement la voie a de nouvelles perspectives pour la compréhension
de I'agrégation des triple hélices, qui constituent la premiére approche de la fibre de collagéne,
comme nous |'avions mentionné lors du chapitre 2. De nouvelles études sont malgré tout
nécessaires afin de s’intéresser a un systeme composé d'un plus grand nombre de triple hélices,
et également au role que les hydroxyprolines ou d'autres modifications peuvent avoir sur la
structure et la stabilité d'un tel systeme.

En étudiant la stabilité et la structure particuliere de ces modeles de la triple hélice de
collagene, nous avons trouvé des conditions, directement liées a I'état de charge du systeme,
pour que les triméres et les hexameres soient dans des conformations de triple hélices en
phase gazeuse. |l peut alors étre intéressant d'étudier les voies de dissociation de ces différents
systemes lorsqu'’ils sont soumis a des rayonnements ionisants, tels des photons ou des ions.
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Comme nous avons vu dans le chapitre précédent que les peptides modéles de la triple
hélice du collagéne conservent cette structure hélicoidale en phase gazeuse pour de haut états
de charges, nous allons désormais étudier leur réponse sous irradiations ionisantes. L'objectif
de cette étude est de caractériser ce modele de triple hélice lors de I'interaction avec des ions
carbones a I'énergie du pic de Bragg, |'énergie pertinante en hadronthérapie, mais aussi avec des
photons VUV et X. Les résultats présentés ici ont été obtenus grace a la collaboration menée
avec I'équipe de T. Schlathélter (Zernike Institute for Advanced Materials, université de Gro-
ningen, Pays-Bas). Apres avoir décrit les différents dispositifs expérimentaux, nous étudierons
plus en détails les résultats concernant le peptide isolé pour les différents faisceaux d'irradia-
tion. Cette premiére étude nous permettra de connaitre les propriétés propres aux sous unités
qui composent la triple hélice. Nous pourrons alors caractériser cette derniere sous les mémes
irradiations, afin d’étudier I'effet de complexation des trois sous unités. Pour ces espéces, nous
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explorerons également le réle des hydroxyprolines sur la réponse du systeme moléculaire. Nous
finirons par détailler les résultats obtenus dans le cas des diméres de triple hélices, qui sont la
premiere étape dans la modélisation de la formation de la fibre de collagene.

4.1 Dispositif expérimental et lignes de faisceaux

Ces différentes expériences ont été menées au GANIL a Caen et au synchrotron BESSY-II a
Berlin en couplant ces lignes de faisceaux avec un dispositif expérimental développé dans le but
d'étudier I'irradiation de molécules isolées et sélectionnées en masse. Les molécules sont mises
en phase gazeuse a |'aide d'une source a électronébulisation avant d'étre guidées a travers le
dispositif. Les ions d'intérét sont alors sélectionnés selon leur rapport masse sur charge, puis
accumulés dans un piege de Paul ou I'irradiation est réalisée. Les produits de I'interaction sont
alors extraits et analysés dans un spectrométre de masse a temps de vol.

4.1.1 Grand Accélérateur National d’lons Lourds

Le GANIL (Grand Accélérateur National d’lons Lourds), a Caen, est un accélérateur d'ions
principalement utilisé pour la physique nucléaire. Néanmoins, des domaines interdisciplinaires
tels que la radiobiologie, la physique des matériaux ou I'astrochimie utilisent également cette
installation. Deux plateformes y sont présentes. L'installation ARIBE (Accélérateur pour la
Recherche sur les lons de Basse Energie) utilise une source ECR (Electron Cyclotron Reso-
nance) pour fournir des faisceaux d'ions allant de I'hélium au xénon, pour des énergies de 3 a
17 keV/u. En complément, les faisceaux d'ions produits sur I'installation principale du GANIL
peuvent aller du carbone a I'uranium, et pour une gamme d'énergie comprise entre environ 0.1
et 100 MeV/u. Les ions multichargés sont également produits par des sources ECR a partir
de précurseurs solides ou gazeux. lls sont ensuite pré-accélérés dans un cyclotron a la sortie
duquel ils auront une énergie avoisinant le MeV par nucléon. lls peuvent alors étre dirigés sur la
ligne d'irradiation IRRSUD avec une énergie comprise entre 0.1 et 1 MeV/u, ou vers un premier
cyclotron a secteurs séparés afin d’augmenter leur énergie pour atteindre une gamme comprise
entre 1 et 10 MeV /u. Apres épluchage des électrons pour augmenter |'état de charge des ions,
ceux-ci peuvent étre conduits vers la ligne d'irradiation SME (Sortie Moyenne Energie) ou bien
étre injectés dans un second cyclotron a secteur séparé afin de subir une troisieme accélération
pour &tre finalement dirigés vers les lignes d'irradiation HE (Haute Energie). Sur ces derniéres
lignes, leur énergie peut atteindre 100 MeV /u.

Lors de nos expériences sur la ligne IRRSUD, nous avons utilisé un faisceau de C** 3 une
énergie de 0.98 MeV /u, et une intensité de quelques yA avant notre montage expérimental. La
forme du faisceau a été controlée au moyen de dipdles afin d'optimiser son recouvrement avec
les molécules piégées dans le montage.
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4.1.2 Synchrotron BESSY II

Ce dispositif a également été couplé a deux lignes de faisceaux du synchrotron BESSY
II' (Helmholtz-Zentrum Berlin). Ce synchrotron de troisiéme génération produit des faisceaux
de photons de haute intensité et haute brillance sur une gamme d’énergie allant de 6 meV a
150 keV. Nos expériences ont été menées sur les lignes d'UV lointain (VUV pour Vacuum-UV)
U125-2_NIM et de rayons-X U49-2_PGM-1, nous permettant ainsi d'irradier les peptides de
14 a 550 eV.

Pour produire ces faisceaux de photons, des électrons sont accélérés par un accélérateur
linéaire (LINAC) a une énergie de 1.72 GeV pour une intensité de 300 mA, avant d'étre injectés
dans un anneaux de stockage. Les photons sont alors créés par la courbure de la trajectoire des
électrons et déservent une cinquantaine de lignes réparties autour de I'anneau. Afin d'augmen-
ter I'intensité de photons émis, des ondulateurs sont utilisés. Ce sont des aimants sur lesquels
sont appliqués un champ magnétique alternatif. Les électrons vont alors subir des accéléra-
tions successives dans ces portions et ainsi émettre un rayonnement plus intense que lors de
I'utilisation d'un simple aimant. Par ailleurs, comme le rayonnement émis est polychromatique,
chaque ligne de faisceau est équipée de monochromateurs composés d'un cristal diffracteur,
d'un réseau et de fentes sélectrices, afin de sélectionner la longueur d'onde désirée avec une
grande précision. Sur ces lignes, des fentes permettent également d'augmenter ou de diminuer
la résolution en énergie du faisceau, en faisant ainsi varier le flux de photons en sortie de ligne.
En raison de la faible densité de cibles moléculaire lors de nos expériences, nous avons maximisé
I'intensité du faisceau en maintenant les fentes ouvertes.

Ligne U125-2_NIM

La ligne de faisceau VUV U125-2_NIM [250-252] permet une irradiation pour des énergies
comprises entre 4 et 40 €V, avec un flux avoisinant les 10'? photons par seconde. Comme nous
avons souhaité nous placer dans des conditions favorisant l'intensité du faisceau, la dispersion
en énergie des photons est de AE/E = 0.04%, soit une dizaine de meV. O.Plekan et co. ont
montré que pour des transitions électroniques moléculaires la largeur de bande est de |'ordre
de 1 eV [253], ce qui est bien supérieur a la résolution du faisceau. Nous pouvons également
mentionner que sur cette ligne nous n'avons pas irradié a des énergies inférieures a 14 €V car
pour celles-ci des contributions de photons d'harmoniques supérieures, et donc d'énergies plus
élevées, viennent contaminer le faisceau et peuvent interférer dans nos mesures.

Ligne U49-2_PGM-1

La ligne U49-2_PGM-1 [254, 255] produit un faisceau de rayons-X pouvant aller de
85 €V a 1.6 keV, avec des flux de ~10* photons/s pour la gamme d'énergie [85 - 500] eV, et
~10'? photons/s pour la gamme [500 - 1600] eV. De méme que pour la ligne VUV, nous
avons souhaité maximiser l'intensité du faisceau en laissant les fentes de la lignes ouvertes. La

61



4 Irradiation d’'un modéle de la triple hélice du collagéne

résolution en énergie est alors de AE/E = 0.1%, soit quelques centaines de meV. Lors de nos
expériences sur les peptides modéles du collagene, nous nous sommes particulierement intéressé
a la gamme d'énergie [100 - 550] eV car elle contient les énergies d'absorption des électrons 1s
des atomes C, N et O.

4.1.3 Spectromeétre de masse Paultje

Le dispositif Paultje utilisé lors de ces expériences est schématisé sur la figure 4.1.1a,
et a été présenté en détails dans les theses de S. Bari [256] et O. Gonzélez-Magafia [257].
Les peptides modeéles (PPG),, et (PHypG),, proviennent des mémes poudres que lors des
expériences présentées lors du chapitre 3. La concentration finale des solutions que nous avons
utilisées étaient également de 50 umol.It, avec 1% du volume global d’acide formique afin de
favoriser la protonation des peptides.

Un pousse-seringue ameéne la solution jusqu’'a I'aiguille de la source ESI avec un flux de
5 ul.min~!. Une haute tension de 4 kV est appliquée sur cette aiguille, placée a environ 5 mm
d'un capillaire chauffant (T = 350 K) porté a un potentiel de 100 V. A leur sortie du capillaire,
les ions sont focalisés a I'aide d'un funnel composé de 26 électrodes (rampe de potentiel linéaire
de 25 a 13 V; RF ~270 kHz; Vpp ~170 V) avant d'étre guidés au travers d'un octopdle (RF
~580 kHz; Vpp ~430 V), d'un diaphragme porté a un potentiel de 40 V, puis finalement
dans un QMS (RF ~800 kHz; Vpp ~2000 V) afin que I'ion d'intérét soit sélectionné selon son
rapport masse sur charge. Les ions sont alors accumulés dans un piége de Paul (RF ~1 MHz;
Vpp ~2 kV) pendant 50 a 100 ms, simultanément a l'injection d'un gaz tampon d'hélium et a
I'aide d'un champ radio-fréquence .

Le faisceau projectile est ensuite envoyé au travers de ce piége, orthogonalement a I'axe de
propagation des ions moléculaires, et focalisé au centre du piege afin d'optimiser le recouvre-
ment entre le faisceau projectile et le nuage d'ions piégés. Pour réaliser I'irradiation, le faisceau
projectile est pulsé, soit a |'aide d'un obturateur électromécanique pour les photons, soit grace a
des plaques de déviation situées avant le cyclotron dans le cas des ions carbones. Ces méthodes
de pulsation permettent ainsi de controler le temps d'irradiation, qui est de I'ordre d'une se-
conde. L'intensité des faisceaux est mesurée a I'aide d'une photodiode ou d'une cage de faraday,
respectivement pour les photons et les ions, placées sur la trajectoire du faisceau a la sortie du
piege.

Apres l'irradiation, les produits de l'interaction sont extraits par un champ électrique pulsé
dans un spectromeétre de masse a temps de vol pour étre détectés. Il est important de mentionner
ici que les expériences d'irradiation par photons VUV ont été réalisées en détectant les ions par
des galettes a micro-canaux. Le signal électrique mesuré provient alors de la cascade d'électrons
produite par I'impact d'un ion sur la surface des galettes. Pour les autres irradiations (photons
X et ions C**), nous avons utilisé un second détecteur. Pour celui-ci, la cascade d’électrons
également produite par une galette est convertie en photons dans un scintillateur, avant d'étre
de nouveau convertie, puis amplifiée dans le photomultiplicateur. |l permet ainsi de détecter
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des ions positifs et négatifs, mais aussi |'application d'une tension de post-accélération de -9 kV
(pour des ions positifs) sur la face avant de la galette, augmentant alors I'efficacité de détection
par rapport a un simple jeu de galettes, pour lequel cette tension est de -5 kV. Par exemple,
pour un ion de m/z = 2000, cette efficacité de détection est supérieure d'un facteur 2.5. Le
spectromeétre de masse a temps de vol du dispositif Paultje possede une résolution en masse

avoisinant m/Am = 400.

Faisceau
projectile
Obturateur électromécanique
(photons) ou plaques de
déviation (ions)
(a) Piege de Paul Galettes 3

micro-canaux

J
Y
Source ESI Funnel Octopéle QMms 4 TOFMS
—
Photodiode (photons) ou
cage de faraday (ions)
(b) 1% injection 2" injection Extraction
d’hélium Irradiation d’hélium du piege

r-———=-77 l

: 50-100 ms : 300-1000 ms 50ms 100 ms

L »T = 1-1,5s

. . cycle
Injection des

molécules

Figure 4.1.1 : (a) : Schéma du dispositif expérimental Paultje couplé avec les lignes de faisceaux de
photons ou d’ions. (b) : Chronogramme de I'utilisation du dispositif présentant le piégeage, I'irradiation

et 'extraction des ions moléculaires.

Le chronogramme de la figure 4.1.1b représente le cycle de fonctionnement habituellement
utilisé lors de ces expériences. Les ions moléculaires sont injectés dans le piege en méme temps
que le gaz tampon d'hélium pendant une durée comprise entre 50 et 100 ms. Un court délai
de quelques dizaines de millisecondes sépare la fin de I'injection des ions moléculaires du début
de l'irradiation. Ce délai est nécessaire pour le pompage du gaz afin d'éviter que celui-ci ne
soit ionisé par le faisceau projectile lors de I'irradiation. Comme la section efficace d'interaction
dépend directement de |'énergie du faisceau projectile, son intensité peut étre ajustée en variant
la durée d'irradiation de 100 ms a 1 s. Une seconde injection de gaz d'hélium est réalisée juste
apres la fin de l'irradiation afin de thermaliser les fragments produits lors de I'interaction et
d’augmenter la résolution en masse en conservant une petite taille de paquet d'ions. Un second
délai de 100 ms est alors appliqué avant d'extraire les ions du piége, afin de s'assurer une fois
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de plus que le gaz d'hélium est correctement pompé. En effet, lors de |'extraction des ions
moléculaire du piege, les collisions sur le gaz résiduel détérioreraient la résolution en masse et
pourraient faire fragmenter les ions moléculaires par CID.

Lors des expériences d'irradiation, nous souhaitons étudier les processus fondamentaux
induits par l'interaction d’'un unique photon ou ion atomique sur un ion moléculaire. Afin de
garantir cette condition, le temps d'irradiation est ajusté pour que la perte de |'ion parent
ne dépasse pas 10%. En effet, a ces flux de particules, comme les interactions multiples sont
des évenements indépendants, s'il existe une probabilité p pour réaliser une seule interaction,
celle correspondant 3 deux interactions est p?>. En négligeant la probabilité que plus de deux
interactions se produisent, nous avons alors p* + p < 0.1, soit p < 0.0916 et p? < 0.0084. Par
conséquent, moins de 10% des interactions seront multiples.

Lors de I'acquisition de données trois spectres de masse sont enregistrés : un premier spectre
témoin correspondant uniquement au piégeage et a |'extraction des ions moléculaires et deux
autres obtenus apres leur irradiation par le faisceau projectile. Il est ainsi possible de soustraire le
spectre de masse témoin a la moyenne des deux irradiations. |l résulte de cette soustraction un
pic négatif pour I'ion parent, correspondant a la perte, c'est a dire a la quantité d'ions parents
ayant interagi avec un photon ou un ion, et subi une ionisation ou une fragmentation, modifiant
son rapport m/z. Les pics positifs correspondent alors aux produits de I'interaction. Un spectre
d'irradiation du gaz résiduel est également enregistré, afin de repérer les pics correspondant
au bruit de fond. Comme les efficacités de détection des deux détecteurs utilisés dépendent de
la vitesse des ions, et par conséquent de leur rapport m/z, leur abondance sera corrigée en la
divisant par cette efficacité.

4.2 Etude de peptides modéles de la triple hélice du
collagene sous irradiation

Dans cette partie, nous allons caractériser le peptide modéle de collagene aprés irradiation
par des rayonnements ionisants. Avant d'étudier la structure en triple hélice, nous allons dans
un premier temps nous intéresser au simple brin, le monomere, afin de nous focaliser sur ses
propriétés fondamentales. Les listes des fragments du squelette peptidique référencés selon la
nomenclature de la figure 2.1.4 pour les peptides (PPG),, et (PHypG),, sont respectivement
présentées dans les annexes A et B.

La figure 4.2.1 présente un spectre de masse obtenu a partir d’'une solution du peptide
(PPG);q, sans sélection en masse ni irradiation des ions piégés. Nous pouvons alors observer les
espéces produites par la source ESI. Les principales contributions correspondent aux monomeres
doublement et triplement protonés, avec des rapports masse sur charge respectifs de 1266.4 et
844.6 (moyenne sur tous les isotopes). Nous pouvons également observer des pics de plus faible
intensité a des masses légérement supérieures a celles des monomeéres. Ces contributions sont
attribuées a la substitution d'un proton par un ion de sodium ou de potassium, et a I'ajout d'une
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molécule d'eau. Ainsi, méme si les pics correspondant aux rapports m/z de 1266.4 et 844.6
peuvent en principe étre attribués a d'autres especes, comme les dimeéres 4 et 6+ ou les trimeres
6 et 9+, ces adduits nous assurent que ces pics correspondent majoritairement aux monomeres
2 et 3+. La troisieme contribution principale est sans ambiguité le trimére [((PPG),,)5+7H]""
pour un m/z de 1085.6. Le fait d'observer les états de charges précédemment mentionnés
pour le monomere est donc cohérent avec la composition de ce trimere car si les charges sont
également réparties sur le peptide, ce dernier est composé d'un monomere triplement protoné
et de deux monomeres doublement protonés. Ceux-ci sont donc probablement visibles sur le
spectre de masse suite a la dissociation de la structure en triple hélice par CID sur le gaz résiduel
présent dans le funnel. Ce processus a été décrit dans la littérature pour des complexes protonés
non-covalents [84, 86, 258]. Dans le cas du second peptide, le (PHypG),,, le spectre en sortie
de source est treés similaire a celui du (PPG);o. Un nouveau pic est tout de méme présent et
est attribué au dimére 5+, ce qui est cohérent avec la distribution des charges sur la triple
hélice. La présence de ces monomeéres, ainsi que |'absence de |'hexamére, indiquent que les
conditions de source ESI favorisent des collisions plus énergétiques entre les molécules et le gaz
résiduel que dans le cas du dispositif utilisé lors de nos expériences a Lyon et présenté dans le
chapitre 3.

Intensité relatvie

0 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

m/z (Da)

Figure 4.2.1 : Spectre de masse du peptide (PPG),, obtenu sans sélection avec le QMS. L’encadré
est un agrandissement du monomére triplement chargé et de ses adduits, +H,O, -H+Na et -H+K.

4.2.1 Peptides isolés

La premiére étape de notre démarche consiste donc a étudier les différents états de charge
des deux peptides sous irradiation. Nous allons voir dans un premier temps la réponse de
ces peptides a |'absorption d'un photon VUV ou X, ce qui correspond a la gamme d'énergie
[14 - 531.5] eV. Ces premiéres expériences nous permettront de voir que les différentes voies de
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relaxation des peptides dépendent directement de I'énergie du photon. Nous étudierons ensuite
I'irradiation de ces peptides par des ions C** & I'énergie du pic de Bragg. Pour I'étude des
monomeéres, comme les spectres de masse du (PPG),, et du (PHypG),, aprés irradiation de
photons ou d'ions sont tres similaires, nous avons choisi de présenter les résultats du peptide
hydroxylé pour les photons VUV et les ions C**, et ceux du (PPG),, pour les rayons-X.

4.2.1.1 Photo-absorption VUV et X

Les spectres de masse du peptide [(PHypG);,+3H]3" obtenus aprés absorption d'un photon
VUV unique de 14, 22 et 32 €V sont présentés sur la figure 4.2.2. L'ion parent (m/z = 897.9)
n'est pas visible sur les spectres. Son intensité est négative suite a notre méthode d'analyse,
comme nous |'avons expliqué précédemment lors de la description du dispositif (cf. section
4.1.3).
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Figure 4.2.2 : Spectres de masses du peptide [(PHypG);,+3H?* (MP*) aprés absorption de photons
d’énergie respective de 14, 22 et 32 eV. Le peptide ionisé intact est noté M*" et les fragments du
squelette sont attribués selon la nomenclature présentée sur la figure 2.1.4.

La figure 4.2.3 présente quant a elle les spectres de masse obtenus apres absorption de
photons X de 150, 288, 350 et 531.5 €V par le monomére triplement protoné du peptide
(PPG);o- Comme nous I'avons mentionné en présentant le tableau 2.3.1 du chapitre 2, ces
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énergies correspondent aux seuils d’'excitation d'un électron d'une orbitale 1s des atomes de
carbone (288 eV), d'azote (401.5 eV) et d'oxygene (531.5 eV) vers une orbitale z* moléculaire.
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Figure 4.2.3 : Spectres de masses du peptide [(PPG)o+3H[P* aprés absorption de photons d’'éner-
gies respectives 150, 288, 401.5 et 531.5 eV. Le peptide ionisé intact est noté M** et les fragments
du squelette sont attribués selon la nomenclature présentée sur la figure 2.1.4.

Description des spectres de masses

Pour une énergie de photon de 14 €V, le spectre de masse est dominé par la fragmentation
du peptide provenant principalement de la rupture de la liaison Gly-Pro du squelette peptidique,
et amenant a la création des fragments b et y répartis le long du squelette (cf. figure 4.2.2).
Les fragments y; (m/z = 189), by (m/z = 365) et yi (m/z = 456) sont peu intenses, alors
que les fragments majoritaires proviennent des séries de fragments by ety; , avecn =13 4,
et sont observables pour quasiment toutes les énergies. Pour ces séries de fragments, a cause
de la répétition des acides aminés qui composent le peptide, il n'est pas possible de séparer la
contribution d’'un fragment b;n donné et celle d'un fragment bg:. Il est également intéressant
de constater une diminution de l'intensité de ces fragments lorsque n augmente. La baisse de
I'efficacité de détection avec le rapport m/z ne permet pas d'expliquer entierement cet effet.
Une autre cause serait que les fragments b} et y; proviennent d'une fragmentation secondaire
des ions b;“m et y;“m avec m > n. Ces ruptures de liaisons peptidiques sont en accord avec les
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résultats observés apres l'irradiation UV de ces mémes peptides en phase liquide [211]. Cette
observation concorde également avec de précédents travaux sur |'effet Proline qui ont montré
que dans le cas de peptides protonés contenant des prolines, les ruptures du squelette peptidique
surviennent du coté de leur N-terminal [88,259].

Pour les énergies de photons X (cf. figure 4.2.3), de nouveaux fragments apparaissent pour
des rapports masse sur charge inférieurs a 250. lls sont attribués a des fragments internes
provenant d'au moins deux ruptures de liaisons du squelette peptidique.

Jusqu’a une énergie de photon de 150 eV, le pic le plus intense est celui correspondant
au peptide ionisé radicalaire intact [(PPG),,+3H]*™ a m/z = 633.5, ce qui est cohérent avec
les études précédentes sur les seuils d'ionisation de peptides de taille et d'état de charge simi-
laires. Nous pouvons par exemple citer les peptides et leur seuil d'ionisation suivants : [Arg-8]-
Vasopressin (10.6 + 0.4 eV), Mélittine (12.2 = 0.7 eV), I'Insuline (13.3 + 0.4 eV) [106], et la
Substance P (11.1 + 0.6 eV) [153].

Comme nous pouvons le voir sur les spectres des figures 4.2.2 et 4.2.3 que nous venons
de présenter, les intensités relatives de toutes ces especes sont directement liées a I'énergie du
photon absorbé. Nous allons désormais caractériser plus en détails leur évolution en fonction de
I'énergie du photon. Par ailleurs, ces intensités dépendent également de I'état de charge de la
molécule cible. En effet, dans le cas du monomere doublement protoné, nous pouvons observer
sur la figure D.1 de I'annexe D que l'intensité relative des fragments est beaucoup plus faible
que pour le monomere triplement protoné. Cette différence peut s'expliquer par la présence du
proton supplémentaire pour ce dernier. Ce proton peut étre transféré vers un azote du squelette
et induire la cassure de la liaison peptidique. Ce processus de proton mobile a été observé en
CID pour des peptides protonés [135], et a permis d'expliquer I'effet proline [259-261].

Evolution des spectres de masse en fonction de I'énergie du photon absorbé

La figure 4.2.4a présente |'évolution de |'abondance du peptide ionisé intact, la somme des
fragments b; et y; et celle des autres fragments en fonction de I'énergie d'irradiation dans le
cas du peptide hydroxylé triplement protoné [(PHypG),,+3H]3*. Ces mémes évolutions sont
représentées dans le cas des énergies de photons X pour le peptide [(PPG);,+3H]** sur la
figure 4.2.4b. Les abondances relatives sont déterminées en calculant I'aire sous le pic d'intérét
et en les corrigeant par |'efficacité de détection. Ensuite, dans le cas des rayons-X, les différentes
abondances obtenues pour une énergie donnée sont normalisées par la somme des produits de
la photo-absorption. Cette normalisation permet ainsi de s'affranchir des fluctuations survenant
entre les différentes énergies, mais n'est possible que parce que les espéces ioniques détectées
sont identiques sur toute la gamme d'énergie de rayons-X étudiée. Comme cette condition n’est
pas respectée pour la gamme d'énergie des photons VUV, cette normalisation n'a pas pu étre
réalisée. Les abondances relatives ont alors été obtenues par normalisation a |'aire de la perte
de I'ion parent, qui est proportionnelle au nombre d'ions ayant absorbé un photon.
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4.2 Etude de peptides modeéles de la triple hélice du collagéne sous irradiation

Comme nous I'avons expliqué dans la partie expérimentale, les énergies de photons utilisées
pour nos expériences sont comprises dans la gamme [14 - 531.5] eV mais les deux lignes de
faisceaux utilisées ne permettent pas de recouvrement entre les énergies. Ceci explique I'écart
entre les gammes sondées par irradiation VUV ([14 - 32] eV) et X ([100 - 531.5] eV).
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Figure 4.2.4 : Abondances relatives des différentes voies de relaxation du peptide [(PHypG);o+3HP*
(a) en fonction de I'énergie du photon absorbé pour des énergies VUV allant de 14 a 32 eV, et pour
le peptide [(PPG);o+3H[** (b) pour des énergies de photons X allant de 100 a 531.5 €V.

Nous pouvons directement remarquer que pour les basses énergies d'irradiation, |'ionisation
non-dissociative augmente jusqu'a atteindre un maximum, autour de 20 €V, avant de diminuer
progressivement jusqu'aux plus hautes énergies. Cet aspect a déja été observé pour de I'ionisa-
tion photo-induite sur des gammes d'énergie plus restreintes pour des molécules neutres [262],
ainsi que pour la Substance P simplement protonée [153], mais également pour des peptides
multi-protonés dans le cas de l'ionisation par impact d'électrons [108].

Sur cette méme gamme d'énergie, 14 - 20 eV, la fragmentation, qui était majoritaire a
14 eV, décroit jusqu'a atteindre son minimum vers 20 €V. Cette fragmentation est dominée
par la rupture des liaisons peptidiques entrainant la création des séries de fragments b;’n et
y;,- Le fait d’observer des tendances inverses pour les processus de fragmentation et d'ioni-
sation indique que dans cette gamme d'énergie, la fragmentation du peptide n'est pas liée a
sa photo-ionisation. Nous proposons que le peptide subit une photo-excitation dans de hauts
états électroniques, suivie par une conversion interne dans I'état fondamental, puis une redis-
tribution de I'énergie interne dans les degrés de libertés vibrationnels intra-moléculaires. Cette
fragmentation par photo-excitation est également observée dans le cas de molécules organiques
de différentes tailles pour la méme gamme d’énergie de photons absorbés [263]. Le fait d'obser-
ver conjointement les processus de photo-excitation et de photo-ionisation dans cette gamme
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d'énergie signifie qu'un photon unique peut étre absorbé par des électrons de plusieurs orbitales
de valence d'une méme molécule. Ces observations ont également été faites lors d'études sur
I'’émission d'électrons apres photo-absorption par des acides aminés de Glycine, Proline et de
Méthionine [253], ainsi que par différents dipeptides cycliques [264].

Au dela de 20 eV, le processus d'ionisation non-dissociative commence a décroitre au
profit de la fragmentation, ce qui peut s'expliquer par I'augmentation de |'énergie d'excitation
déposée a l'intérieur du peptide apres ionisation. La fragmentation devient alors majoritaire
pour les énergies de photons X. Contrairement aux plus basses énergies, aprés absorption d'un
tel photon les séries de fragments b? et yI ne sont plus majoritaires. En effet, en observant
les spectres de masse présentés sur la figure 4.2.3 et obtenus apreés irradiation par faisceaux
de photons X, il apparait que ceux-ci sont dominés par la fragmentation interne du peptide,
pour des rapports masse sur charge inférieurs a 250. Ces derniers sont produits par rupture de
plusieurs liaisons du squelette peptidique apres absorption du photon X. Ceci est cohérent avec
le fait que le photon dépose une grande quantité d’'énergie dans le peptide.

Comme nous |'avions mentionné dans le chapitre 2, les photons X peuvent cibler précisément
un électron des couches internes 1s de certains atomes, et mener a leur excitation dans une
orbitale moléculaire ou a leur éjection dans le continuum. Dans les deux cas ces processus sont
suivis par I'émission d'un électron Auger lors du réarrangement électronique. Par exemple dans
le cas de |'atome de carbone, I'excitation de I'électron 1s se produit pour une énergie de photon
de 288 eV, et son éjection, pour 300 eV.

Dans notre cas, nous constatons une évolution significative entre 200 et 288 €V. L'ioni-
sation non-dissociative subit une franche diminution, et a l'inverse, la fragmentation interne
augmente. Ceci pourrait étre d{i a la transition entre I'ionisation en couche de valence profonde
et |'excitation d'un électron 1s d’'un carbone. Le réarrangement électronique qui s’ensuit indui-
rait alors un plus grand dépét d'énergie dans le systéme par redistribution de I'énergie dans les
modes de vibration, augmentant ainsi la fragmentation interne.

A. Milosavljevic et co. ont montré que dans le cas de protéines protonées en phase gazeuse,
une transition progressive entre les processus d'excitation et d'ionisation est observable apres
absorption d'un photon X par un électron 1s d'un atome de carbone entre 294 et 296 eV [163].
Dans notre cas, I'espacement en énergie des différentes irradiations que nous avons réalisées
ne permet pas d'observer une telle transition, cependant nous constatons une variation des
abondances relativement rapide entre 288 €V et 300 eV. Nous pouvons remarquer que la simple
ionisation non-dissociative du peptide diminue en augmentant |'énergie, alors que I'abondance
des fragments internes augmente et que celle des fragments peptidiques b et y reste constante.
La baisse de I'abondance de la simple ionisation peut correspondre a |'apparition de la double
ionisation par photo-ionisation suivie de I'émission d'un électron Auger, mais le fait de ne pas
observer le peptide intact doublement ionisé suggere qu'il se dissocie directement aprés sa
double-ionisation, ce qui pourrait expliquer I'augmentation des fragments internes.

Concernant le peptide hydroxylé, I'ionisation non-dissociative est également accompagnée
des mémes adduits que ceux observés sur le spectre de masse obtenu en sortie de source sur
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4.2 Etude de peptides modeéles de la triple hélice du collagéne sous irradiation

la figure 4.2.1 : la substitution d'un proton par un ion Nat ou K*. La figure 4.2.5 présente
une comparaison entre l'ion parent [(PHypG),,+3H]3>* avant irradiation et le peptide ionisé
intact [(PHypG)o+3H]**". Nous pouvons directement observer que sur la totalité de la gamme
d'énergie étudiée, |'intensité relative de ces complexes est similaire avant et aprés absorption
d'un photon. Ceci signifie que la photo-ionisation n'induit pas la dissociation systématique de
ces complexes non-covalents, et donc que les ions Na* et Kt sont liés avec le peptide par une
énergie similaire a celle d’'un proton.
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rrrr [Tt
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m/z (Da)

Figure 4.2.5 : Comparaison entre le peptide parent [(PHypG),,+3H]** (en noir) et le peptide ionisé
radicalaire intact [(PHypG),,+3H]*** (en rouge) aprés absorption d’un unique photon de 14, 22, 32 et
288 eV. La perte de H,0, ainsi que les substitutions d’un proton par un ion Na™ et K* sont indiquées.

De plus, la photo-absorption fait apparaitre un pic a m/z = 668.9, attribué a la perte
d'une molécule neutre d'H,O apres ionisation du peptide. Il est important de noter ici que
cette perte de molécule d'eau n'est quasiment pas observée pour le peptide (PPG),, non
hydroxylé, et elle constitue I'unique différence entre les deux peptides. Cette perte a déja été
constatée lors d'études antérieures de I'équipe, dans le cas d'un peptide formé d'un séquence
du collagéne de type |, entre autres pertes de molécules neutres provenant des chaines latérales
des acides aminés [159]. A l'inverse des prolines, les hydroxyprolines possedent un groupe OH
sur leur chaine latérale, probablement a I'origine de cette molécule d’eau. De méme que pour
les adduits, il est également intéressant de remarquer que |I'énergie du photon absorbé n'influe
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pas sur cette perte, qui représente prés de 50% de I'intensité du peptide ionisé intact. De plus,
le fait de ne pas |'observer pour le peptide parent non irradié est cohérent avec un processus
se produisant apres ionisation et qui se traduit par le réarrangement électronique, notamment
de I'électron célibataire, entrainant la perte d'une molécule d'eau.

4.2.1.2 Irradiation par un faisceau d’ions C**

Apres irradiation de ces monomeres par des photons, nous allons désormais nous intéresser
au cas des ions. Nous pouvons tout d'abord mentionner que les résultats sont présentés uni-
quement pour le peptide (PHypG),, car comme pour le cas des photons, ceux obtenus avec le
peptide non hydroxylé sont quasiment équivalents.

Sur la figure 4.2.6 nous pouvons alors directement comparer les spectres de masse du
monomeére triplement protoné du peptide (PHypG),, obtenus aprés irradiation respectives de
photons X a 150 €V, et d'ions C** a 0.98 MeV /u. La premiére constatation que nous pouvons
faire concerne la grande similitude entre les deux spectres. Dans les deux cas, les principales
contributions sont le peptide [(PHypG),,+3H]*" (m/z = 673.5), produit par I'ionisation non-
dissociative du peptide parent, ainsi que les mémes fragments du squelette peptidique. Par
conséquent, malgré la différence fondamentale entre les deux projectiles, les conséquences de
I'irradiation semblent similaires.

Concernant la photo-absorption a 150 €V, cette énergie est inférieure a celle une transition
d'un électron d'une couche 1s d'un atome vers un état excité. Le photon est alors absorbé par
un électron d'une orbitale de valence profonde, un ou plusieurs électrons sont éjectés et |'énergie
résiduelle est redistribuée dans les modes de vibration du peptide et mene a sa fragmentation.
Par ailleurs, L. Tribedi et co. ont montré lors d'une étude de collisions entre des ions C6+
a 3.5 MeV/u et des molécules d'Uracile, qu'a cette énergie les ions projectiles interagissent
avec les électrons des orbitales de valence externes [202]. Nous pouvons alors supposer que
le méme type d'interaction survient dans notre cas avec les ions C**. Cet aspect est appuyé
par la similarité des deux spectres présentés sur la figure 4.2.6. Les photons comme les ions
interagissent avec les électrons des peptides, en éjectent au moins un, et déposent de |'énergie
interne vibrationnelle dans le systéme.

La fragmentation qui s'ensuit est aussi abondante pour les deux projectiles, nous pouvons
donc en déduire que le dépot d'énergie vibrationnelle dans le peptide dans le cas des ions
C** est équivalent au cas de I'absorption d'un unique photon X de 150 eV, et ce malgré les
interactions a longue distance survenant entre les ions et les peptides. En effet, comme les ions
interagissent avec les peptides sur une gamme de parameétres d'impact, lorsque ceux-ci sont
grands les électrons des orbitales de valence externes peuvent étre éjectés lors d'une ionisation
relativement douce, et nous aurions pu nous attendre a ce que |'énergie déposée dans le systeme
soit faible en comparaison avec I'absorption d'un photon X.

Par ailleurs, une différence est directement observable entre les deux spectres de masse. Un
pic situé a m/z = 1346.4 et correspondant au peptide doublement protoné [(PHypG),,+2H]**
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Figure 4.2.6 : Comparaison des spectres de masse du monomeére [(PHypG);o+3HP* aprés irradia-
tion par des photons X de 150 eV et des ions C** 4 0.98 MeV/u. L'absence de fragments de m/z
inférieurs a 140 dans le spectre du bas est due a la tension Vpp du piége, trop élevée pour piéger ces

ions.

est uniquement visible apres irradiation par des ions. Nous attribuons cette contribution a un
détachement de proton non dissociatif du peptide parent. A notre connaissance, ce phénomene
n'a jamais été observé apres photo-absorption, mais I'a été uniquement aprés collisions entre
des ions Xe®* et la protéine Cytochrome C multi-protonée [184]. Lors de leur étude, S. Martin
et co. ont mis en évidence que la probabilité de détacher un proton augmente avec I'état de
charge initial du peptide, ce qui est cohérent avec nos résultats puisque lors de I'irradiation
par des ions C** du monomeére doublement protoné, nous n'avons pas observé ce processus de
détachement de proton (cf. figure D.2 de 'annexe D).

Le monomeére [(PHypG),,+2H]?* pourrait également étre obtenu apres un transfert d'élec-
tron provenant du projectile, comme observé lors du processus d'ETD. Mais I'électron capturé
provient alors d'un anion et I'interaction se fait a trés basse énergie (quelques €V). Dans notre
cas, l'ion projectile C*+ est chargé positivement et posséde une énergie cinétique telle que la
section efficace de capture est trés basse devant celle d’ionisation de la cible, rendant tres peu
probable le transfert d'un de ses électrons.

Il est alors intéressant de considérer certaines propriétés thermochimiques pour expliquer ce
processus de détachement de proton, et notamment I'acidité du systéme en phase gazeuse [265].
Celle-ci correspond a la différence d'énergie libre de Gibbs entre les produits et les réactants
de la dissociation d'un systéme de type [M+nH]"* en [M+(n-1)H](™Y++H* en phase gazeuse.
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Des études ont en effet démontré que I'acidité de peptides a 300 K augmente avec le nombre
de protons du systeme. De plus, en phase gazeuse, les valeurs typiques de ces acidités sont
comprises entre 8 et 11 eV [266,267]. Comme les énergies d'ionisation des peptides de la taille
du (PPG);, sont situées dans le méme ordre de grandeur, voir légérement plus hautes [106],
cela confirme une possible compétition entre l'ionisation et le détachement de proton. Nous
reparlerons plus loin de ce processus.

4.2.2 Modeles de la triple hélice

Ces études préliminaires sur les monomeres des peptides modeéles de la triple hélice du
collagene nous ont permis d'explorer les propriétés fondamentales des sous unités de cette
triple hélice sous irradiation. La seconde étape de notre démarche est donc de réaliser ces
mémes expériences pour cette structure hélicoidale particuliere.

4.2.2.1 Photo-absorption VUV et RX

Nous avons réalisé nos expériences d'irradiation sur la méme gamme d'énergie que pour le
monomere : [14 - 531.5] eV. Les résultats présentés concernent cette fois ci le peptide (PPG)y,.
L'influence des hydroxyprolines sur la réponse du trimere sous irradiation sera étudiée par la

suite.

Description des spectres de masses

La figure 4.2.7 présente les spectres de masse du trimére du peptide [((PPG))5+7H]""
aprés irradiation par des faisceaux de photons de 14, 30, 150, 288 et 531.5 eV. D’aprés nos
études de mobilité ionique (cf. chapitre 3), la structure en phase gazeuse de ce systéme a cet
état de charge est une triple hélice. Sur ces spectres, les contributions majeures observées sont
identiques a celles du peptide isolé, avec tout d'abord le processus d'ionisation non-dissociatif
amenant a la triple hélice radicalaire ionisée [((PPG),4)5+7H]®"", mais également les fragments
b;n et y;n produits par rupture de liaisons peptidiques, et les fragments internes. Ces fragments
sont identiques a ceux du peptide isolé. Nous pouvons cependant observer de nouveaux pics,
attribués aux monomeres, et pour des états de charges de 2 a 4+, provenant de la dissociation
de la triple hélice. Cette observation est cohérente avec I'état de charge initial de I'hélice. Si
on suppose que les charges sont uniformément réparties sur le peptide, une triple hélice 7+ est
donc composée de deux monomeres 2+ et d'un 3+. Le monomere 4+ n'apparait quant a lui
de maniére intense qu'aprés absorption d'un photon X, ce qui confirme que la dissociation a
lieu apres ionisation pour les hautes énergies d'irradiation, comme nous le verrons par la suite.

Les autres contributions observées pour les énergies des rayons-X proviennent de la frag-
mentation intra-moléculaire. Les spectres de masse sont de nouveau dominés par les séries de
fragments b;n et y;rn. Les fragments internes de rapport m/z < 250 sont également présents.
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Figure 4.2.7 : Spectres de masse de la triple hélice [((PPG);)s+7H]"* obtenus aprés absorption
d’un photon de 14, 30, 150, 288 et 531.5 €V. Le peptide ionisé radicalaire intact [((PPG);0)s+7H[P**
est indiqué en rouge, les monomeéres en bleu et les fragments en vert.

Des différences sont tout de méme notables avec les spectres de masses obtenus pour
le peptide isolé. En effet, méme si les fragments observés sont identiques, la fragmentation
est plus faible pour le trimére de maniere générale. En comparaison avec le peptide isolé, les
intensités relatives des fragments de petite masse du trimere sont plus faibles, et celles des
fragments lourds sont plus élevées. Ces observations sont cohérentes avec I'augmentation de
la taille du systeme, et avec les nombreuses liaisons hydrogenes entre les trois monomeres
qui le composent. Ceci implique également que la fragmentation a haute énergie est induite
apres ionisation par redistribution de I'énergie interne dans les degrés de liberté vibrationnels
du systéme. En effet, ceux-ci sont plus nombreux lorsque le nombre d'atomes augmente, la
quantité d'énergie transférée par degré de liberté sera donc plus petite. De méme, une partie
de cette énergie est utilisée pour rompre les liaison hydrogenes.

Pour les énergies de rayons-X, nous pouvons nous attendre a observer le processus de
double ionisation par émission d'un électron Auger. En effet, ce processus a été observé pour
des systémes de taille similaire, comme I'Ubiquitine [171]. Cependant, suite a la basse résolution
en masse, il n'est pas possible de distinguer le pic correspondant au peptide [((PPG),q);+7H]°*,
car il posséde quasiment le méme rapport masse sur charge que le monomere [(PPG),,+3H]3*.
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Or, nous n'observons pas de différence flagrante sur I'abondance de ce monomere lorsque
I'énergie d'irradiation augmente. Cela pourrait signifier que le peptide doublement ionisé ne
survit pas de maniére intact a cette double ionisation. Son abondance serait donc négligeable
devant celle du monomeére triplement chargé. Ce processus de double ionisation a tout de méme
été observé avec une trés faible abondance pour la triple hélice [((PPG),q);+6H]%*, comme
nous le verrons par la suite.

Evolution des spectres de masse en fonction de I'énergie du photon absorbé

Afin de mieux caractériser les différentes voies de relaxation de la triple hélice, la figure
4.2.8 présente leurs évolutions en fonction de I'énergie du photon absorbé. Comme nous |'avons
mentionné lors de I'étude du peptide isolé, les abondances obtenues par irradiations VUV sont
normalisées par la perte de I'ion parent, celles obtenues avec les rayons-X le sont par la somme
des produits de I'irradiation.
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Figure 4.2.8 : Abondance relative des différentes voies de relaxation du [((PPG)yy)3+7H]’* en
fonction de I'énergie du photon absorbé pour des énergies VUV en (a) et X en (b). Le peptide ionisé
radicalaire intact [((PPG);9)3+7H[?** est présenté en rouge, la fragmentation inter-moléculaire est en
bleu, et 'intra-moléculaire en vert.

Pour les énergies VUV, le spectre est dominé par l'ionisation non-dissociative du peptide,
qui augmente fortement dés 14 €V et atteint son maximum pour une énergie de photon de
20 eV. Il n'est pas surprenant d'observer ce processus car des études ont montré pour d’'autres
protéines de taille similaire, tels le Cytochrome C et I'Ubiquitine, que leur seuil d'ionisation
est inférieur a 14 €V [268]. Sur cette méme gamme, les fragments inter- et intra-moléculaires
baissent en abondance. Ces tendances opposées ont déja été observées pour le peptide isolé
(figure 4.2.4a), et nous les avons expliquées par le fait que les fragments sont produits par
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la photo-excitation du systeme, sans ionisation, apres conversion de |'énergie du photon en
énergie interne vibrationnelle. Lorsque l'ionisation se produit, elle ne ménerait donc pas a de la
fragmentation.

Pour des énergies supérieures a 22 eV, lorsque la photo-ionisation du systeme diminue,
I'abondance relative des monoméres commence a augmenter a partir de 24 eV. La fragmenta-
tion intra-moléculaire est quant a elle quasiment nulle entre 20 et 30 €V, avant de devenir la
contribution majoritaire pour les énergies de rayons-X. Le fait de ne pas observer cette frag-
mentation dans cette gamme d'énergie est une différence notable avec les observations réalisées
lors de I'irradiation des peptides isolés. Ceci peut s'expliquer par la plus grande taille du sys-
téme et par I'effet de sa complexation. L'augmentation de I'abondance des monomeéres a plus
basse énergie que les fragments peut étre expliquée par I'augmentation du dépot de |'énergie
interne lorsque I'énergie du photon augmente. Et si |'énergie interne vibrationnelle est suffisante
apres dissociation de |'hélice, les monomeres fragmentent a leur tour. Nous pouvons de plus
mentionner que nous n'observons ni la présence de diméres, ni des pics pouvant étre attribués
a des fragments peptidiques d'un premier monomeére liés a un second intact. Pourtant dans le
cas du dimeére de Leucine-Enképhaline sous irradiation par photons VUV, des monomeres ont
été observés liés a des chalnes latérales d'acides aminés du second monomeére, voire méme avec
ses fragments peptidiques [155, 269].

L'absorption d'un photon X d'une énergie de 288 €V correspond a I'excitation d'un électron
1s d'un carbone vers une orbitale 7*. Cette transition devrait alors étre suivie d'une désexcitation
Auger [270], menant majoritairement a la simple mais aussi a la double ionisation, et laissant
alors le systeme avec une énergie interne de I'ordre de 20 €V [175]. Cette énergie résiduelle
est finalement déposée et distribuée parmi les degrés de liberté du systeme, et mene a la
fragmentation, comme dans le cas de la photo-absorption VUV. De plus, S. Zagorodskikh et
co. ont montré que la double ionisation de |'acetaldehyde apres photo-absorption a 40.8 et
95 eV (couche profonde de valence) est due a I'émission simultanée de deux électrons [271],
donc sans effet Auger. Si nous supposons que le méme effet se produit a 150 eV pour les
peptides modéles du collagéne, et comme nous observons les mémes pics pour 150 et 288 eV,
nous pouvons en déduire que la désexcitation Auger ne joue pas un role primordial dans les
processus induits par photo-absorption.

Cependant, pour mettre en avant |'apparition de ce processus de double ionisation, nous
avons irradié la triple hélice de (PPG),, chargée 6 fois pour des énergies de 288 a 300 eV, par pas
de 1.5 eV, car la double ionisation produit la triple hélice 8+, qui possede un rapport masse sur
charge non ambigiie. Les spectres de masse contiennent des pics attribués aux mémes espéces
que pour le trimére [((PPG),4)5+7H]"*. Les abondances relatives ainsi obtenues sont tracées en
fonction de I'énergie du photon sur la figure 4.2.9. Il est a noter que le monomere doublement
chargé n'est pas présent car il possede le méme rapport m/z que I'ion parent et ne peux donc
pas étre détecté. Par conséquent, la perte s'en trouve trés légérement sous-estimée. La premiere
observation que nous pouvons faire concerne la fragmentation intra-moléculaire, qui représente
la contribution principale et reste constante en fonction de I'énergie. Les deux monomeres
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4 Irradiation d’'un modéle de la triple hélice du collagéne

restent globalement constants également. Par contre, nous constatons des évolutions contraires
des abondances des ionisations simple et double non-dissociatives. Alors que I'abondance de la
simple diminue progressivement sur la gamme [288 - 300] €V, la double est constante de 288 a
294 eV, augmente nettement de 294 a 297 eV, et reste constante ensuite. Cette évolution est
la méme que celle observée par A. Milosavljevic et co. dans le cas du Cytochrome C 8+ [163].
Le fait de ne pas observer d'augmentation de la fragmentation indique que la double ionisation
n'induit pas ce processus, et donc que I'énergie déposée est bien inférieure au cas de la simple
ionisation dans cette gamme d'énergie de photon.
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Figure 4.2.9 : Abondances relatives des différentes voies de dissociations du trimére 6+ du peptide
(PPG),, pour des énergies de photon absorbé comprise entre 288 et 300 eV, aprés normalisation par
la somme des espéces produites.

Effet de I'hydroxylation des prolines sur la structure en triple hélice

Contrairement au cas du peptide isolé, nous allons voir ici que I'influence de I'hydroxylation
des prolines sur les voies de dissociation de la triple hélice est majeure.

La figure 4.2.10a est un spectre de masse obtenu aprées absorption d’'un photon de 20 eV
par la triple hélice [((PHypG),4)5+7H]"". Nous pouvons alors observer qu'a cette énergie, le
spectre est dominé par l'ionisation non-dissociative, de la méme maniére que pour le cas de la
triple hélice [((PPG),0)3+7H]"". Les mémes états de charges des monomeéres sont présents, de
2 3 44, cependant une nouvelle contribution qui n'était pas observée pour le peptide (PPG),,
apparait et est attribuée au dimere 5+. Son état de charge est cohérent avec celui du peptide
parent, initialement composé de deux monomeres 2+ et d'un 3+-.
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Figure 4.2.10 : (a) : spectre de masse obtenu aprés irradiation du [((PHypG);0)s+7H]"* par des
photons de 20 eV. Les espéces produites respectent le méme code couleur que pour la figure de droite.
(b) : abondance relative en fonction de I'énergie du photon absorbé pour la triple hélice ionisée intacte
en rouge, le dimére 5+ en vert, et pour les trois états de charges observés pour les monoméres : 4+
en orange, 3+ en rose et 2+ en bleu.

L'évolution des abondances relatives de toutes ces espéeces sont représentées en fonction
de I"énergie du photon absorbé sur la figure 4.2.10b. Nous pouvons alors remarquer la méme
augmentation du processus d'ionisation sur la gamme [14 - 20| eV que pour le cas du peptide
(PPG),,. Cela signifie que I'hydroxylation des prolines joue un réle négligeable sur ce processus
pour la structure en triple hélice. Au dela de 20 eV, I'ionisation non-dissociative est relativement
constante. Concernant les monomeres possédant les plus hauts états de charges (3 et 4+),
leurs abondance relative suivent la méme tendance que celle de I'ionisation sur toute la gamme
d'énergie. Ceci indique que ces monomeres proviennent d'un processus de fragmentation inter-
moléculaire induit par |'énergie interne résiduelle du systéme aprées sa photo-ionisation.

A 14 eV, le dimeére 5+ et le monomeére 2+ ont quant a eux une abondance similaire. Ceci est
cohérent avec la dissociation du trimere 7+ suite a sa photo-excitation sans ionisation. Lorsque
I'énergie du photon absorbé augmente, I'abondance relative du dimére diminue rapidement,
alors que celle du monomere baisse de maniére beaucoup plus douce. Ceci peut s'expliquer
par une transition progressive du processus de photo-excitation vers celui de photo-ionisation.
Ce dernier entraine ainsi la dissociation de la triple hélice en trois monomeres uniquement.
Par ailleurs, lors de I'ionisation de la triple hélice, il est plus probable que I'électron soit émis
d'un monomere 2+ que d'un 3+. En effet, la triple hélice est composée de deux monomeéres
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doublement protonés, contre un unique 3+, et I'énergie d'ionisation du monomere 2+ est plus
faible. Ainsi, aprés ionisation et dissociation du systéme, le monomére 3+ est observé de maniere
plus abondante que le 2+.

De plus, nous n'observons pas de fragmentation intra-moléculaire pour cette gamme d'éner-
gie, ce qui constitue une différence majeure avec le peptide (PPG),,. Cette caractéristique, ainsi
que la présence de dimeres aprés photo-excitation pour les basses énergies d'irradiation, est une
indication de la stabilisation de la structure en triple hélice par |'hydroxylation des prolines. En
effet, nous avons vu que dans la littérature, des études de la stabilité de ces deux peptides
en phase condensée proposent que les effets stéréoélectroniques induits par I'hydroxylation des
prolines augmentent la stabilité de la triple hélice. Nos observations sur les triple hélices isolées
sont donc cohérentes avec cette hypothese, ainsi qu'avec nos mesures précédentes menées au
laboratoire ILM (cf. chapitre 3).

4.2.2.2 Irradiation par un faisceau d’ions C**

Nous allons désormais nous intéresser a l'irradiation de la triple hélice par des ions. La
figure 4.2.11 présente une comparaison des spectres de masse du trimere [((PPG),q);+7H]"™
obtenus aprés irradiation par photons X de 288 eV et par des ions C**. En comparaison avec
les spectres obtenus pour le monomere, présentés précédemment, nous pouvons remarquer que
les mémes processus contribuent au spectre de masse, a savoir l'ionisation non-dissociative
et la fragmentation peptidique. Cependant, comme nous venons de le voir dans le cas de la
photo-absorption du trimére, des pics attribués aux états de charges 2, 3 et 44+ des monomeéres
sont également présents. Comme précédemment, ils sont dus a la dissociation de la triple
hélice, majoritairement composée de monomeéres 2+ et 3+. La présence du monomere 4+
confirme alors I'ionisation d’'un monomeére 3+ de la triple hélice, suivie par la dissociation de
cette derniére.

La fragmentation observée sur les spectres de masses de la figure 4.2.11 est similaire,
comme c'était également le cas pour les irradiations de monoméres. Cependant, la grande
différence entre les irradiations par photons et ions réside dans les pics de monomeéres. En effet
la dissociation de la triple hélice est beaucoup plus importante dans le cas des photons, puisque
les monomeres sont aussi intenses que les fragments alors qu'ils possedent une abondance
beaucoup plus faible aprés irradiation par des ions.

A l'inverse, il est intéressant de constater que contrairement aux photons, dans le cas des
ions C** le pic correspondant au monomére doublement protoné est plus intense que celui du
monomeére 3+, en prenant en compte la différence d'efficacité de détection. Ceci peut étre dii au
processus de détachement de proton non dissociatif, qui produit le trimere [((PPG);,)5+6H]%",
possedant le méme rapport masse sur charge que le monomere doublement protoné. Nous
pouvons tout de méme mentionner que ce processus de détachement de proton a été observé
de maniere non ambigué pour d'autres états de charges de la triple hélice, comme par exemple
dans le cas de I'irradiation de la triple hélice [((PPG);,)5+6H]%". Nous avons également pu
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Figure 4.2.11 : Comparaison entre les spectres de masse du peptide modéle de la triple hélice du
collagéne [((PPG);p);+7H]"" irradiés par des ions C** et des rayons-X de 288 eV.

constater que ce détachement de proton non dissociatif est moins probable pour les trimeres
5 et 6+ que pour les monoméres triplements protonés (cf. figure D.3 de I'annexe D), ce qui
sembe étre en contradiction avec un processus dépendant uniquement du nombre de protons du
systéme, comme |'ont énoncé S. Martin et co. [184]. Cependant, une autre explication a cette
observation pourrait étre que ce détachement de proton induit la dissociation de la triple hélice
en monomeres. Ceci impliquerait alors que ce processus transféere de I'énergie vibrationnelle au

systeme.

Ces résultats confirment les observations faites lors de nos expériences de mobilité ionique,
mais également celles de la littérature : le modele de la triple hélice du collagéne possede
une structure dont la stabilité est accrue par I'hydroxylation de ses prolines. Pour poursuivre
notre étude, nous avons étudié |'effet de complexation de ces triple hélices lors de I'irradiation
de I'hexamére, assemblage de deux triple hélices présenté lors du chapitre 3. Ce dimere de
triples hélices peut étre vu comme un modele de la premiere étape de la formation de la fibre
de collagéne, et la comparaison de sa réponse sous irradiation avec celle de la triple hélice
permettra d’étudier 'influence de la taille du systéeme lorsqu'il est soumis a des rayonnements

jonisants.
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4.2.3 Dimeres de modeles de la triple hélice

Pour ces expériences, les hexameéres neuf fois protonés des deux peptides (PPG), et
(PHypG),, ont été irradiés par des rayons-X. Comme nous |'avons vu lors du chapitre 3, ces
agrégats sont composés d'un trimere 5+ et d'un 4+, contenant respectivement les distributions
de monomeéres (2,2,1)4+ et (2,1,1)+.

La figure 4.2.12 présente les spectres de masse de I'hexamere neuf fois protonés du peptide
(PPG);, apres absorption d'un photon de 100, 150 et 288 €V. Les mémes fragments du squelette
peptidique que pour les systémes précédents peuvent étre observés. Un pic a I'attribution plus
ambigué est également présent. |l est situé a m/z = 1519 et peut donc correspondre a plusieurs
especes. Il n'est effectivement pas possible de discerner I'hexamére ionisé intact H0* et le
trimére T°* provenant de sa dissociation en deux triples hélices. Il en est de méme pour le
monomére doublement protoné et la triple hélice Té+. Cependant, en comparaison avec ce que
nous avons observé lors de l'irradiation des trimeres (cf. figure 4.2.7) nous pouvons constater
ici que la fragmentation du peptide est réduite. Cet aspect peut directement étre lié a |'effet
de complexation du systéme, qui permet alors de répartir I'énergie déposée par le photon selon
deux fois plus de modes de vibration que dans le cas de la triple hélice.
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Figure 4.2.12 : Spectres de masse de I'hexamére 9+ du peptide (PPG);, aprés absorption d'un
photon X de 100, 150 et 288 €eV. Le pic attribué a I'hexamére ionisé intact est noté en jaune, ceux
des triméres en rouges, les monoméres en bleu, et la fragmentation intra-moléculaire en vert.

Cette fragmentation n’est pas majoritaire pour une énergie de 100 eV, mais devient plus
présente apres |'absorption d'un photon de 288 €V, comme c'était également le cas pour I'ir-
radiation de la triple hélice. Sur toute la gamme d’énergie explorée, le monomeére 3+ semble
avoir une abondance en baisse, ce qui cohérent avec |'augmentation de la fragmentation avec
I'énergie déposée dans le systéeme. La contribution majoritaire du spectre de masse reste le
pic attribué au monomere 2+ et a la triple hélice 6+ provenant de la dissociation du dimere.
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Le pic attribué a l'ionisation non-dissociative et au trimere 5+ subit quand a lui une légére
baisse sur cette gamme d'énergie, ce qui est la encore sans doute dii a I'augmentation de la
fragmentation.
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Figure 4.2.13 : Spectres de masse de I'hexamére 9+ du peptide de (PHypG);, aprés irradiation
par rayons-X de 100, 200, 288, 401.5 et 531 eV. Les notations sont identiques a celles de la figure
4.2.12.

Nous avons ensuite voulu étudier I'effet de I'hydroxylation des prolines sur ces hexameéres en
irradiant ces derniers par des photons de 100, 200, 288, 401.5 et 531 €V, comme nous pouvons
I'observer sur la figure 4.2.13. Au premier abord, les spectres ainsi obtenus sont similaires a ceux
présentés pour le (PPG),,. Les fragmentations peptidiques et internes sont trés peu prononcées
vers 100 €V, mais augmente avec |'énergie des rayons-X. Les monomeéres et les pics attribués
aux triples hélices sont également observables sur toute la gamme d’énergie. Nous observons
cependant une baisse d'intensité franche du pic attribué a l'ionisation non-dissociative et au
trimére 5+. Par ailleurs pour presque toutes les énergies d'irradiation nous pouvons observer
I'hexamere 11+ (H!'*), c’est a dire I'hexamére 9+ ayant subit une double ionisation non-
dissociative. Entre 100 et 288 €V, I'abondance du H'!'* a tendance a diminuer alors que pour
300 eV, elle devient plus importante que celle de la simple ionisation. Nous pensons que deux
processus différents sont a I'origine de cette double ionisation. Le premier est a I'ceuvre a
100 et 200 eV : le photon est absorbé par un électron d'une orbitale de valence profonde,
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et le réarrangement électronique qui s'ensuit provoquerait I'émission d'un second électron. A
288 eV, dans la majorité des cas, le photon excite un électron 1s du carbone, et un électron
Auger est émis. La double ionisation est donc peu probable. Dans le cas de la photo-absorption
a 300 eV, cette énergie correspond a l'ionisation du peptide par éjection d'un électron 1s du
carbone dans le continuum, suivi par I'émission d'un électron Auger lors du réarrangement
électronique. Il est donc cohérent que cette transition entre |'excitation et |'éjection dans le
continuum de cet électron 1s soit caractérisée par la baisse de la simple ionisation entre 288 et
300 eV, au profit de la double.

En comparaison avec le peptide non hydroxylé, nous pouvons remarquer que le taux de
fragmentation est réduit. De plus, le pic correspondant & H1%+ ou T5* est beaucoup plus im-
portant dans le cas du peptide hydroxylé. Ces différences indiquent que les hydroxyprolines
stabilisent la structure de |I'hexamere, et il est donc nécessaire d'apporter plus d'énergie interne
au systéme pour le faire dissocier. Cette hypothese est également appuyée par la présence de
I'hexameére H'* pour le peptide hydroxylé. Contrairement au peptide non hydroxylé, I'"hexamére
du peptide (PHypG),, survit a cette double ionisation. Cette observation confirme également
la plus grande énergie de dissociation de |'hexameére en deux triples hélices en présence des
hydroxyprolines apres double ionisation. La plus grande stabilité du peptide hydroxylé est pro-
bablement due a des liaisons hydrogénes, créées entre les groupes -OH des hydroxyprolines des
deux triples hélices [217].

L'irradiation de ces hexameéres nous a alors permis d'étudier I'effet de la complexation du
systeme lors d'une photo-absorption X. Nous avons pu non seulement montrer que celle-ci
favorise la stabilisation du systéme moléculaire, mais également que les hydroxyprolines jouent
un réle important dans cette stabilité. Afin d'avoir une meilleur compréhension des différents
processus induits par les irradiations d'ions et de photons, nous allons nous intéresser a |'énergie
interne déposée lors de ces interactions.

4.2.4 Comparaison de I’énergie interne déposée apres irradiations par
photons X et C*+

Pour obtenir des informations supplémentaires sur les processus survenant apres irradiation
des peptides modeles du collagéne, pour les monomeéres et les triméres nous avons représenté
sur la figure 4.2.14 les abondances relatives de |'ionisation et du détachement de proton non-
dissociatifs, ainsi que celles des sommes respectives des fragments et des monomeres en fonction
de I'état de charge des peptides. Ces intensités relatives sont alors définies en proportion de la
globalité des produits de I'interaction :

I = i (4.2.1)
YA,

Ou A, représente I'intégrale de |'aire sous la courbe du pic i. Nous pouvons mentionner que

comme précédemment, ces calculs d"aires sont corrigés par |'efficacité de détection. Dans le cas
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des monoméres, comme les résultats obtenus pour les deux peptides (PPG);, et (PHypG);,
sont trés similaires, seuls ceux du peptide hydroxylé sont présentés.
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Figure 4.2.14 : (a) : abondances relative du monomére de (PHypG),, en fonction de I'état de
charge et aprés irradiation par des ions C** et absorption d'un photon de 150 eV. (b) : abondances
relative du trimére de (PPG);, pour différents états de charges apres irradiation par des ions C** et
absorption d’un photon de 288 eV.

Nous pouvons alors directement remarquer que la fragmentation intra-moléculaire est le
processus dominant apres irradiation, alors que l'ionisation non-dissociative a une abondance
plus faible, que ce soit dans le cas des photons, comme dans celui des ions. Ceci indique que
les deux types de particules transférent le méme ordre de grandeur d'énergie vibrationnelle au
systeme, proche de 20 €V en moyenne, comme nous |I'avons déja mentionné pour un photon
absorbé de 288 eV [175]. Dans le cas des photons, la quantité d'énergie transmise peut &tre
ajustée en modifiant leur énergie ou le nombre de photons absorbés. Pour une absorption de
photon de 150 eV, I'énergie déposée est donc plus faible, mais nous pouvons nous demander si
cette énergie transférée peut étre controlée dans le cas des ions.

Nous avons alors considéré les aspects théoriques du transfert d'énergie intervenant dans
des collisions ion-matiere. Pour un ion de charge z et d'énergie cinétique Ec, , de I'ordre du
MeV, le transfert d'énergie se fait par interaction entre cet ion et un électron du systéme.
Au premier ordre, d'un point de vue classique, cette interaction peut étre décrite comme un
transfert de moment directement dépendant du parameétre d'impact b. Ainsi, le paramétre
d'impact nécessaire pour qu'un électron possédant une énergie de liaison El_ soit éjecté peut
&tre obtenu par la relation suivante [106], avec b en A, Ec,,, en MeV/u et El_en eV :

(4.2.2)

Il est alors possible de déterminer ce parametre d'impact dans notre cas, pour des collisions
entre les ions C** et les peptides. Sur ces derniers, les électrons les moins liés possédent une
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4 Irradiation d’'un modéle de la triple hélice du collagéne

énergie de liaison proche de 10 eV [106], ce qui implique un facteur d'impact b, ~ 0.8 A.
[l est alors nécessaire de distinguer les collisions a courtes et longues distances, ou les ions
ciblent les électrons des orbitales de valences internes et externes, respectivement. En effet, il
a été montré que I'éjection d'un électron d'une orbitale externe méne a un plus faible dépot
d’'énergie vibrationnelle que lors de I'éjection d'un électron d'une orbitale interne [272]. Ainsi
nous pouvons nous attendre a ce que la quantité d'énergie transférée au peptide lors d'une
collision augmente lorsque le parametre d'impact diminue.

Dans le cas de nos expériences, tous les produits de l'irradiation des peptides contribuent
aux spectres de masse, mais nous pouvons tout de méme estimer la proportion de collisions
faites a courtes ou longues distances. Pour représenter cet aspect nous pouvons schématiser
simplement le systeme moléculaire par un disque qui correspond a la projection de la sphere
créée par toutes les orientations possible du peptide. Ainsi, si un ion C*t entre en collision
avec ce disque, il a une certaine probabilité d'interagir avec chacun des électrons du systéme,
indépendamment de la taille du disque. A l'inverse, si cet ion passe a tres longue distance du
disque il n'induira aucune ionisation. Mais dans le cas intermédiaire ou l'ion ne traverse pas
le disque mais passe autour, dans une couronne entourant ce disque avec un diameétre externe
de 3 A correspondant environ au rayon de l'orbitale HOMO d’'une molécule, des collisions
a longues distances interviennent, transférant une faible quantité d'énergie au peptide. En
premiere approximation, la surface de ce disque correspond a la section efficace de collision a
basse énergie du peptide avec des atomes d'He, que nous avons obtenus lors de nos expériences
de mobilité ionique présentées lors du chapitre 3. Pour rappel, cette section efficace avoisine les
1400 A2 pour le trimere du peptide (PPG),, protoné 7 fois, contre 425 A2 pour le monomere
doublement protoné. Le rapport entre |'aire de cette couronne et I'aire du disque est deux
fois plus petite dans le cas du trimere que dans celui celui du monomeére. Ceci signifie que les
collisions a longues distances sont moins probables pour la triple hélice que pour le monomere
replié sur lui méme. La fragmentation peptidique devrait alors jouer un rdle plus important que
I'ionisation dans le cas de la triple hélice.

Au premier abord, les résultats présentés sur la figure 4.2.14 ne semblent pas confirmer
cette tendance, car il apparait que les monomeres et les trimeres présentent les mémes taux de
fragmentation apres irradiation par des ions C**. Cependant, pour les rayons-X nous observons
un effet non négligeable de la complexation du systéme [273]. Pour les triméres, le dépét
d'énergie doit étre plus important (288 €V) pour induire un taux de fragmentation équivalent
au cas du monomere (150 V). Nous avons tout d'abord attribué cela a un effet de la taille du
systeme, qui permet la redistribution de |'énergie vibrationnelle transférée dans trois fois plus de
degrés de liberté, mais nous pouvons aussi considérer la dissipation de I'énergie par rupture de
liaisons H de la triple hélice. Puisque nos résultats semblent indiquer que les processus principaux
induits par l'irradiation des ions carbones et par la photo-absorption X sont équivalents, cette
augmentation de |'énergie déposée pour les trimeéres des peptides observée dans le cas des
photons, doit également étre présente pour les irradiations par des ions, ce qui est en accord
avec I'augmentation de la fragmentation due au dépliement de la structure.
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Pour vérifier que la quantité d'énergie vibrationnelle transférée par un ion a un systéme
moléculaire donné peut effectivement étre augmentée lors du dépliement de sa structure, des
expériences supplémentaires pourraient étre réalisées sur différents conformeres d'un méme
peptide, mais cela nécessiterait une sélection, par mobilité ionique par exemple, d'un conformere
avant l'irradiation. Une alternative serait le choix d'un systéme se dépliant significativement avec
I'état de charge.

4.3 Conclusion et perspectives

Lors de ce chapitre, nous avons pu caractériser les modeles de triple hélice du collagene sous
irradiation par des ions carbones a I'énergie du pic de Bragg, ainsi que par photo-absorption
VUV et X.

L'irradiation des monomeres nous a permis de mettre en avant le site de rupture préférentiel
de ces peptides, situé sur les liaisons Gly-Pro. Par ailleurs, mis a part la perte de molécules d'H,0O
et les substitutions de protons par des ions Na™ et KT, les hydroxyprolines n'influencent pas la
réponse du peptide isolé a ces irradiations, que ce soit avec les ions carbones, ou pour toutes
les énergies de photon utilisées. A partir de 14 €V, lorsque I'énergie du photon augmente il se
produit une transition entre les processus de photo-excitation du peptide et sa photo-ionisation.
Au dela de 20 €V, la photo-ionisation dépose une quantité d'énergie interne vibrationnelle qui
augmente avec |'énergie du photon. L'irradiation avec des ions carbones a I'énergie du pic de
Bragg mene aux mémes processus qu'apres absorption d'un photon X de 150 €V, mais un
processus spécifique aux ions existe : le détachement de proton non-dissociatif, qui n'a été
observé qu'une fois auparavant. Une maniére d'en savoir plus sur celui-ci serait de détecter le
proton détaché et de mesurer son énergie.

Lors de I'étude de la triple hélice, nous avons observé cette méme transition de la photo-
excitation a la photo-ionisation a partir de 14 €V. Au dela de 20 €V, lorsque |'énergie du photon
absorbé augmente, la structure en triple hélice est ionisée et se dissocie en ses trois monomeéres,
et ces derniers fragmentent lorsque |'énergie déposée devient suffisante. L'étude du trimére 6+
du peptide (PPG),, aprés absorption de photon d'énergie comprise entre 288 et 300 eV par un
électron de I'orbitale 1s d'un carbone nous a ensuite permis d'étudier le seuil d'apparition de la
double ionisation par effet Auger. Celle-ci reste malgré tout relativement faible en proportion
des autres voies de relaxation et n'induit pas d’augmentation de la fragmentation. Le spectre de
masse que nous avons obtenu aprés irradiation de la triple hélice par des ions est similaire a celui
obtenu pour des rayons-X de 288 eV. Cependant la dissociation du trimére en monomere est
beaucoup plus présente dans le cas des photons, ce qui pourrait signifier que I'irradiation par des
ions dépose une plus grande énergie dans le systeme et mene a sa fragmentation. Comme pour
I'irradiation des monomeres, le détachement de proton est également visible dans le cas des
trimeéres. L'abondance de ce processus y est cependant réduite, mais cette diminution pourrait
indiquer un dépot d'énergie dans le systéme important, menant a sa fragmentation. A |'inverse
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des observations faites lors de l'irradiation du monomere, nous avons constaté une différence
de la réponse a l'irradiation des photons VUV lorsque le peptide est hydroxylé. En effet, il
est possible de discerner des dimeéres, provenant de la dissociation de la triple hélice apres
sa photo-excitation. Ceux-ci étaient totalement absent des spectres obtenus pour le peptide
(PPG);, et confirment qu'il faut apporter plus d'énergie au systéme afin de le dissocier en ses
trois monomeres.

Nous avons alors poursuivi notre étude en caractérisant les hexameres sous irradiation de
photons X. Plusieurs aspects intéressants ont alors été relevés. Tout d'abord, pour le peptide
non hydroxylé, nous constatons que de maniere générale la fragmentation est diminuée en
comparaison avec la simple triple hélice. Ceci peut s'expliquer par un effet de complexation
du systeme, qui tend a le stabiliser. Dans le cas du peptide hydroxylé, cette fragmentation est
encore plus réduite, mais la différence majeure entre les deux peptides réside dans I'observation
de I'hexameére doublement ionisé. Ces deux faits vont dans le sens de la stabilisation du systeme
induite par la présence des hydroxyprolines. Cependant, contrairement au cas de la triple hélice,
celle-ci est sans doute induite par des liaisons hydrogenes entre les hydroxyprolines des deux
triples hélices présentes dans le dimere.

Cette étude a finalement permis de caractériser un peptide modele de la triple hélice du
collagéne en phase gazeuse, de son aspect le plus fondamental (la sous unité) au dimere de
triples hélices. Celui-ci constitue un modele de la premiere étape de la formation de la fibre
de collagene. |l serrait alors intéressant de poursuivre les recherches dans cette direction en
étudiant des agrégats de triples hélices plus gros. De plus, lors de notre étude, nous nous
sommes intéressé a une large gamme d’énergie de photons, mais uniquement a des ions d'énergie
similaire a celle utilisée lors de I'hadrontherapie. Nous pouvons alors nous demander comment
ces différents peptides peuvent réagir suite a l'irradiation d'ions de plus basse énergie, comme
par exemple celle que peuvent avoir les ions carbones d'un faisceau thérapeutique a la fin du
pic de Bragg, ou celle des ions secondaires créés sur la trajectoire de ce faisceau primaire. C'est
dans cette optique que le dispositif PIBALE a été développé au sein de notre laboratoire. Au
terme de son développement, celui-ci devrait permettre la détection en coincidence des produits
de I'interaction en faisceaux croisés entre des ions moléculaires en phase gazeuse et un faisceau
atomique monochargé ayant une énergie de |'ordre du keV.
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5 Développement du dispositif expérimental PIBALE

L'étude de I'interaction entre des molécules isolées en phase gazeuse et des ions atomiques
est un champ d’investigation qui a été exploré durant les dernieres années, afin de sonder les
propriétés physico-chimiques de ces molécules. L'isolation en phase gazeuse de ces dernieres
permet de s'affranchir des effets de solvants et d’environnement afin de se consacrer aux pro-
priétés intrinseques du systeme irradié. La plupart de ces expériences ont été réalisées sur des
molécules cibles neutres dans une configuration en faisceaux croisés, avec une spectrométrie
de masse par temps de vol des produits de I'interaction [193-196, 199, 203, 274]. De telles ex-
périences permettent |'utilisation de mesures en coincidences pour obtenir, entre autres, |'état
de charge de la molécule avant sa fragmentation, mais également la détection des électrons
émis [190, 275], celle de la charge des fragments [185,276], et de la charge finale de I'ion pro-
jectile [177,191,192]. Cependant, ces expériences sont limitées a des systémes moléculaires de
petites tailles et résistant aux techniques de mise en phase gazeuse par évaporation thermique.
Nous pouvons par exemple citer le cas des nucléobases de I'ADN [187, 193], ou des acides
aminés [189,195].

Depuis, les irradiations de molécules d'intérét biologique de tailles variables, protonées ou
déprotonées, ont été étudiées, a I'aide notamment des techniques de mise en phase gazeuse
présentées dans le chapitre 2, telles que les sources ESI et MALDI. Des dispositifs, tels que celui
utilisé lors du chapitre 4, permettent |'irradiation de molécules sélectionnées en masse. Que ce
soit par photons ou par ions, ces irradiations sont généralement effectuées dans un piége, soit un
piege de Paul tridimensionnel comme sur le dispositif Paultje, soit un piége linéaire. Cependant,
les irradiations de molécules dans un piege ne permettent pas la mise en place de mesures en
coincidence.

Le dispositif PIBALE a alors été développé pour appliquer les techniques de mesures en
coincidences propres aux cibles de molécules neutres, dans le cas d'irradiation de molécules
chargées d'intérét biologique de tailles plus conséquentes. Le développement de ce dispositif
a récemment fait I'objet d'une publication [277] et a été décrit en détails dans la theése de
L. Schwob [66].

Dans ce chapitre, nous verrons dans un premier temps la description générale du dispositif,
puis les modifications apportées lors de son développement durant cette thése. Nous finirons
alors par voir les premiers résultats d'irradiation obtenus, avec notamment l'irradiation du
peptide modele de la triple hélice du collagene.

5.1 Présentation du dispositif expérimental

Le dispositif PIBALE (Plateforme d'Irradiation de Biomolécules et d'Agrégats Libres et
Environnés) est illustré sur la figure 5.1.1. Les molécules cibles protonées sont produites par
une source ESI et guidées par deux octopdles vers un analyseur en masse quadripolaire. Les
ions arrivent a un déviateur a 90° qui évite la présence des molécules neutres produites par la
source dans la suite du dispositif. Ce déviateur dirige le faisceau de molécules protonées, soit
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5.1 Présentation du dispositif expérimental

vers un détecteur qui permet de mesurer son intensité, soit vers la zone d'interaction. Dans ce
cas, les ions sont d'abord injectés en continu dans un piege de Paul tridimensionnel rempli de
gaz d'hélium, et accumulés pendant environ 100 ms. Le paquet d'ions ainsi formé est ensuite
extrait et les ions sont alors guidés par des lentilles électrostatiques, avant d'arriver finalement
dans la zone d'interaction pour y étre irradiés par le faisceau projectile.

La détection en coincidence des fragments cationiques produits apres interaction est réalisée
grice a un spectrometre de masse a temps de vol de type Wiley - McLaren [64], couplé avec un
détecteur sensible en position, nommé DSP¢ sur la figure 5.1.1. Une interaction en faisceaux
croisés, comme celle réalisée sur le dispositif PIBALE, permet la mesure en coincidence des
fragments mais requiert que le faisceau de molécules cible ait une énergie relativement faible
(=~ 20 eV) afin de s'assurer que les produits cationiques de I'interaction soient extraits dans le

spectrométre et détectés.

DS Ptof

Analyseur en masse
quadripolaire

" S J
i
iy
/ N

Piege de Paul

a temps de vol

Funnel
\ Source ESI

R,

Spectrométre de masse

Triplet de
quadripole

Figure 5.1.1 : Schéma du dispositif PIBALE.

Un second détecteur sensible en position est également présent sur le dispositif. |l est situé
apres la zone d'interaction sur la trajectoire des ions moléculaires, et est appelé DSPg;, o
[l permet la caractérisation du faisceau de molécules cibles a la sortie du piege a ions. Il est
possible d'obtenir I'intensité, la taille, la position et la distribution en énergie du paquet d'ions.

Le faisceau projectile est créé par une source ECR Mono1000, mis en forme par un triplet
de quadripdles et traverse la zone d'interaction perpendiculairement a |'axe de propagation des
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ions moléculaires.

Pour plus de clarté par la suite, un repéere orthonormé définit les axes du dispositif : I'axe x
correspond a la direction du faisceau projectile, I'axe y a celle de propagation des biomolécules
et I'axe z a |'extraction des fragments.

5.1.1 Production, sélection et transport des ions moléculaires

Cette premiere partie du dispositif expérimental, schématisée sur la figure 5.1.2, permet
la mise en phase gazeuse des molécules, ainsi que leur transport jusqu'a I'analyseur en masse
quadripolaire. Elle forme également des étages successifs de pompage différentiel. Les pressions
obtenues dans chacune des chambres sont indiquées sur le schéma.

ESI Capillaire Funnel Octopdle 1 Octopole 2 QMms
P=1atm chauffant P =10'mbar P = 1073 mbar P = 10° mbar P = 107 mbar

=5 U gt U '8
e U g U %2

$i i

IR nmni=

i UL [—

Figure 5.1.2 : Schéma de la premiére partie du dispositif PIBALE, avec la source ESI a gauche et
le QMS a droite. Les pressions dans chaque chambre sont indiquées.

La source ESI présente sur le dispositif PIBALE a été construite au sein du laboratoire
selon le modele développé a I'université d'Aarhus au Danemark [278], et est similaire a celle du
dispositif Paultje.

Une fois les molécules en phase gazeuse, elle sont guidées par le biais de différents élé-
ments : un funnel et deux octopdles, séparés par des diaphragmes. Des potentiels RF de

1 MHz de fréquence et d"amplitudes crétes respectives de 900 et 1100 V_, . sont appliqués sur

c.a.c
les octopoles, en plus d'un potentiel statique ajustable indépendamment. Nous pouvons noter
que la pression dans la chambre du premier octopéle (~107 mbar) est suffisamment basse
pour que le libre parcours moyen des ions soit de |'ordre de la dizaine de centimétres. Ainsi, la
probabilité de collisions avec le gaz résiduel devient suffisamment faible pour que leur énergie
potentielle puisse directement étre convertie en énergie cinétique dans une zone sans champ

électrique. Cette énergie peut étre estimée par q.U_,;, avec U__, le potentiel statique appliqué

oct
sur cet octopodle. Celui-ci est fixé entre 15 et 25 V.
A la sortie des octopoles, les ions entrent dans un spectrométre de masse quadripolaire

(QMS) commercial (EXTREL), qui fonctionne pour une gamme de masses allant de 0 a
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4000 Da avec une résolution maximale donnée par le constructeur de m/Am = 10 000.

Une fois sélectionnés, les ions moléculaires arrivent a un déviateur électrostatique a 90°.
Celui-ci permet de diriger le faisceau vers un détecteur, ou bien vers le piége et la zone d'in-
teraction. Ce détecteur, composé d'une plaque de conversion et d'un channeltron, permet de
mesurer |'intensité absolue du faisceau d'ions moléculaires formés par la source ESI et sélection-
nés par le QMS. Cette information est utilisée par la suite pour calculer I'efficacité de piégeage
et de transport des ions dans la zone d'interaction. L'intensité typique des ions sélectionnés en
masse est de |'ordre de la dizaine de pico-ampéres.

5.1.2 Piégeage, extraction et détection

Lorsque le déviateur a 90° dirige le faisceau d'ions moléculaires vers la zone d'interaction

avant d’'étre focalisé par

(ZI), celui-ci va traverser un troisieme octopdle (1 MHz, 700 V_,.)

trois électrodes pour optimiser son injection dans le piege, comme nous pouvons le voir sur la
figure 5.1.3. La premiere de ces électrodes permet également de contrédler la durée d’injection
des ions dans le piége, en pulsant une tension a une valeur suffisamment haute pour bloquer
les ions le reste du temps. A la sortie du piege, les ions seront une nouvelle fois guidés par des
optiques avant d'atteindre la zone d'interaction. Comme nous allons le voir par la suite, du gaz
tampon est injecté dans le piége pour thermaliser les ions. Les pressions indiquées sur cette
figure sont celles obtenues lors d'un fonctionnement normal de piégeage et d'injection de gaz.

Piege de Paul
P =103 mbar

Déviateur 90°

Octopodle 3
P = 10°mbar

Optique de guidage
P~ 10° mbar

Vers ZI
P = 103mbar

Figure 5.1.3 : Schéma de la seconde partie du dispositif PIBALE, avec le piége a ions et les optiques
de guidage amenant a la zone d'interaction. Les pressions des différentes chambres lors de I'injection
de gaz dans le piége sont également indiquées.
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5.1.2.1 Piégeage et formation d’un paquet d’ion

Le piege a ions utilisé sur le dispositif PIBALE est un piege de Paul tridimensionnel ca-
ractérisé par les dimensions suivantes : ry= 10 mm et z; = 7 mm. La composante sinusoidale
appliquée sur I'anneau central est fixée a une fréquence de 1 MHz et posséde une amplitude
créte ajustable entre 0 et 4000 V.

La tension U, est fixée de sorte que I'énergie cinétique des ions soit faible a leur entrée

dans le piege. Elle est alors ajustée 1 ou 2 V plus bas que la tension U de I'octopole 1,

octl
limitant ainsi la dissociation induite par collisions sur le gaz tampon a I'injection des ions.

Ce gaz est présent dans le piege afin de thermaliser les ions en dissipant leur énergie
cinétique résiduelle par collisions élastiques. Pour ce faire, les atomes de ce gaz tampon doivent
posséder une masse beaucoup plus faible que celles des ions a piéger, et la pression doit étre
suffisamment élevée pour que le libre parcours moyen des ions soit inférieur aux dimensions du
piege [48]. De I'hélium est utilisé a une pression avoisinant les 10! mbar.

Le chronogramme d'un cycle typique de période T ~ 200 ms) est présent sur la figure

eyete (
5.1.4. Le gaz tampon d'hélium est injecté dans le piege pendant la premiére moitié du cycle.
Les ions moléculaires sont injectés en continu pendant cette méme durée. Dans certains cas
cependant, il est souhaitable de diminuer le nombre d'ions piégés, en ajustant le temps Ainj
d'injection. L'extraction des ions du piége se fait lors de la seconde partie du cycle, aprés un
temps At ~ 90 ms nécessaire pour s'assurer que le gaz d'hélium ait été correctement pompé,

afin de limiter les collisions des ions sur celui-ci.

cycle

Injection du gaz
d’hélium

Injection des
biomolécules

Extraction du
paquet d'ion

Figure 5.1.4 : Chronogramme de deux cycles consécutifs avec en jaune l'injection du gaz dans le
piege, en vert, celle des ions, et en rouge, le début de |'extraction des ions du piéege.

Par ailleurs, L. Schwob a montré que le phénomene de charge d'espace influe de maniere
importante sur la taille du nuage [66]. Ainsi, lorsque le nombre d'ions injectés augmente, la
densité de charges au centre du piege devient de plus en plus importante, et la répulsion coulom-
bienne entre les ions induit un élargissement du nuage d'ions piégés. Il existe alors un nombre
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Tension (V)
Rampe Nuage
¢ Anneau RF
El.et.:tro.de d’extraction d’ions
d'injection Electrode Upiast Vexe 1
d’extraction AEc = q||Eex;||Ay
Ubias A
Ubias_ Vext -+
Ubias-vext X I ;
Ubias I I I
UpiastVext Electrode Anneau Electrode Y
d’injection central d’extraction
(a) (b)

Figure 5.1.5 : (a) : schéma des électrodes du piége de Paul. Les potentiels appliqués dans le cas
de I'extraction des ions positifs du piége sont mentionnés. (b) : graphique de I'influence de la rampe
d’extraction appliquée entre les électrodes d’injection et d’extraction, sur les dispersions en position
et en énergie du paquet d’ions.

limite d'ions pouvant étre contenu dans le piege. Celui-ci a été estimé expérimentalement a
quelques 10° ions, ce qui est cohérent avec la littérature [45]. Pour une intensité de faisceau
de 10 pA, le piége est rempli pour une durée d'injection d'environ Ainj = 100 ms (T
200 ms).

Afin d’extraire les ions, la tension RF est coupée et un champ électrique de quelques volts

cycle —

par millimetre est créé en appliquant les tensions Uy, + V., et Ui - V., respectivement sur

ext’
les électrodes d'injection et d'extraction, comme le précise la figure 5.1.5a. L'énergie moyenne
des ions sera donc fixée par la tension Uy, (Ec,,, = q.Uy,,), et il est également possible de
déterminer la dispersion en énergie cinétique a mi hauteur du paquet : AEc = q.||—e_x;||.Ay.
Cette relation est obtenue en faisant deux approximations : tout d’abord en considérant que les
ions sont sur |'axe y, ou le champ électrique est homogene, et ensuite en négligeant leur vitesse
initiale, par rapport a celle qu'ils acquiérent lors de I'extraction du piege. Comme l'illustre
la figure 5.1.5b, Ay correspond a la taille du paquet d'ion dans le piége a |'instant de son
extraction. Ainsi, plus le champ d’extraction est fort, plus la dispersion en énergie du paquet
d'ions sera importante. De plus, les ions situés a I'arriere du paquet, vers |'électrode d'injection,
auront une vitesse plus importante une fois sortis du piége, que ceux situés a I'avant, prés de
I'électrode d'extraction. Le long de leur trajet vers la zone d'interaction, les ions les plus rapides
vont rattraper puis devancer les plus lents, pour finalement se retrouver a I'avant du paquet
d'ions. Cette dispersion en énergie du paquet d'ions induit donc une dispersion en position selon
leur axe de propagation. Comme nous souhaitons avoir la densité d'ions la plus élevée possible
dans la zone d'interaction, il est nécessaire d'utiliser une valeur du champ d’extraction du piege

la plus petite possible. Par ailleurs, si ce champ est trop faible, I'influence des vitesses initiales
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des ions sur leur trajectoire a I'extraction du piege n'est plus négligeable et conduit notamment
a une diminution de I'efficacité d'extraction. Pour ces raisons, nous avons choisi de fixer V,, a
40 V, ce qui correspond a un champ électrique de 5.7 V.mm™.

Finalement, les ions sont de nouveau guidés par différentes optiques, comme nous pouvons
le voir sur la figure 5.1.3. A partir de I'entrée de la zone d'interaction, dont le centre est situé
a une distance de 529 mm de celui du piége, les ions sont en vol libre. Afin de corriger les
éventuels défauts d'alignement du dispositif, la derniere lentille de guidage est segmentée en 4
électrodes et permet une déviation du faisceau dans les plans X et Z.

Les ions arrivent au centre de la zone d'interaction avec une énergie cinétique proche de
q.Upi.: avec q leur charge. La transmission totale depuis le QMS jusqu'au détecteur caracté-
ristique DSPg;,o €st de I'ordre de 1 ou 2%.

5.1.2.2 Zone d’interaction et caractérisation du paquet d’ions

La zone d’interaction est le point de rencontre entre les faisceaux cible et projectile, comme
nous pouvons le voir sur la figure 5.1.6. Afin de réaliser les expériences en faisceaux croisés, il
est également important de connaitre les caractéristiques propres au paquet d'ions extrait du
piege, tels que sa forme et son temps de vol du piége jusqu'au centre de la zone d'interaction.
Ainsi, le DSPg;,o de 40 mm de diametre est situé a une distance de 295 mm du centre
de la zone d'interaction selon la trajectoire des ions moléculaires. Ce type de détecteur plan
permet de définir le point d'impact d'une particule sur sa surface, par association de galettes a
micro-canaux et d'anodes a lignes a retard [279-282], afin de réaliser une imagerie du faisceau
de particules de faible intensité (de I'ordre de 10° particules par seconde). Dans notre cas, le
DSPg;omo €St nécessaire pour déterminer le nombre d'ions par paquet et la forme de celui-ci,
mais également le temps de vol des ions depuis leur extraction du piége jusqu'a leur détection,
ainsi que leur distribution en énergie, comme nous le détaillerons par la suite.

Pour chaque ion qui atteint la surface de la galette, une cascade d'électrons est créée. Les
efficacités géométriques des galettes utilisées sont de I'ordre de 50% [283,284], mais |'efficacité
totale dépend de la masse et de I'énergie des particules incidentes. Pour une énergie d’environ
20 eV et des masses de quelques centaines de Da, I'efficacité de détection est extrémement
faible. Un fort champ électrique de post-accélération est appliqué pour donner une plus grande
énergie cinétique aux ions au moment de |'impact sur la surface de la galette. Sur le DSPg;, o
une tension de -2500 V est appliquée sur la face avant du détecteur. Ainsi, pour une énergie de
2500 eV, I'efficacité de détection est maximale pour les rapports masse sur charges inférieurs a
200 Da.

De plus, quatre grilles fixes sont positionnées devant le détecteur afin d'isoler le champ
électrique de post-accélération de la zone de vol libre. La transmission totale de ces grilles est
de 4%. Elles sont également accompagnées de grilles escamotables, de transmission respectives
de 10 et 1%, qui permettent de réduire l'intensité des ions qui arrivent sur le détecteur afin
de pouvoir fonctionner sur une grande gamme d'intensité, en limitant les effets de saturation
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Figure 5.1.6 : Schéma de la zone d'interaction avec le faisceau d’ions moléculaire en vert selon |'axe
y et les ions projectile en orange selon I'axe x. La cage de Faraday et le DSPg;,,,, sont également
indiqués.

de détection.

La distribution en énergie du paquet d'ions est aussi mesurée de maniére indirecte sur le
DSPgiomor Selon le principe du champ retardateur [285,286], en utilisant le jeu de grilles situé
devant le détecteur. En laissant les deux grilles externes a la masse, et en appliquant un potentiel
Ug sur les deux grilles internes, ces derniéres vont agir comme une barriére de potentiel pour
les ions possédant une énergie cinétique inférieure a q.U;. En mesurant ainsi le nombre d'ions
en fonction de la valeur du potentiel électrique U, il est possible de déterminer la distribution
en énergie du paquet d'ions moléculaires.

5.1.3 Faisceau d’ions projectiles

Le faisceau d’ions projectiles est créé par une source d'ions Mono1000 [287], présentée sur
la figure 5.1.7, qui a été développée au GANIL. Cette source ECR fonctionne a une fréquence de
2,45 GHz, pour une puissance nominale de 300 W et permet d'obtenir des faisceaux atomiques
monochargés a partir de gaz d'hélium ou d'argon. Dans le cadre de cette these, nous avons
uniquement utilisé un faisceau d’hélium monochargé de 7 keV, et de 100 xA d'intensité dans
la zone d'interaction.

Cette source ECR est composée d'une cavité en cuivre, entourée de deux aimants annulaires
permanents. Une électrode plasma de 3 mm de diamétre interne est utilisée pour extraire les
ions tout en limitant I'émittance du faisceau. Il est a noter que la géométrie de la source, et
notamment la distance entre |'électrode plasma et les électrodes d'extraction, limite |'énergie
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Figure 5.1.7 : Schéma de la ligne de faisceau Monol000 avec la sources ECR et les différentes
optiques de guidages pour mettre en forme le faisceau.

du faisceau a 7 keV [287]. A la sortie de la source, trois électrodes d'extraction guident et
accélérent les ions vers un filtre de Wien [288-290].

Ce filtre permet de sélectionner I'ion d'intérét par sa vitesse. Par application de champs
électrique et magnétique perpendiculaires entre eux, ainsi qu'a la direction de propagation du
faisceau, seuls les ions d'une vitesse donnée traversent le filtre. Celui-ci nous assure d'avoir un
faisceau d'ions atomique d'He™.

Une fois sélectionnés, les ions arrivent a un déviateur, composé de deux plaques de 140 mm
de long. Celui-ci permet de contrdler le temps d'irradiation, que nous nommerons Ap, . par la
suite. La durée typique d'une irradiation est de quelques us. Pour dévier le faisceau continu,
une des deux plaques est soumise a un potentiel V = 1000 V, la seconde reste a la masse. A la
sortie de ce déviateur, une premiere cage de Faraday escamotable permet de mesurer I'intensité
du faisceau sélectionné.

Les ions traversent ensuite un triplet de quadripdles qui permet de mettre en forme le fais-
ceau dans le plan yOz afin d’obtenir un bon recouvrement avec le faisceau d'ions moléculaires
dans la zone d'interaction. Un profileur, composé de 47 fils espacés de 0.5 mm permet de
controler la forme du faisceau. Il est situé aprés la ZI, derriere une seconde cage de Faraday
escamotable.

5.1.4 Spectromeétre de masse a temps de vol

Le spectrométre de masse utilisé pour analyser les produits de |'interaction entre les fais-
ceaux cible et projectile est de type Wiley-McLaren. |l reprend les principes que nous avons déja
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expliqués dans la section 2.3.1. Les ions sont extraits par un champ EExt, puis accélérés par
un champ EACC avant d'étre séparés selon leur rapport masse sur charge dans la zone de vol
libre, jusqu’'a atteindre un détecteur. Ces différentes zones sont représentées sur la figure 5.1.8.
Lorsqu'une tension de V,, = 4 kV est appliquée sur la premiére électrode, les champs EExt
et EACC possédent des intensités respectives de 107 et 904 V.cm™. Nous pouvons également
observer que les électrodes d'un miroir électrostatique de réflectron sont également présentes
dans le spectrometre, cependant celui-ci n'a pas été utilisé dans le cadre de cette these.

DSPtOf e T ‘<—> -
= 80mm
Zone de vol libre (127 cm) < = H
” i = |IE]=0
Grilles e g5 =+
Zone d’accélération = ==
(3 cm) = £
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Figure 5.1.8 : Schéma en coupe (3 gauche) et a 2 dimensions (a droite) du spectrométre de masse
du dispositif PIBALE. Les zones d’extraction, d’accélération et de vol libre sont indiquées.

L'ensemble des zones d'extraction et d'accélération comporte 15 électrodes de 90 mm de
diameétre interne. Elles sont espacées les unes des autres de 10 mm, sauf la 3 et la 4, espacées
de 20 mm. C'est en effet entre ces deux électrodes que l'interaction des deux faisceaux se
réalise. Le champ électrique d’extraction est appliqué sur 12 cm, et celui d'accélération sur
3 cm. Des grilles de 76% de transmissions sont utilisées pour séparer les champs électriques
entre les zones d'extraction/accélération, et accélération/vol libre, respectivement. Cette zone
de vol libre mesure quand a elle 127 cm.

Ce spectromeétre possede une résolution m/Am = 90. Il est couplé a un détecteur sensible
en position de 80 mm de diamétre. Comme pour le détecteur DSP,; ...;, deux grilles de 76% de
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transmission permettent de séparer la zone de vol libre et le potentiel appliqué sur la face avant
de la galette. Afin de tenir compte de la vitesse des ions selon leur axe de propagation, le centre
du détecteur DSP+ ¢ est décalé de 80 mm, comme nous pouvons le voir sur la figure 5.1.8 de
droite. Cependant, cette géométrie impose a ces derniers d'avoir une énergie cinétique comprise
dans une gamme relativement restreinte afin d'atteindre le détecteur, c'est a dire proche de 15
-25eV.

Par ailleurs, afin d'éviter que les ions ne soient déviés par le champ électrique EExt en entrant
dans la zone d’interaction, celui-ci doit étre pulsé. Il est alors appliqué quelques micro secondes
aprés la fin du pulse de faisceau projectile, afin de s'assurer que ce dernier soit bien sorti de la
zone d'interaction au moment ou les ions moléculaires sont extraits dans le spectrometre. Une
synchronisation précise en temps est alors nécessaire entre les différents faisceaux, notamment
I'extraction des ions du piége, la création du pulse de faisceau projectile et I'extraction des
produits de l'interaction dans le spectrométre de masse par temps de vol.

5.1.5 Cycle d’acquisition

Comme le rapport signal sur bruit attendu lors de l'interaction entre le paquet de biomo-
lécules et le faisceau d’ions projectiles est faible, le spectre de masse obtenu est trés sensible
aux sources de bruits extérieurs, qui correspondent a tout ce qui n'a pas été produit lors de
I'interaction. Dans notre cas, trois sources de pollution ont été identifiées. Tout d'abord, des
fragments de la molécule cible produits par CID a I'injection ou I'extraction du piege peuvent
étre présents dans le paquet d'ions. La seconde contribution est liée au gaz résiduel présent dans
la ZI. Celui-ci sera ionisé par le faisceau projectile, et les ions obtenus peuvent étre détectés.
La derniere contribution est la plus faible des trois, et est due a I'émission de particules neutres
par la source ECR. Par exemple, lors de la désexcitation des atomes He* et He™™, les photons
émis peuvent ioniser le gaz résiduel en continu.

Numéro de cycle : S1 S2 S3 S4
Spectre obtenu : Projectile Cible Sans faisceau Collision
Cible Non Oui Non Oui
Projectile Oui Non Non Oui

Tableau 5.1.9 : Descriptif du cycle d’acquisition en quatre temps utilisé lors des interactions entre
les faisceaux cible et projectile.

Afin de pouvoir corriger de toutes ces contributions, le cycle d'acquisition se réalise en
quatre temps, pour une durée totale de 800 ms (4 x 200 ms), dont le détail est présenté sur le
tableau 5.1.9. Tout d'abord, le faisceau projectile est envoyé seul dans la ZI afin de déterminer
la contribution de I'ionisation du gaz résiduel. La molécule cible est ensuite amenée seule, afin
d'estimer la proportion de fragments dus a la CID. Durant la troisiéme partie du cycle, aucun
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des faisceaux ne traverse la ZI, afin de relever les contributions de gaz résiduel ionisé par les
photons et les particules neutres provenant de la source ECR.

Ainsi, pour soustraire ces contributions de bruit lors de I'analyse de I'expérience, les spectres
projectile et cible (référencés S1 et S2 sur le tableau 5.1.9) sont soustraits au spectre de
collisions. Comme les photons issus de la source ECR ionisent le gaz résiduel en permanence,
cette contribution est présente dans les trois autres parties du cycle. Elle a donc été soustraite
deux fois du spectre de collisions. |l est alors nécessaire d'ajouter le spectre numéro 3 au spectre
final pour tenir compte de cette source de bruit. Finalement, le spectre final correspond a la
somme des spectres : S4 -S1 -S2 +S3. Ce cycle en quatre temps présente de plus |'avantage
de ne pas étre dépendant des fluctuations des faisceaux cible et projectile au cours du temps.

5.2 Développement et optimisation d’'un groupeur d’ions

Avec le dispositif PIBALE, tel qu'il était a mon arrivée, les expériences réalisées présentaient
un rapport signal sur bruit trop faible pour détecter les produits de I'interaction entre biomo-
lécules et ions projectiles. En effet, comme nous I'avons mentionné précédemment, la taille du
paquet d'ions dans le piége et la rampe d’extraction induisent un élargissement de la taille du
paquet dans la zone d'intéraction. Il est également caractérisé par une large distribution en
énergie. Ceci est principalement dii a la charge d'espace créée par les ions dans le piége, qui
tend a élargir la taille du paquet de biomolécules de maniére non négligeable lorsque le nombre
d'ions injectés augmente. Pour un temps d'injection de 100 ms et une intensité du faisceau de
biomolécules d’environ 10 pA, il a été estimé que la largeur a mi-hauteur de leur distribution en
temps de vol peut dépasser les 20 us [66]. Ceci correspond, toujours a mi-hauteur, a une taille
de paquet d’environ 65 mm. Pour réaliser I'interaction en faisceaux croisés dans des conditions
satisfaisantes, cette taille doit étre réduite a environ 15 mm. De cette maniére, le recouvrement
des deux faisceaux pourra étre optimal et la densité du paquet sera plus élevée, favorisant ainsi
le rapport signal sur bruit.

Un dispositif électrostatique appelé groupeur d'ions a été développé dans le but de dimi-
nuer la taille du paquet d'ions biomoléculaires. Ainsi, dans cette partie nous verrons dans un
premier temps les simulations réalisées pour optimiser les paramétres de ce groupeur, puis nous
comparerons ensuite les résultats de ces simulations avec des mesures expérimentales.

Pour réaliser ces tests (par simulations, puis expérimentalement), nous avons utilisé le pep-
tide de Leucine-Enképhaline car comme nous I'avons déja vu lors du chapitre 2, ce peptide a
déja été étudié de nombreuses fois par plusieurs techniques expérimentales, et ses caractéris-
tiques sont donc connues. Nous avons étudié son monomeére simplement protoné, de masse
556 Da.
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5.2.1 Principe d’un groupeur d’ions

Le groupeur utilisé sur le dispositif PIBALE est situé entre le piege et la zone d'interaction.
Comme nous pouvons le voir sur la figure 5.2.1, il est composé de 16 électrodes de 2 mm
d’'épaisseur, de 20 mm de diamétre interne, et espacées les unes des autres de 2 mm. L'action
du regroupement nécessite de pulser les potentiels appliqués sur les différentes électrodes.
Cependant cet ensemble d'électrodes peut étre utilisé comme une simple lentille si on applique
une valeur V.. sur chacune d’entre elles.

Pour rappel, nous avons vu lors de la partie 5.1.2.1 qu'a l'intérieur du piege, le champ
électrique d'extraction implique que les ions situés a I'arriere du paquet vont posséder une
vitesse légérement supérieure a ceux situés a |'avant. Des simulations nous ont montré que
ces ions les plus rapides rattrapent et dépassent les plus lents du paquet dans les premiers
centimeétres a la sortie du piege. Ainsi, dans le groupeur, nous savons que les ions situés a
I'avant du paquet sont plus énergétiques que ceux situés a l'arriere, comme illustré sur la
figure 5.2.1.
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Figure 5.2.1 : Schéma du principe du groupeur lors de I'application d’une rampe de potentiel AV.
Le paquet d’ions est représenté par l'ovale vert. Dans ce paquet, les ions initialement les plus lents
sont situés a I'arriére, en bleu, et les plus rapides, a I'avant, sont représentés en rouge. Sous le schéma
du dispositif, le graphique présente le potentiel réel en fonction de la position avant (en pointillés
rouge) et aprés (en noire) application de la rampe AV = 10 V, et pour V)., = -75 V. Les lentilles
situées avant et aprés le groupeur sont portées respectivement a des potentiels de -110 et -60 V.

A l'instant ou le paquet de biomolécules se situe au centre du groupeur, une rampe de po-
tentiel électrique décroissante est appliquée afin de faire perdre aux ions une quantité d'énergie
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qui dépend de leur position dans le groupeur. Ainsi, les ions situés a I'avant vont perdre une
énergie plus grande que ceux situés a I'arriére. Ces derniers seront désormais les plus énergé-
tiques. Sur le graphique situé sous le schéma du dispositif de la figure 5.2.1, nous pouvons
observer le potentiel réel appliqué en fonction de la position. Le cas en pointillé rouge cor-
respond au potentiel avant application de la rampe, toutes les électrodes sont soumises a un

potentiel V... = -75 V et le groupeur agit comme une lentille. La courbe noire correspond au

bias
cas de |'application d'une rampe de AV = 10 V. Cette rampe est déformée a |'entrée et a la
sortie du groupeur, suite aux potentiels appliqués sur les optiques qui |'entourent. Par exemple,
la lentille située avant le groupeur est portée a un potentiel de -110 V, et induit ces effets de
bords a I'entrée. Le champ électrique au centre du groupeur reste quasiment homogéne. En
ajustant la valeur de ce champ électrique, il est finalement possible de focaliser le paquet d'ions
en temps de vol au centre de la zone d'interaction.

Par ailleurs, nous souhaitons conserver la méme vitesse moyenne du paquet d'ions dans la
zone d'interaction, indépendamment de |'utilisation du groupeur. Or, pour I'application d'une
rampe de potentiel de AV, le centre du paquet d'ions subit une perte d'énergie équivalente a
%. Afin de compenser cette perte, toutes les tensions appliquées en amont sur les électrodes
depuis I'ESI jusqu'au groupeur sont augmentée de %.

Deux paramétres sont alors a ajuster pour |'utilisation du groupeur : la valeur de la rampe
de potentiel AV et l'instant tg, ., auquel cette derniere est appliquée.

5.2.2 Mise en place des simulations

Le développement du groupeur a été réalisé par le biais de simulations a I'aide du logiciel
SIMION [291]. Avec ce dernier, il est possible de recréer la géométrie du dispositif en trois
dimensions afin de tester |'influence des potentiels appliqués aux électrodes sur la trajectoire et
le temps de vol des ions.

En partant du principe de fonctionnement précédemment détaillé, nous avons fait varier les
parametres du groupeur dans SIMION afin de chercher le minimum de largeur a mi-hauteur en
temps de vol lorsque le paquet d'ions est situé au centre de la zone d’interaction. La figure 5.2.2a
représente cette largeur a mi-hauteur en temps de vol en fonction de la rampe de potentiel
appliquée sur le groupeur. Nous pouvons directement observer une région ou le gain en largeur
a mi-hauteur semble optimum, autour de 21 V.

L'évolution de la largeur a mi-hauteur est directement dépendante de la valeur de la rampe
de potentiel AV, et par conséquent, de la quantité d'énergie perdue par les ions dans le groupeur.
En effet, ceux situés a I'arriere du paquet lors de leur entrée dans le groupeur étaient initialement
les plus lents. Il deviennent cependant les plus rapides a la sortie, et la différence de vitesse
entre les ions respectivement situés a |'avant et a I'arriere du paquet dépend de AV. Ainsi, pour
une valeur de rampe donnée, les ions initialement a |'arriere vont rattraper les autres ions au
niveau du point de focalisation, puis les dépasseront et se trouveront finalement a I'avant du
paquet. La valeur de AV de 21 V correspond a une focalisation au centre de la ZI.
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Sans groupeur, aucune focalisation n'est faite. En appliquant une trés faible rampe, et
en augmentant progressivement AV, le point focal se créé a grande distance et se rapproche,
diminuant ainsi la largeur a mi-hauteur du paquet d'ions dans la ZI. A I'inverse, pour des rampes
dont la valeur est supérieure a 21 V, la point focal se situe avant le centre de la ZI. Plus AV
augmente, plus il se rapproche de la sortie du groupeur. C'est pour cette raison que I'on observe
de nouveau une augmentation de la largeur a mi-hauteur au centre de la ZI.

La figure 5.2.2b présente les distributions en temps de vol des ions au centre de la zone
d'interaction pour les cas sans (en noir) et avec (en rouge) utilisation du groupeur. Nous pouvons
observer que la largeur a mi-hauteur initiale est de 7.3 us, contre 0.3 us lors de |'utilisation
du groupeur. Comme leur énergie moyenne est de 25 €V, les ions de Leucine-Enkephaline
(556 Da) ont une vitesse avoisinant les 3 mm.ust. Nous pouvons en déduire la largeur a mi-
hauteur de la distribution en taille du paquet d'ions. Le groupeur permet donc de passer de 22
a 1 mm pour une rampe de 21 V.

Ces résultats caractérisent des ions dans le centre de la zone d'interaction, puisque c'est
en ce point que |'on souhaite que le paquet soit le plus dense possible. Cependant, expéri-
mentalement, nous ne pourrons caractériser les ions que sur le détecteur DSPg,, . éloigné
d’environ 30 cm. A 25 €V, les ions parcourent cette distance en prés de 100 us. Pendant ce
laps de temps, la dispersion en temps de vol du paquet varie et les informations que nous
allons récupérer ne seront pas directement les caractéristiques du paquet au centre de la zone
d'interaction. Il s'avere donc intéressant de quantifier les différences d'optimisation obtenues
sur ce détecteur, en comparaison avec les résultats précédents pour la zone d’interaction. Dans
le cas d'une focalisation sur le détecteur, comme la distance parcourue par les ions est plus
grande, nous pouvons nous attendre a ce que la différence de potentiel optimal AV soit plus
faible.

La figure 5.2.2c présente la variation de largeur a mi hauteur de la distribution en temps
de vol du paquet d'ions, toujours en fonction de la rampe de potentiel appliquée. Celle-ci est
directement comparable a la figure 5.2.2a. Nous pouvons observer que I'optimum en largeur
a mi-hauteur est effectivement atteint pour une valeur de rampe plus basse que lors d'une
focalisation dans la zone d'interaction. L'optimum étant ici situé autour de 11 V, permettant
ainsi de passer d'une largeur a mi-hauteur de 13.5 us a 0.8 us. Ces valeurs correspondent a des
tailles de paquet respectives de 40.5 et 2.5 mm.

Finalement, et comme nous pouvons le voir sur les figures 5.2.2b et d, a I'aide du groupeur
nous pouvons obtenir une distribution en temps de vol bien plus fine qu'avant. Il est cependant
nécessaire de rappeler que ces simulations correspondent a un cas sans charge d'espace. Comme
nous I'avons mentionné précédemment, celle-ci provoque une augmentation non négligeable de
la taille du paquet d'ions, et de la largeur a mi-hauteur de sa distribution en temps de vol.

Lors de nos simulations, nous n'avons pas pris en compte ces effets de charges d'espace
puisque les trajectoires des ions sont simulées les unes apres les autres. Cependant, il pourrait
étre intéressant de réaliser des simulations complémentaires en créant un paquet d'ions plus
large dans le piege par exemple, dans le but de recréer |'effet dii a la charge d'espace. |l serait
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Figure 5.2.2 : Simulations de la largeur & mi-hauteur du temps de vol des ions dans le centre de
la zone d’interaction (en (a)) et sur le DSPg;,,..; (en (c)), en fonction de la valeur de la rampe
de potentiel appliquée au groupeur, et pour une tension d’extraction du piége de V., = 40 V. Les
spectres de temps de vol des figures (b) et (d) correspondent a la superposition des cas avec et sans
groupeur, respectivement dans la ZI et sur le détecteur.

alors possible d'étudier I'apport du groupeur dans cette configuration. Malgré ce point, et au vu
des résultats des simulations présentés ci-dessus, |'utilisation du groupeur semble donc apporter
une augmentation conséquente sur la densité du paquet d'ions. |l est tout de méme nécessaire
de comparer ces simulations aux résultats expérimentaux afin de vérifier leur exactitude.

5.2.3 Comparaison des mesures expérimentales et des simulations

Expérimentalement nous ne pouvons pas avoir de visualisation du paquet d'ions au centre
de la zone d'interaction. Afin de pouvoir comparer les résultats expérimentaux et ceux issus des
simulations, la focalisation du paquet d'ions a été faite sur le détecteur DSPg;, .-

Pour ces tests, nous avons également utilisé la molécule de Leucine-Enképhaline, avec une
énergie moyenne de 25 €V, une intensité proche de la dizaine de pA et un temps d’injection
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5 Développement du dispositif expérimental PIBALE

des ions dans le piege de 0,1 us afin d'éviter les effets de charge d'espace. Sur la figure 5.2.3a,
la largeur a mi-hauteur du paquet d'ions sur le DSPg,. .o est représentée pour différentes
valeurs de la rampe de potentiel. Nous observons alors un optimum pour 11 V, qui permet
ainsi de passer d'une largeur a mi-hauteur sans groupeur de quasiment 15 us (44 mm), a 1 us
(3 mm) lors de son utilisation.

18— . . . . 14
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164 x — Groupeur : AV = 11V
14] 0.8
)
121 i 2
) & 0.6]
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Figure 5.2.3 : (a) : Mesures expérimentales de la largeur & mi-hauteur du paquet d’ions sur
le DSPgjomo €n fonction de la valeur de la rampe de potentiel. (b) : Mesures expérimentales des
distributions en temps de vol du paquet d’ions sur le DSPg;,,.; pour les cas sans groupeur (noir) et
avec (rouge) pour une rampe de potentiel de 11V.

La figure 5.2.3b représente les distributions expérimentales de temps de vol des ions pour
les cas sans groupeur en noir et avec groupeur pour une rampe de potentiel de 11 V en rouge.
Ces résultats sont directement comparable avec la figure 5.2.2d présentée précédemment et
obtenue lors des simulations. Nous pouvons remarquer que ces distributions sont tres similaires,
malgré un léger décalage en temps de vol, notamment lorsque nous comparons les distributions
avec groupeur. Ceci peut par exemple étre dii a I'optimisation expérimentale du groupeur, et
notamment a l'instant tg,;,, d'application de la rampe de potentiel.

Nous pouvons quantifier I'influence de ce temps tg, .., sur le temps de vol des ions. Pour
une rampe de 11 V, le champ électrique créé dans le groupeur est 0.2 V.mm. Comme les
ions de Leucine-Enképhaline de 25 €V possédent une vitesse de 3 mm.us™?, si la rampe est
appliquée a l'instant tg,;,, = 0.5 us, les ions sont positionnés 1.5 mm en amont ou en
aval du centre du groupeur. Ce décalage induirait alors un gain ou une perte d'énergie de
1.5x 0.2 = 0.3 V. Cette légere différence de perte d'énergie des ions modifierait leur temps de
vol final de I'ordre d'une us sur le DSPg,,..;, ce qui est cohérent avec le décalage d’environ 2 us
entre nos résultats expérimentaux et simulés. Les mesures sont donc trés sensibles a I'instant
towiten, qu'il est beaucoup plus facile d’optimiser lors des simulations. Le résultat de nos mesures
expérimentales reste malgré tout en tres bon accord avec les simulations.
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5.2 Développement et optimisation d'un groupeur d’ions

De plus, les tailles de paquets d'ions avec et sans groupeur sont également légerement
supérieures expérimentalement. Ces différences peuvent s’expliquer par une sous estimation de
la taille initiale du paquet d'ions a I'intérieur du piege, par de légéres variations sur les tensions
appliquées expérimentalement, ainsi que par la vitesse initiale des ions. La cohérence entre les
résultats des simulations et ceux obtenus expérimentalement restent malgré tout trés bonne,
et nous permet donc de nous appuyer sur les simulations pour optimiser les parametres du
groupeur.

Comme nous |'avons mentionné précédemment, si le paquet de biomolécules est focalisé sur
le détecteur DSPg; .o, il Ne le sera pas dans le centre de la zone d'interaction. Afin d'accéder a
la taille du paquet a cet endroit, nous pouvons obtenir la projection de son image sur le DSP+ ¢
en |'extrayant dans le spectrométre de masse. La figure 5.2.4a représente |'image obtenue sans
utilisation du groupeur pour une extraction a 4 kV. Sur cette image, les ions moléculaires
traversent de la gauche vers la droite, mais nous constatons que la taille du paquet d'ions est
supérieure a celle du détecteur.
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Figure 5.2.4 : (a) : image obtenue avec le spectrométre de masse par temps de vol sans utilisation
du groupeur. (b) : cas ou le groupeur est optimisé sur le DSPg;, .o avec une rampe de potentiel de
11 V. (c) : utilisation du groupeur avec une rampe de potentiel de 16 V, lorsque celle-ci est optimisée
sur le DSP1,r. Ces images ont été réalisées avec une extraction des ions de la zone d'interaction de
4 kV. (d), (e) et (f) : projections des images selon I'axe y.

Les figures 5.2.4b et c correspondent respectivement aux cas ou la rampe de potentiel vaut
11 et 16 V. Comme nous nous y attendions, I'optimum obtenu sur le DSP,, .., (AV = 11 V) ne
correspond pas a I'optimum du DSP.¢ (AV = 16 V). Nous pouvons tout de méme mentionner
que la rampe de potentiel appliquée pour focaliser les ions sur ce détecteur est plus faible que
celle obtenue lors des simulations dans la zone d'interaction (AV = 21 V). En effet, les ions
parcourent le spectrométre de masse pendant environ 40 us avant d'atteindre le détecteur.
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5 Développement du dispositif expérimental PIBALE

Pendant ce laps de temps, les ions se déplacent d’environ 12 cm selon leur axe de propagation,
I'axe y. La valeur optimale de focalisation sur le DSP1,c (AV = 16 V) correspond donc a
un point de focalisation situé 12 cm apres le centre de la ZI. Pour vérifier cette optimisation
du groupeur, nous avons réalisé de nouvelles simulations, non présentées ici, sur |'optimisation
de AV, 12 cm plus loin que le centre de la ZI. Nous avons également obtenu un optimum a
AV = 16 V, confirmant nos mesures expérimentales.

De plus, les figures 5.2.4d, e et f représentent les projections sur I'axe y de propagation
des ions des images 5.2.4a, b et c, respectivement. Dans le cas ou AV = 16 V, la taille du
paquet a mi hauteur est de 4 mm. Ce résultat est tout a fait cohérent avec nos précédentes
mesures réalisées sur le DSPg, ..., et présentées sur la figure 5.2.3b. L'accord entre les mesures
expérimentales et les simulations confirme ainsi que nous pouvons nous fier a ces derniéres pour
I'optimisation de la rampe de potentiel AV, d'autant plus que nous n'avons pas de relecture
directe de la taille du paquet au centre de la ZI.

5.2.4 Influence de la charge d’espace sur I'utilisation du groupeur

Nous avons mentionné dans la partie 5.1.2.1 que plus le nombre d'ions injectés est élevé, plus
la charge d’'espace est importante. Ceci implique que la largeur a mi-hauteur de la distribution
en temps de vol du paquet d'ions augmente considérablement. Il est donc nécessaire de vérifier
si I'utilisation du groupeur est perturbée par cette charge d'espace, et s'il peut compenser cet
effet.

Dans un premier temps, nous avons voulu nous assurer que la transmission au travers du
groupeur est bien de 100%. Les mesures présentées par la suite ont été réalisées pour une
intensité moyenne de 15 pA, une énergie moyenne des ions de 20 eV et une valeur de la
rampe de potentiel du groupeur AV de 10 V, toujours pour une tension d'extraction du piege
V., =40 V.

Ainsi, la figure 5.2.5a représente le nombre d'ions par paquet N, en fonction du nombre
d'ions injectés dans le piege N,,;. Nous pouvons directement remarquer que I'utilisation du
groupeur n'induit pas, ou trés peu, de perte d'ions. Pour un jeu de paramétre donné (intensité,
durée d'injection dans le piege, transmission, ...) le groupeur permet donc de réduire la taille
du paquet, et par conséquent d'augmenter sa densité.

Par ailleurs, sur la figure 5.2.5b, nous avons comparé les mesures expérimentales de largeur
a mi-hauteur du paquet en fonction du nombre d'ions injectés, obtenues avec et sans utilisation
du groupeur. Dans les deux cas, la largeur a mi-hauteur de la distribution en temps de vol
augmente avec le nombre d'ions par paquet mais avec utilisation du groupeur, celle-ci est
beaucoup moins prononcée. Pour un nombre d'ions injecté de 1,5.10° ions dans le piége, la
largeur a mi-hauteur tend vers 6.5 us lors de I'utilisation du groupeur, soit environ 17.5 mm,
ce qui est presque cinqg fois moins que dans le cas sans groupeur.

Ces résultats démontrent que le groupeur permet de compenser efficacement ['effet de
charge d'espace créée dans le piege. Nous pouvons observer que nous arrivons a conserver
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Figure 5.2.5 : (a) : Comparaison du nombre d'ions par paquet N,,,, en fonction du nombre d’ions
injectés dans le piége N,,; pour les cas avec et sans utilisation du groupeur. (b) : Comparaison des
mesures expérimentales de la largeur a mi-hauteur du pic de temps de vol des ions biomoléculaires en
fonction du nombre d’ions par paquet N,,,. obtenus pour les cas avec et sans utilisation du groupeur.

une taille suffisamment faible, inférieure a 20 mm, pour garantir un bon recouvrement avec le
faisceau projectile, et ce, méme en présence de charge d'espace.

Nous pouvons tout de méme constater que lors de I'utilisation du groupeur, la largeur a
mi-hauteur tend vers une valeur limite plus rapidement que dans le cas ol les ions ne sont pas
regroupés. Ceci peut étre dii a la taille du groupeur, et en particulier aux effets de bords observés
sur le champ électrique a I'intérieur de celui-ci. Ces effets sont particulierement présents pour les
paquets d'ions les plus gros, ce qui pourrait expliquer la légere baisse de transmission observée
sur la figure 5.2.5a.

5.3 Irradiation du peptide Leucine-Enképhaline protoné
par un faisceau d’'Het a 7 keV

Dans cette partie, nous allons voir en détails les résultats de l'irradiation du peptide de
Leucine-Enképhaline par un faisceau atomique d'hélium monochargé a 7 keV. Nous discuterons
également les valeurs du taux de comptage des fragments observés.

5.3.1 Présentation du systéme moléculaire

La Leucine-Enképhaline est un pentapeptide neurotransmetteur composé de la séquence
peptidique d'acides aminés Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, et de masse moyenne 555,62 Da. Sa structure
est présentée sur la figure 5.3.1a. Ce peptide est considéré comme modeéle pour les expériences
de spéctrométrie de masse de par sa facilité a étre mis en phase gazeuse [269], mais aussi par
son comportement sous rayonnements de photons UV a RX, qui a fait I'objet de nombreuses
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5 Développement du dispositif expérimental PIBALE

études [151, 154,155,292,293]. S. Bari et co. ont également étudié ce peptide simplement et
doublement protoné lors d'interactions avec des ions H*, He™ et He?* et pour des énergies
comprises entre 5 et 40 keV [182,183].
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Figure 5.3.1 : (a) : Structure de la Leucine-Enképhaline. La séquence des acides aminés qui la
composent et les principaux fragments sont également indiqués. (b) : Spectre de masse de la Leucine-
Enképhaline apres irradiation par un faisceau d'He* a 5 keV [182]. Les pics surmontés d’une étoile
proviennent du bruit de fond.

Ces derniéres expériences ont été réalisées avec le dispositif expérimental Paultje, présenté
lors du chapitre 4. Les peptides sont tout d'abord accumulés puis irradiés pendant 100 ms
dans un piége de Paul 3D, avant d'étre analysés par spectrométrie de masse. Le spectre de la
figure 5.3.1b a ainsi été obtenu apres irradiation du peptide par un faisceau d'He™ a 5 keV.
lIs ont ainsi observé que la Leucine-Enképhaline ne survit pas aprés ionisation et subit une
forte fragmentation interne, provenant principalement de la Phénylalanine et de la Tyrosine.
Ces fragments sont indiqués sur la structure du peptide, sur la figure 5.3.1a. Ce spectre de
masse a été normalisé a l'intensité du pic de 107 Da, la chaine latérale de la Tyrosine, qui est
généralement le plus intense des fragments apres irradiation.

5.3.2 Analyse des résultats de I'expérience

Sur le dispositif PIBALE, les interactions ont été faites entre les peptides simplement pro-
tonés de Leucine-Enképhaline a 25 €V et le faisceau d'Het a 7 keV. La densité des paquets
d'ions cibles dans cette région a été estimée a 1,65.10° ions.cm3. Pour le faisceau projectile,
I'intensité mesurée en continu dans la Z| était de 60 pA (3,7.10'* ions.s'!), mais lors de I'in-
teraction, le temps d’irradiation était fixé a 3 us. Les ions cibles et les produits de I'interaction
ont été extraits dans le spectrometre de masse, pour une tension Vi, = 4 kV appliquée 2 us
aprés que la fin du pulse de faisceau projectile ait traversé la ZI.

Nous avons appliqué un cycle global de 400 ms, soit 4 fois 100 ms, comme expliqué dans
la partie 5.1.5. Une accumulation de données de 8 heures a permis d'acquérir prés de 72 000

cycles par spectre.
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Le résultat de cette expérience est présenté sur la figure 5.3.2. Nous pouvons observer les
quatre spectres (Cible, Projectile, Sans faisceau et Collision) obtenus lors d'une telle acquisition.
Le pic parent, correspondant a la Leucine-Enképhaline protonée, est situé a 42 us et sature le
détecteur suite au nombre important d'ions qui I'atteignent en un temps trés court.
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Figure 5.3.2 : Spectres de temps de vol obtenus sur le dispositif PIBALE. Les spectres correspondant
aux quatre parties du cycle d’acquisition (Cible, Projectile, Sans faisceau et Collision) sont superposés.

Pour des temps de vol inférieurs a 15 us, les spectres sont dominés par I'ionisation du
gaz résiduel par le faisceau projectile. Dans cette méme gamme de temps de vol, nous pouvons
remarquer que le spectre Cible est également contaminé par |'ionisation de ce gaz résiduel, mais
cette fois, celle ci est due aux particules neutres émises de la source ECR, mises en évidence
avec le spectre Sans faisceau.

De 15 a 30 us le spectre Cible contient de nombreux pics ou structures non identifiés.
Ces ions sont probablement produits lors de leur passage a travers les zones d'extraction et/ou
d'accélération du spectrometre de masse, lorsque les ions moléculaires percutent les grilles. Le
fragment b,™ est quant a lui présent dans les spectres Cible et Collision. Il n’est pas produit lors
de l'interaction avec le faisceau projectile, mais par CID sur le gaz d’hélium dans le piege, lors
de l'injection ou de I'extraction des ions. Le taux de comptage de ce fragment est ici mesuré a
0.06 coups par cycle, donc par paquet. En le comparant au nombre d'ions par paquet (1,65.10°
ions), nous pouvons estimer la pureté de la cible a environ 10-". Cependant nous pouvons malgré
tout remarquer que ce fragment contribue de maniere non négligeable aux spectres de temps
de vol.

Pour les petits temps de vol (en dessous de 15 us), le spectre Collision suit la méme
tendance que le spectre Projectile. A I'inverse, il suit celle du spectre Cible pour les plus hauts
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temps de vol (au dessus de 25 us). Ceci signifie qu'aucun fragment provenant de I'interaction
n'est présent dans ces deux régions. Cependant, entre 15 et 21 us, des pics additionnels dans
le spectre de Collision proviennent directement de l'interaction entre les faisceaux cible et
projectile. Afin de mieux les caractériser, les différentes sources de bruit ont été soustraites au
spectre Collision selon la méthode expliquée dans la partie 5.1.5 : S4 -S1 -S2 +S3.
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Figure 5.3.3 : Spectre de temps de vol corrigé des spectres Projectile, Cible et Sans faisceau. Les
fragments observés sont référencés sur la figure 5.3.1b.

Nous pouvons observer ce spectre corrigé sur la figure 5.3.3 pour la gamme de temps de vol
comprise entre 14 et 23 us. Plusieurs pics correspondant a des fragments internes provenant
des acides aminés de tyrosine (m/z = 136, 107 et 91) et de phenylalanine (147, 120, 91)
sont directement identifiables. Il en est de méme pour le fragment [a,-107] (m/z = 86). Ces
fragments ont été mis en évidence sur le schéma de structure de la Leucine-Enképhaline de
la figure 5.3.1a. lls correspondent également a ceux observés par S. Bari et co. lors de leurs
précédentes expériences d'irradiation de ce peptide dans un piege [182], comme nous pouvons
le voir sur leur spectre de masse présenté sur la figure 5.3.1b. Dans leur cas, les contributions
majoritaires étaient les pics de rapport m/z de 91, 107, 120 et 136. Ce sont également ces pics
que nous observons le plus intensément, avec des rapports d'intensité similaires. De plus, nous
voyons deux pics a m/z = 86 et 147, que nous avons attribués a des fragments du squelette,
mais qui n'avaient pas été relevés explicitement par S. Bari et co. Le résultat de I'irradiation
de la Leucine-Enképhaline sur le dispositif PIBALE est donc similaire a celui obtenu par S.
Bari et co. avec le dispositif Paultje. Méme si la statistique et le rapport signal sur bruit sont
relativement faibles, ce premier résultat d’irradiation en faisceaux croisés de peptides protonés
sélectionnés en masse et analysés par spectrométrie de masse par temps de vol constitue une
preuve de la faisabilité de I'expérience. Nous pouvons désormais discuter du taux de comptage
obtenu.
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5.3 Irradiation du peptide Leucine-Enképhaline protoné par un faisceau d'He* a 7 keV

5.3.3 Mesure et estimation du taux de comptage

Par intégration de I"aire des pics des différents fragments, il est possible de déduire le taux
de comptage par cycle des produits de I'interaction. Le taux de comptage des pics grisés sur la
figure 5.3.3 a été estimé a 0.7 collisions par cycle. Nous pouvons noter que ce taux de comptage
n'est qu'un ordre de grandeur supérieur a celui mesuré pour le fragment b, produit par CID.
Cette comparaison souligne la nécessité d’avoir un paquet d'ions cibles de la plus grande pureté
possible.

Nous pouvons comparer ce taux de comptage expérimental a un calcul d'estimation, en
prenant en compte l'intensité des deux faisceaux et leur recouvrement. Ainsi, pour des faisceaux
continus orthogonaux entre eux, le taux de comptage R en collisions.s* est obtenu par la relation

suivante [294] :
IO ARV S
R = Gl P <
Fz,z. v,0,

(5.3.1)

oli o représente la section efficace totale (m?) de toutes les réactions possibles, I, z, . et v,
représentent respectivement l'intensité (A), la charge (C) et la vitesse (m.s) des projectiles et
des cibles. Le facteur de forme F (m) prend en compte le recouvrement des faisceaux selon |'axe
orthogonal de leur plan d’intersection. Ainsi, dans le cas de faisceaux gaussiens coplanaires de
déviation standard o, F est défini comme :

F=\/0,>+0,°V2x (5.3.2)

De plus, si v, > v, I'expression \/vp2 + vcz/upuc se simplifie pour devenir 1/v.. L'équation
5.3.1 peut également étre modifiée afin de prendre en compte la pulsation des faisceaux. Le
paquet d'ions cible a alors une intensité équivalente a :

Ic — Nlons

z Ay

C

U, (5.3.3)

C

avec N, . le nombre d'ions par paquet défini précédemment, et Ay_ la largeur du paquet selon
son axe de propagation. En comparaison avec le cas du faisceau continu, la durée d’irradiation
est ici égal a Ap,;/T

cycler OU Ap,; représente la longueur de pulse du faisceau projectile, comme

nous |'avons déja mentionné. Ainsi, I'équation 5.3.1 peut finalement s'écrire :

—_— (5.3.4)
Fz, T

Cette derniere relation dépend ainsi des paramétres principaux de I'expérience. Cependant,
comme nous l'avons déja mentionné, N, . est limité par les caractéristiques du piege, méme
si le groupeur permet d'augmenter localement la densité du paquet d'ions pour obtenir une
largeur de paquet Ay.. Le taux de répétition, limité au maximum a 10 Hz, est également limité
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5 Développement du dispositif expérimental PIBALE

par la vitesse de pompage du gaz tampon d'hélium dans le piege. De plus, les pulses de faisceau

projectile de durée A, . doivent étre suffisamment courts afin de limiter la contribution du gaz

Proj
résiduel tout en maximisant le recouvrement en temps avec le paquet d'ions cibles. La valeur

choisie de Ap, . = 3 us correspond a un compromis entre un relativement bon taux de comptage

Proj
absolu, et un rapport signal sur bruit acceptable.

La section efficace totale de collision a été estimée a ~10'> cm?, d'aprés une étude d'ir-
radiation d'un gaz neutre de CH, par un faisceau d'He™ a 10 keV [295]. Le taux de comptage
peut alors étre déterminé a |'aide des grandeurs suivantes :

Faisceau projectile :

« |, =60 uA
v z,=1e
.AProj:3MS

* 0,,=16mm

Paquet d'ions cibles :
N
e Ay, =5 mm

= 1,65 10° ions par paquet

lons

e 0, =43 mm

Finalement, avec T =100 ms, nous obtenons R =~ 4 collisions.s™, soit 0.4 collisions.cycle™.

cycle
Ce résultat est bien en accord avec le taux de comptage obtenu expérimentalement de
0.7 collisions.cycle® et nous assure ainsi d'avoir un contrdle quantitatif des conditions ex-

périmentales.

Suite a cette expérience qui permet de valider le fonctionnement du dispositif PIBALE pour
un peptide de relativement petite taille, nous pouvons désormais étudier d'autres molécules
d'intérét biologique et de taille plus conséquente, comme par exemple, le peptide modéle de
collagene.

5.4 Mise en phase gazeuse et irradiation du peptide
modele de collagene

Dans cette partie nous allons voir le résultat de I'irradiation du peptide (PPG);, par le
faisceau d'ions projectile produit par la source Mono1000, afin de le comparer a ceux obtenus
par irradiation de photons. Nous essayerons ensuite de comprendre I'origine des fragments
détectés produits par CID, mais dans un premier temps nous allons étudier le comportement
du faisceau de molécules en sortie de source ESI en fonction des parameétres appliqués sur la
source et le funnel.
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5.4 Mise en phase gazeuse et irradiation du peptide modele de collagene

5.4.1 Etude des conditions de source sur le faisceau de molécules

Comme lors de nos précédentes expériences avec le dispositif expérimental Paultje, la poudre
du peptide (PPG),, a été diluée dans une solution d'eau et de méthanol (50/50 en volume),
afin d'obtenir une concentration finale de 50 pMol.L1. Suite & leur mise en phase gazeuse
par la source ESI, nous avons fait varier les paramétres de mise en forme du faisceau afin
d’'observer quelles espéces moléculaires peuvent étre produites. Afin de produire les triméres,
ou les monomeres, les tensions appliquées au capillaire chauffant et aux électrodes du funnel
ont été ajustées pour que les ions subissent des collisions plus ou moins énergétiques sur le gaz

résiduel.
1
4 (M+2H)Z+ (a)
] AV, .. =260 V
B AVFunneI/Octl =75V
0.5
1 ¥e' . . (M+H)*
| b3+y + b6 b9+ Yo 12y12+b 24 b18+y + b21+y + b24+y * bt + n_
l y
oL 3 ll L 27 L Yis } 21 ) 24 Dy V23
() i
2 oy (M+2H)?* (b)
m .
o A\Y} =260V
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Figure 5.4.1 : Spectres de masse obtenus en sortie de source ESI. La variation des paramétres du
funnel permet de modifier I'abondance des différentes espéces produites par la source. Les différences
de potentiel entre d’'une part le capillaire chauffant et les électrodes de sortie du funnel, et d’autre

part I'électrode de sortie du funnel et I'octopdle 1 sont indiquées.

La figure 5.4.1 présente trois spectres de masse correspondant a différents parametres
appliqués sur le capillaire chauffant et le funnel, et obtenus sur le détecteur situé aprés le QMS.
Celui-ci permet de caractériser les especes produites en sortie de source. Pour ces mesures, les
potentiels appliqués apres le funnel sont restés inchangés. La différence de potentiel Ag,,nel/0ct1
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5 Développement du dispositif expérimental PIBALE

entre la derniére électrode du funnel et I'octopdle 1 est donc également indiquée sur les spectres.

Une rampe de potentiel de 260 V a été appliquée entre le capillaire chauffant et la derniére
électrode du funnel pour obtenir le spectre 5.4.1a. Cette rampe permet de donner suffisamment
d’énergie cinétique aux molécules entre deux collisions sur le gaz résiduel (P ~ 10! mbar dans le
funnel) pour les faire fragmenter. Nous pouvons observer que méme si le monomére doublement
protoné est majoritaire dans le spectre de masse, de nombreux fragments sont présents. Par
ailleurs, ces fragments correspondent aux couples de fragments b, et y;, observés apres photo-
absorption, et dus a la rupture de la liaison Gly-Pro. De plus, méme si les fragments de petites
tailles semblent plus favorisés, nous les observons malgré tout pour n = 1 a 9. Ceci signifie que
le peptide casse donc sur toute sa longueur, a chacune de ses liaisons Gly-Pro.

Le spectre de masse 5.4.1b correspond également a une différence de potentiel de 260 V.
Cependant, les potentiels appliqués sur le capillaire chauffant et les électrodes sont toutes 50
V plus bas que dans le cas de la figure 5.4.1b, comme nous pouvons le voir avec les valeurs de
AV neljoct1- Ces conditions permettent de limiter la fragmentation a la sortie du funnel, tout
en favorisant différents états de charge du monomere, de 1 a 3+. Elles donnent malgré tout
toujours trop d’'énergie au systeme pour conserver les trimeres intacts.

Ce n'est par contre pas le cas pour le spectre 5.4.1c, pour lequel la différence de potentiel
est de 40 V. Ces conditions permettent de garantir que |I'énergie cinétique gagnée entre deux
collisions est suffisamment basse pour ne pas dissocier entierement les trimeres en monomeres.
En effet, nous pouvons toujours observer les monomeres 2 et 34, mais dorénavant, le dimere
3+, ainsi que les trimeéres 5 et 74 apparaissent.

Suite a cette étude, il s'avere que I'espece produite la plus facilement et la plus intensément
est le monomeére doublement protoné. Les différents parametres de mise en forme du faisceau,
depuis I'ESI jusqu'au QMS permettent d'obtenir jusqu'a 15 pA d'intensité pour cette espéce.
Par ailleurs, il est d'autant plus intéressant d'utiliser un monomere pour les tests sur le dispositif
PIBALE, car des systémes non-covalents (dimeres et trimeres) sont susceptibles de fragmenter
par CID dans le piege et compliquer ainsi I'analyse apres irradiation.

5.4.2 Irradiation du peptide (PPG),, doublement protoné par un
faisceau d’ions He*

Aprés optimisation des parameétres du groupeur et du recouvrement des faisceaux, nous
avons irradié le monomére 2+ (m/z = 1266) par le faisceau d'ions He™ a 7 keV.

Le résultat de cette expérience est présenté sur la figure 5.4.2. La figure 5.4.2a corres-
pond a une superposition des spectres [Cible-Sans faisceau] (S2 -S3) et [Collisions-Projectiles]
(S4 -S1). Ces spectres sont alors corrigés de la contribution du gaz résiduel situé aux faibles
temps de vol. Comme les produits de I'irradiation ne possedent pas une intensité significative
par rapport aux pics de bruit de fond, cette comparaison permet une analyse complémentaire
a celle du spectre corrigé des différentes sources de bruits (5S4 -S1 -S2 +S3), présenté sur la
figure 5.4.2b.
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5.4 Mise en phase gazeuse et irradiation du peptide modele de collagene

— Collision - Projectile : 4 - S1 b12+ _
— Cible - Sans Faisceau : S2 - S3 il
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Figure 5.4.2 : (a) : Superposition des spectres de temps de vol (52 -53) et (54 -S1) obtenus avant
et apres irradiation du monomére doublement protoné du peptide (PPG);,. Le pic correspondant a
I'ion parent est situé en dehors de la fenétre de temps de vol, I'ionisation non-dissociative est présentée
en rouge, et les fragments peptidiques en vert. La structure marquée d’une étoile correspond a une
pollution. (b) : Spectre de temps de vol obtenu aprés soustraction des spectres S4-51-52+-53.

Le pic correspondant a I'ion parent posséde un temps de vol d'environ 72 us et est donc
situé en dehors de la fenétre en temps présentée sur la figure 5.4.2. Nous n'avons également
pas inclus les faibles temps de vol sur ces graphes afin de nous focaliser sur la gamme en temps
entre 40 et 70 us. En effet, en observant la figure 5.4.2a, nous pouvons y relever des fragments
présents dans les deux spectres, dus a de la CID, et correspondant principalement aux couples
bs, et y3,.

Par ailleurs, nous observons sans ambiguité I'ionisation non dissociative du monomeére dou-
blement protoné, situé a 55 us. D’apres le spectre 5.4.2b, le processus d'ionisation correspond
a la contribution majoritaire produite par l'irradiation. Les intensités de certains fragments
semblent également plus importantes apres irradiation, comme par exemple les fragments b;,™
et y;, 7. Sur la différence des spectres, leurs intégrales apparaissent ponctuellement négatives,
mais cet aspect est dii a une légére modification de la forme des pics de temps de vol. Leur
intensité globale reste malgré tout positive aprés correction des différentes contributions du
bruit de fond. De méme, le fragment b,;2* et les byt et y, sont légerement positifs.
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5 Développement du dispositif expérimental PIBALE

Les pics observables a plus faibles temps de vol, tels les b™ et y,* possédent quant a eux
une intensité quasiment nulle apres corrections. De méme, nous pouvons observer une structure
non définie et identifiée par une étoile, vers 64.5 us. Son intensité globale est également proche
de 0 apres calcul de la différence. Cette structure pourrait donc étre produite lors de I'extraction
des ions dans le spectrométre de masse par collisions sur les grilles, comme nous I'avons déja
mentionné lors de I'analyse de l'irradiation du peptide de Leucine-Enképhaline.

L'irradiation du monomere doublement protoné du peptide (PPG);, par un faisceau d'He™
semble donc majoritairement induire |'ionisation du systéme, ainsi que sa fragmentation par
rupture de la liaison Gly-Pro. Cet aspect est cohérent avec nos observations apres irradiation
de ce méme peptide par photons VUV et X ou par des ions C** a 1 MeV/u (cf. figures D.1
et D.2 de 'annexe D). Cependant, a I'inverse du cas du peptide de Leucine-Enképhaline, les
fragments produits par CID sont identiques aux fragments produits par I'interaction avec le
faisceau d'He™. Il s'avéere alors d'autant plus important de comprendre |'origine de cette CID
afin d’essayer de réduire au maximum ces contributions dans les spectres de masse. Il est de plus
interessant de constater que la production des fragments b, et y;, augmente avec n, ce qui est
contraire a ce que nous avons pu observer lors de toutes nos études sur ce peptide. Nous avons
donc réalisé des simulations de temps de vol dans SIMION, pour les différents fragments que
nous observons expérimentalement, afin de déterminer a quel endroit du dispositif ces derniers
sont produits.

5.4.3 CID des molécules dans le piege de Paul

Pour ces simulations, nous avons souhaité étudier la fragmentation du peptide doublement
protoné lors de son injection ou de son extraction du piege. En effet, nous savons que la présence
de gaz tampon d'hélium peut induire de la CID des molécules d'études. C'est pour cette raison
que 50% du cycle de piégeage est utilisé pour pomper ce gaz. Cependant il peut s’avérer que
malgré ce temps d'attente, la pression reste suffisamment élevée pour qu'une faible proportion
des molécules subissent de la CID.

Expérimentalement, sur le DSPg;,.,;, nous observons plusieurs pics de tres faible intensité
pour des temps de vol plus courts (et donc de plus petits rapports m/z) que le peptide double-
ment protoné, comme nous pouvons |'observer sur le spectre de temps de vol (en noir) de la
figure 5.4.3. Ces différentes contributions représentes prés de 0.3% de |'intégrale du monomere
et sont donc loin d'étre négligeables. A I'aide d'une calibration en masse, ces fragments ont été
majoritairement attribués aux fragments b;,* et y; ™. La premiére étape de nos simulations
est alors de vérifier que nous arrivons a bien reproduire ces différents temps de vol. Nous avons
simulé les fragments suivants pour les mémes parameétres de tensions que le cas expérimental :

e byT:m/z=252Da
e bg* : m/z =503 Da
e byT : m/z =754 Da
e bj,™ : m/z = 1006 Da
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5.4 Mise en phase gazeuse et irradiation du peptide modele de collagene

Sur la figure 5.4.3, Les distributions en temps de vol sur le DSPg,,,.; de ces différents frag-
ments sont superposées a celle du peptide doublement protoné obtenue expérimentalement.
Leur intensités relatives ont été ajustées afin de faciliter la comparaison avec le spectre expéri-
mental. Nous pouvons constater une tres bonne cohérence entre la mesure expérimentale et les
simulations. Ces résultats sont de plus cohérents avec nos précédentes études, ou nous avons
vu que les intensités des fragments b,, diminuent lorsque n augmente.

— [M+2H1** (Pibale)
b1t
1 —by* ]
— b6+
4 - b3+
2
E 4
o
@]
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- w
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Figure 5.4.3 : Comparaison entre la distribution en temps de vol obtenue expérimentalement du
monomere de (PPG);, doublement protoné (en noir) et celles simulées des fragments b, pour n =
1,2 3et4

Nous pouvons directement constater que comme les fragments b;, bg et by ont un temps
de vol beaucoup plus court que le peptide parent, ils ne seront donc pas extraits dans le spec-
trometre de masse. Par ailleurs, la distribution en temps de vol du fragment b,, est beaucoup
plus étalée pour des temps de vol plus élevés que celles des autres fragments, et se superpose
avec celle du peptide parent. Ceci peut étre dii au groupeur. Comme ce fragment possede
un rapport masse sur charge relativement proche du monomeére doublement protoné (m/z =
1266), une partie de ces fragments peut étre présente dans le groupeur a l'instant ou la rampe
de potentiel est appliquée.

Nous avons donc représenté les distributions en position issues des simulations a |'instant
tswitcn OU la rampe du groupeur est appliquée, et ce, pour le monomére et les différents fragments
énumérés précédemment. Afin de faciliter I'analyse, un schéma du dispositif provenant du logiciel
SIMION est ajouté sous le graphique de la figure 5.4.4. Les traits pointillés rouges représentent
la position de début et de fin du groupeur. Nous observons directement que la distribution du
monomere est bien comprise et centrée a I'intérieur de celui-ci. Cependant, une partie des ions
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Position (mm)
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Figure 5.4.4 : Distributions en position du peptide (PPG),, doublement protoné et des fragments
b3n
logiciel SIMION est présentée sous le graphique. Les traits pointillés rouge représentent le début et la

a l'instant tg,, ., oU la rampe du groupeur est appliquée. Une vue schématique provenant du

fin du groupeur.

b,, est également incluse dans le groupeur a l'instant tg,;,. Cette petite proportion d'ions va
ainsi subir une perte d'énergie et se trouver au centre de la zone d'interaction au méme instant
que le monomere.

De la méme maniére que précédemment, la figure 5.4.5 présente les distributions en position
dans la zone d'interaction de ces différents fragments et du monomeére de (PPG);, a l'instant
d'extraction dans le spectromeétre de masse. Les traits pointillés rouges représentent cette fois le
début et la fin de la zone d'interaction. Les pointillés gris représentent quand a eux le diametre
intérieur des électrodes d'extraction, également représentée sur le schéma du dispositif. Nous
constatons que les fragments les plus légers, les bs, by et by, ont déja traversé la Z| et ne sont
donc pas extraits. Cependant, la portion des ions by, qui était dans le groupeur se trouve au
centre de la ZI avec le monomére 2+ et sera par conséquent extraite et détectée sur le DSP.

Finalement, nous avons vu que les ions by, sont beaucoup moins produits que les autres
fragments de plus petite masse, que ce soit par photo-absorption et irradiation par des ions
C* (cf. annexe D), ou par CID (cf. 5.4.3 et 5.4.1a). Dans le cas présent, pour les fragments
créés dans le piege par CID, seule une faible partie d'entre eux est présente dans le groupeur
lorsque la rampe est appliquée, et par conséquent dans la zone d'interaction au moment de
I'extraction. C'est donc cette petite partie des ions b;, qui contribue majoritairement au bruit
de fond présent sur les spectres Cible et Collision mesurés sur le DSP.¢ lors des interactions

et présentés sur la figure 5.4.2.
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5.5 Conclusion

Sur ces mémes spectres, nous avons malgré tout observé des fragments by, plus petits.
Cela signifie que le monomeére intact subit également de la fragmentation lors de son extraction
dans le spectrométre de masse. En effet, nous avons déja mentionné que la structure située a
65 us sur le spectre de la figure 5.4.2 pouvait étre due a des collisions du peptide sur les grilles
des zones d'extraction et d'accélération. Il est également possible que les fragments b, et y;,
observés lors des expériences d'irradiation soient produits lors de ces collisions.
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Figure 5.4.5 : Distributions en position du monomére [(PPG);o+2HJ?* et des fragments bs, au
moment de I'extraction dans le spectrométre de masse. Les traits pointillés rouge représentent le début
et la fin du ZI et permettent la comparaison avec la vue schématique provenant du logiciel SIMION.
La zone quadrillée et les pointillés gris représentent le diamétre interne des électrodes d’extraction.

5.5 Conclusion

Le dispositif PIBALE a été développé dans le but d'assurer I'irradiation de systemes molécu-
laires biologiques isolés et sélectionnés en masse par un faisceau d'ions atomiques. |l permettra,
a terme, I'analyse des processus survenant lors de |'interaction par spectrométrie de masse et
mesures en coincidence, mais la faible densité de molécules cibles induit un taux de comptage
des produits de I'interaction relativement faible.

Afin de combler cette lacune, le groupeur d'ions a été développé. Celui-ci permet d'aug-
menter localement la densité d'ions en diminuant jusqu'a un facteur cing la taille du paquet. La
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5 Développement du dispositif expérimental PIBALE

focalisation des ions moléculaires au centre de la zone d'interaction favorise ainsi un meilleur
recouvrement entre les deux faisceaux.

Il a alors été possible de réaliser des mesures d'interactions entre un faisceau de molécules
de Leucine-Enképhaline de 25 €V et un faisceau d'ions atomiques He™ a 7 keV. L'acquisition
de données en 4 cycles d'extraction permet de soustraire les différentes sources identifiées de
bruit de fond afin de mettre en avant les produits de l'interaction. La fragmentation observée
du peptide est alors cohérente avec de précédentes études de la littérature sur ce méme peptide
obtenues pour différents faisceaux atomiques d'irradiation. Cette expérience test, ainsi que la
comparaison des taux de comptages attendu et expérimentaux ont ainsi permis de valider le
fonctionnement du dispositif expérimental.

Nous avons ensuite étudié les interactions entre ce méme faisceau projectile et les mono-
meres doublement protonés du peptide (PPG);,. L'ionisation non dissociative du peptide a été
observée sans ambiguité, mais contrairement au cas de la Leucine-Enképhaline les fragments
produits par I'interaction des faisceaux sont identiques a ceux créés par CID du peptide, com-
plexifiant ainsi I'analyse. Méme si la plus grande partie de cette CID se produit a l'injection
ou a l'extraction du piege a ions, seule une trés faible proportion des fragments produits est
finalement extraite et détectée. La majorité des contributions proviendrait alors de collisions du
peptide sur les grilles situées entre les zones d'extraction/accélération, qui permettent I'appli-
cation des différents champs électriques de manieére homogene et la séparation avec la zone de
vol libre. Afin de limiter ce phénomeéne de CID, des mesures ont été réalisées avec des grilles
d’environ 95% de transmission (contre environ 80% actuellement) et dont le pas était de I'ordre
de 0.5 mm, mais des effets de "micro-lentilles" ont été observés, a cause de |'inhomogénéité
des champs électriques entre les zones d'extraction/accélération et accélération /vol libre.

Concernant le dispositif PIBALE, plusieurs aspects peuvent étre explorés par la suite.
L'étude d'especes moléculaires cibles plus grosses peut s'avérer intéressante de par leur plus
grande section efficace d'interaction, d'autant que plus le systeme est gros, moins il fragmente
par CID a énergie de collision constante. Par ailleurs, |'étude de cibles déprotonées permet-
trait d'augmenter la section efficace de collision avec le faisceau d’ions projectiles d’'He™. Cette
configuration permettrait également de s'affranchir des contributions provenant du gaz résiduel.
Cependant, une telle configuration nécessite des ajustements expérimentaux pour la production
des ions cibles par ESI, leur transport et leur détection.
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Conclusion

La compréhension de l'interaction des rayonnements avec la matiére est au cceur de la
recherche, fondamentale comme appliquée, et notamment en médecine pour le traitement de
certaines tumeurs. Que ce soit par des photons X (radiothérapie) ou par des ions (hadronthéra-
pie), ces traitements thérapeutiques permettent de cibler efficacement la zone a irradier, tout
en y déposant une forte dose pour détruire les cellules tumorales. Il est cependant important de
connaitre les effets secondaires de ce type de traitement. L'équipe de radio-biologistes de notre
laboratoire s'intéresse ainsi a l'irradiation du cartilage et aux effets secondaires qui peuvent
survenir. De leurs études est née une collaboration avec deux autres équipes du laboratoire,
dont la n6tre, I'objectif étant d'étudier |'irradiation des composants de la matrice extracellulaire
du cartilage, principalement les fibres de collagéne, et ce, a plusieurs échelles temporelles et
spatiales. Les radio-biologistes se sont intéressés a |'échelle cellulaire, les chimistes de I'équipe
MADIR se sont concentrés sur ces fibres de collagéne en phase condensée, et dans I'équipe
AMA, nous nous sommes focalisés sur des modeles de la triple hélice et de la premiere étape
de la formation des fibres de collagene. Nos études se sont portées sur des systémes en phase
gazeuse, ce qui permet |'étude de leurs propriétés intrinséques, dont les processus fondamentaux
induits par des rayonnements ionisants.

Jusqu'a maintenant, ces modeéles n'avaient jamais été étudiés en phase gazeuse. La pre-
miere étape de notre étude consistait a vérifier si leur structure particuliére en triple hélice est
conservée en |'absence de solvant. Les expériences de mobilité ionique en tandem couplée a
la spectrométrie de masse que nous avons effectuées en collaboration avec F. Chirot (ISA) et
P. Dugourd (ILM) a Lyon nous ont permis de prouver que la triple hélice est bien conservée
lorsque le nombre de protons du systéme est suffisamment important pour que la répulsion
coulombienne I'empéche de se replier sur lui-méme. Nous avons de plus montré que des agré-
gats de deux triples hélices peuvent étre liés par I'interaction dipdle/dip6le, contrairement aux
conclusions de précédentes études en phase condensée. Par ailleurs, nous souhaitions également
vérifier si I'hydroxylation des prolines, une modification post-translationnelle abondante dans le
collagene, peut accroitre la stabilité de la triple hélice en phase gazeuse, comme c'est le cas
en phase condensée. En comparant les résultats obtenus pour les modéles de la triple hélice
hydroxylés et non-hydroxylés lorsque nous les soumettons a une énergie d'activation, il apparait
que le seuil d'énergie a apporter au systeme pour induire sa dissociation augmente dans le cas
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du modele hydroxylé. Ce résultat répond a la question du processus de stabilisation du peptide
en phase condensée. Puisqu’'en phase gazeuse le peptide est isolé de tout solvant, la stabilisa-
tion de la triple hélice par I'hydroxylation des prolines est directement liée aux propriétés du
systeme, slirement induite par des effets stéréoélectroniques et non par des interactions avec
des molécules d'eau.

Lors d'une collaboration avec T. Schlathélter (université de Groningen), nous avons éga-
lement soumis ces modéles a des irradiations de photons ionisants VUV et X, et d'ions C** 3
I'énergie du pic de Bragg. Cette énergie est pertinente avec I'hadronthérapie puisqu'elle corres-
pond a celle des ions carbones lorsqu'ils sont dans la tumeur. Avec les photons, les irradiations
ont été faites de 14 a 550 eV. L'absorption d'un photon de 14 €V permet de déposer dans le
systéme une énergie légérement supérieure au seuil d'ionisation des peptides protonés (~ 12
eV) par émission d'un électron d'un orbitale de valence. Le processus d'ionisation non dissocia-
tive atteint son maximum pour une absorption de photon de 20 €V. Entre ces deux énergies,
la photo-excitation du systéme est également trés présente, et induit sa fragmentation sans
ionisation aprés redistribution de I'énergie dans ses modes de vibration. Cette fragmentation
est majoritairement produite par rupture de sites préférentiels : les liaisons Gly-Pro, réparties
tout le long du peptide. Ce processus se produit également apres ionisation pour des énergies de
photon supérieures a 20 eV. Pour les plus hautes énergies de photons X absorbés, nous consta-
tons |'apparition de fragments internes provenant de ruptures de plusieurs liaisons du squelette
peptidique, sans doute induites par I'augmentation de I'énergie déposée. Concernant le trimére,
ces mémes processus ont été observés, mais apres |'ionisation, le peptide se dissocie d'abord de
maniére inter-moléculaire, en trois monomeres, qui fragmentent de maniére intra-moléculaire
lorsque |'énergie du photon absorbé augmente, toujours en favorisant la liaison Gly-Pro. Cette
fragmentation se trouve tout de méme réduite par rapport au cas du peptide isolé, ce qui
peut s'expliquer par I'augmentation de la taille du systéme. En effet, pour une méme énergie
déposée par le photon, elle se redistribue dans trois fois plus de degrés de liberté. Toutes ces
observations vont dans le sens d'une fragmentation statistique, aprées redistribution de I'énergie
déposée dans les degrés de liberté vibrationnels de I'état fondamental du systeme.

Lors des irradiations par les ions carbones, les spectres de masse sont similaires a ceux
obtenus apres absorption de rayons-X de 150 €V pour le monomere, et 288 €V pour le trimere.
Concernant ce dernier, |'énergie déposée dans le systeme par les ions est tout de méme plus
faible que celle déposée par les photons, car nous constatons que les monomeéres produits aprés
dissociation du systéme sont présents de maniére beaucoup plus abondante dans le cas de
I'absorption de photons. Par ailleurs, lors de l'irradiation par des ions, nous avons observé un
phénomene nouveau par rapport a |'absorption de photon : le détachement de proton, dont
I'abondance augmente avec le nombre de protons du systeme. Ce processus pourrait dépendre
directement de I'acidité du systeme. Comme il n'a été observé qu'une fois auparavant et n'a
pas été expliqué, des études expérimentales et théoriques plus poussées sont nécessaires. Des
expériences d'irradiations de protéines de différentes tailles et de différents états de charges par
le méme faisceau d'ions carbones ont déja été réalisées et sont actuellement en phase d'analyse.
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L'hydroxylation des prolines induit une baisse de la fragmentation des modéles de la triple
hélice, que nous avons interprétée comme une stabilisation vis-a-vis de la photo-absorption
VUV.

De plus, avec des photons X, nous avons irradié un modeéle de la premiére étape de la forma-
tion d'une fibre de collagéne, formé de deux triples hélices (hexamere) agrégées par I'interaction
dipdle/dipdle. L'hydroxylation de cet hexamére se caractérise par une fragmentation réduite,
une abondance plus élevée de |'"hexamere ionisé intact, et également par la présence de |'hexa-
meére doublement ionisé intact. Ce dernier est totalement absent des spectres de masses obtenus
pour I'hexameére du peptide non hydroxylé, et confirme une fois de plus que I'hydroxylation des
prolines stabilise le systéme.

Ces expériences sur les peptides modeéles de la triple hélice du collagéne sont, a notre
connaissance, les premiéres réalisées en phase gazeuse sur de tels systemes. Nous avons pu
caractériser leur structure, avant d'étudier leur stabilité sous rayonnements ionisants, tout en
déterminant ['effet de la taille du systéeme. Pour la suite, il pourrait étre intéressant d'étudier
la réponse des agrégats de triples hélices a une irradiation par un faisceau d'ions carbones a
I'énergie du pic de Bragg, afin de déterminer le réle de la formation de la fibre de collagéne.
De plus, les irradiations de tous ces différents systemes par des ions a des énergies plus basses
que celle du pic du Bragg impliqueraient d’'autres processus d'interactions, comme la capture
électronique, et pourraient alors fournir des informations complémentaires sur leur stabilité.

C'est dans cette perspective que le dispositif PIBALE a été développé au laboratoire.
L'irradiation de systemes moléculaires en configuration de faisceaux croisés permettra, a terme,
de réaliser des mesures en coincidences lors de ces interactions, mais représente un challenge
expérimental conséquent. Le développement et la mise en place d'un groupeur d'ions a permis
d’'augmenter localement la densité du paquet d’ions cibles au centre de la zone d'interaction afin
d’obtenir un meilleur recouvrement entre les faisceaux. Ce développement a contribué au succes
des premieres irradiations du peptide de Leucine-Enképhaline. Les produits de I'interaction que
nous avons obtenus sont cohérents avec de précédentes expériences d'irradiation de ce peptide
par un faisceau d'ions projectile a 5 keV, ce qui permet de valider le fonctionnement du dispositif.
Par ailleurs, I'accord entre les taux de comptage mesurés et estimés des fragments nous assure
un controle quantitatif de I'expérience. Nous avons alors réalisé I'irradiation du peptide modeéle
de la triple hélice du collagene isolé doublement protoné par le faisceau d’'Het a 7 keV. La
présence non ambigué du peptide ionisé intact nous confirme la réussite de |'interaction, mais
I'analyse des fragments produits par l'irradiation est rendue complexe par la fragmentation
non désirée du peptide parent. Bien qu’encourageants, ces résultats démontrent la nécessité
d'accroitre le rapport signal sur bruit afin de permettre une analyse plus fine des produits de
I'interaction. Une de ces solutions pour étre de produire des molécules cibles déprotonées, afin
d'augmenter la section efficace de collision et s'affranchir des ions positifs créés par ionisation
du gaz résiduel.

Au cours de cette these, nous avons exploré les conséquences d'une irradiation par des rayon-
nements ionisants en termes d'ionisation et de fragmentation, principalement. Cependant, ce ne
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6 Conclusion

sont sans doute pas les seuls processus radio-induits subis par les protéines ou brins d’ADN, qui
sont des systemes flexibles pouvant changer de structure géométrique. Le développement d'un
nouveau dispositif permettant une irradiation entre deux étages de mobilité ionique pourrait
s'avérer intéressant pour étudier les modifications structurales d'un systéme, comme sa dénatu-
ration, apres sélection en conformation et irradiation par rayonnements ionisants. Finalement,
ces travaux de thése ne sont que la premiére étape dans la collaboration entre physiciens et
biologistes. Nous avons en effet constaté que le vieillissement radio-induit du cartilage entraine
des modifications structurales et |'émission de peptides de différentes tailles. Or, mémes si les
expériences réalisées par les chercheurs de I'équipe MADIR sont toujours en cours d'analyse,
leurs premiers résultats semblent confirmer ces propriétés pour la phase condensée. Les biolo-
gistes vont donc pouvoir utiliser nos résultats pour connaitre les conséquences de ces processus,
comme par exemple les modifications cellulaires induites par effet Bystander, qui peuvent alors
entrainer une mutation des cellules, leur division, ou leur mort.
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Liste des fragments du peptide
(PPG)qg

Les rapports masse sur charges pour des monomeres, diméres, trimeéres et hexameéres du
peptide (PPG),, sont présentés sur les quatre tableaux ci-dessous. Les états de charges sé-
lectionnés correspondent a ceux étudiés lors de ces travaux de thése. La liste des fragments
peptidiques est présentée page suivante.

Masse/Charge Masse/Charge
Monomere Dimeére
Mono Moy Mono Moy
(PPG),, 2529.28 2530.87 [((PPG), ), +2H]2* 2530.28 2531.87
[(PPG),,+H]* 2530.29 2531.88 [((PPG),,),+3H]3* 1687.19 1688.25
[(PPG),y+2H]?* 1265.65 1266.44 [((PPG),,),+4H]** 1265.64 1266.43
[(PPG),,+3H]3* 844.10 844.63 [((PPG), ), +5H]5* 1012.71 1013.35
[(PPG),,+4H]** 633.33 633.73 [((PPG),),+6H]E* 844.09 844.62
Masse/Charge Masse/Charge
Trimeére Hexameére
Mono Moy Mono Moy
[((PPG) o) +4H]** 1897.96 1899.15 [((PPG), o), +7H]7* 2168.95 2170.32
[((PPG),,);+5H]5* 1518.57 1519.52 [((PPG),,)+8H]E* 1897.96 1899.25
[((PPG),);+6H]E* 1265.64 1266.43 [((PPG),,)c+9H]?* 1687.19 1688.25
[((PPG), )5+ 7H]7* 1084.98 1085.66 [((PPG),q)+10H]10 1518.57 1519.52
[((PPG),);+8H]8* 949.48 950.08 [((PPG),()g+11H] 11 1380.61 1351.47
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A Liste des fragments du peptide (PPG),,

("d
(1]
o]

@ ©W v 600 v 9 6O 9 v e vV OO UV 60O YUY UG U UV OO U U 6O U YUV 6O v v

OW 00 N o U b W N = k-

W N N N N N N N N NN R R R B R B R R R g
© VW 0 N O 1 B W N B O W 0 N O U1 & W N R ©

a b c X y z
70.11457 98.12467 115.15523 - 2531.87607 | 2514.84551
167.23125 195.24134 212.27191 | 2460.75361 | 2434.75939 | 2417.72883
224.28316 252.29326 269.32383 | 2363.63693 | 2337.64271 | 2320.61215
321.39985 349.40995 366.44051 | 2306.58501 | 2280.59079 | 2263.56023
418.51653 446.52663 463.55719 | 2209.46833 | 2183.47411 | 2166.44355
475.56845 503.57855 520.60911 | 2112.35165 | 2086.35743 | 2069.32687
572.68513 600.69522 617.72579 | 2055.29973 | 2029.30551 | 2012.27495
669.8018 697.8119 714.84246 | 1958.18305 | 1932.18883 | 1915.15827
726.85372 754.86382 771.89438 | 1861.06637 | 1835.07215 | 1818.04159
823.9704 851.9805 869.01106 | 1804.01445 | 1778.02023 | 1760.98967
921.08708 949.09718 966.12774 | 1706.89777 | 1680.90355 | 1663.87299
978.139 1006.1491 1023.17966 | 1609.78109 | 1583.78687 | 1566.75631
1075.25569 | 1103.26579 | 1120.29635 | 1552.72917 | 1526.73495 | 1509.70439
1172.37237 | 1200.38247 | 1217.41303 | 1455.61249 | 1429.61827 | 1412.58771
1229.42429 | 1257.43439 | 1274.46495 | 1358.49581 | 1332.50159 | 1315.47103
1326.54097 | 1354.55107 | 1371.58163 | 1301.44389 | 1275.44967 | 1258.41911
1423.65765 | 1451.66775 | 1468.69831 | 1204.32721 | 1178.33299 | 1161.30243
1480.70957 | 1508.71967 | 1525.75023 | 1107.21053 | 1081.21631 | 1064.18574
1577.82625 | 1605.83635 | 1622.86691 | 1050.15861 | 1024.16439 | 1007.13382
1674.94293 | 1702.95303 | 1719.98359 | 953.04192 927.0477 910.01714
1731.99485 | 1760.00495 | 1777.03551 | 855.92524 829.93103 812.90046
1829.11153 | 1857.12163 | 1874.15219 | 798.87332 772.87911 755.84854
1926.22821 | 1954.23831 | 1971.26887 | 701.75664 675.76243 658.73187
1983.28013 | 2011.29023 | 2028.32079 | 604.63997 578.64575 561.61519
2080.39681 | 2108.40691 | 2125.43747 | 547.58805 521.59383 504.56327
2177.51349 | 2205.52359 | 2222.55415 | 450.47137 424.47715 407.44659
2234.56541 | 2262.57551 | 2279.60607 | 353.35469 327.36046 310.32991
2331.68209 | 2359.69219 | 2376.72275 | 296.30277 270.30854 253.27799
2428.79877 | 2456.80887 | 2473.83943 199.18608 173.19187 156.16131
2485.85069 | 2513.86079 - 102.06941 76.07519 59.04463

= N W A U1 O N OO
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Liste des fragments du peptide
(PHypG)19

Les tableaux ci-dessous présentent les rapports masse sur charges pour les monomeres,

dimeres, triméres et hexameéres du peptide (PHypG)o. Les états de charges sélectionnés cor-

respondent a ceux étudiés lors de ces travaux de these. Le tableau de la page suivante présente

quant a lui la liste des fragments peptidiques.

Masse/Charge Masse/Charge
Monomere Dimeére
Mono Moy Mono Moy
(PHypG),, 2689.28 2690.87 [((PHypG),,),+2H]?* 2690.28 2691.87
[(PHYpG),,+H]* 2690.29 2691.88 [((PHYPG),,),+3H]3* 1793.85 1794.81
[(PHYpG),,+2H]2* 1345.65 1346.44 [((PHYPG),,),+4H]** 1345.64 1346.43
[(PHYpG),,+3H]3* 897.43 897.96 [((PHYPG), ), +5H]5* 1076.71 1077.35
[(PHypG), *+4H]* 673.33 373.73 [((PHYpG),,),+6H]¢* 897.43 897.96
Masse/Charge Masse/Charge
Trimeére Hexameére
Mono Moy Mono Moy
[((PHypG),,);+4H]** 2017.96 2019.15 [((PHYpG), o)+ 7H]7* 2306.10 2307.46
[((PHYPG),,);+5H]5* |  1614.57 1615.52 [((PHYPG) ) +8H]8* 2017.96 2019.15
[((PHYpG),,);+6H]6* |  1345.64 1346.43 [((PHYPG) ) +9H]%* 1793.85 1794.91
[((PHYPG),,);+7H]* | 1153.55 1154.23 [((PHYpG),,)s+10H]%* |  1614.57 1615.52
[((PHYpG),,),+8H]®* |  1009.48 1010.08 [((PHYpG), o) +11H]'* |  1467.88 1468.75
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B Liste des fragments du peptide (PHypG);,

w
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a b c X y z
70.11457 98.12467 115.15523 - 2691.87607 | 2674.84551
183.23125 211.24134 228.27191 | 2620.75361 | 2594.75939 | 2577.72883
240.28316 268.29327 285.32383 | 2507.63693 | 2481.64271 | 2464.61215
337.39985 365.40995 382.44051 | 2450.58501 | 2424.59079 | 2407.56023
450.51653 478.52663 495.55719 | 2353.46833 | 2327.47411 | 2310.44355
507.56845 535.57855 552.60911 | 2240.35165 | 2214.35743 | 2197.32687
604.68513 632.69522 649.72579 | 2183.29973 | 2157.30551 | 2140.27495
717.8018 745.8119 762.84246 | 2086.18305 | 2060.18883 | 2043.15827
774.85372 802.86382 819.89438 1973.06637 | 1947.07215 | 1930.04159
871.9704 899.9805 917.01106 1916.01445 | 1890.02023 | 1872.58967
985.08708 1013.09718 | 1030.12775 | 1818.89777 | 1792.90355 | 1775.87299
1042.139 1070.1491 1087.17967 | 1705.78109 | 1679.78687 | 1662.75631

1139.25569 | 1167.26579 | 1184.29635 | 1648.72917 | 1622.73495 | 1605.70439
1252.37237 | 1280.38247 | 1297.41303 | 1551.61249 | 1525.61827 | 1508.58771
1309.42429 | 1337.43439 | 1354.46495 | 1438.49581 | 1412.50159 | 1395.47103
1406.54097 | 1434.55107 | 1451.58163 | 1381.44389 | 1355.44967 | 1338.41911
1519.65765 | 1547.66775 | 1564.69831 | 1284.32721 | 1258.33299 | 1241.30243
1576.70957 | 1604.71967 | 1621.75023 | 1171.21053 | 1145.21631 | 1128.18574
1673.82625 | 1701.83635 | 1718.86691 | 1114.15861 | 1088.16439 | 1071.13383
1786.94293 | 1814.95303 | 1831.98359 [ 1017.04192 991.0477 974.01714
1843.99485 | 1872.00495 | 1889.03551 | 903.92524 877.93103 860.90046
1941.11153 | 1969.12163 | 1986.15219 | 846.87332 820.87911 803.84854
2054.22821 | 2082.23831 | 2099.26887 | 749.75664 723.76243 706.73187
2111.28013 | 2139.29023 | 2156.32079 | 636.63997 610.64575 593.61519
2208.39681 | 2236.40691 | 2253.43747 | 579.58805 553.59383 536.56327
2321.51349 | 2349.52359 | 2366.55415 | 482.47137 456.47715 439.44659
2378.56541 | 2406.57551 | 2423.60607 369.35469 343.36046 326.32991
2475.68209 | 2503.69219 | 2520.72275 | 312.30277 286.30854 269.27799
2588.79877 | 2616.80887 | 2633.83943 215.18608 189.19187 172.16131
2645.85069 | 2673.86079 - 102.06941 76.07519 59.04463
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Distributions des temps
d’arrivée des oligomeres des
peptides (PPG);¢ et (PHypG)qo

La figure C.1 présente les distributions de temps d’arrivée (DTA) des peptides (PPG),, et
(PHypG);, pour différents états de charges de leurs triméres. La figure C.2 présente quand a
elle ceux de I'hexameére du (PPG),,.

(a) ’\ T (b) I‘T6+ (c) o5+
g \ /- | M2+
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i | ¥ \
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Figure C.1 : DTA des triméres des peptides (PPG);, et (PHypG);,. Les contributions des mono-
meres doublement protonés sont indiquées.
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Figure C.2 : DTA des états de charges 6 a 9+ de I'hexamére du peptide (PPG);,. Les contributions
des dimeres et triméres sont également indiquées.
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Spectres de masse des peptides

(PPG)q¢ et (PHypG)1( apres

irradiation par photons VUV et
X et par ions C4* D

La figure D.1 présente les spectres de masse du peptide [(PHypG);, + 2H]?* aprés irradia-
tion par des photons de 14, 22, 32 et 288 eV.

1 T 1 I T T 1 I T T 1 I T T 1 I T 1 1 I T 1 1 I T 1 1 I T 1 1 I T 1 1 I 1 1
+
by | e 288 eV
y3 b6 n . M3+ I
Yo b +
| hﬂmwk ik D12 b
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o e |
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Figure D.1 : Spectres de masse du peptide [(PHypG);, + 2HJ?*. La position du pic parent est
représentée par la ligne pointillée bleu. Le peptide ionisé intact est indiqué en rouge, les fragments
peptidiques sont présentés en vert.
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Spectres de masse des peptides (PPG);, et (PHypG),, apres irradiation

Le spectre de la figure D.2 présente quant a lui le résultat de l'irradiation du peptide
[(PPG);, + 2H]?> par des ions C**. Comme précisé dans le chapitre 2, le détachement de
proton (m/z = 2531.88) n'est pas visible pour cet état de charge du peptide parent.

M3+ C4+
2
2| Fragments 0.98 MeV/u
| Internes
?J MZ+
e |
‘«» I
c I
b |
£ b3, |
I
500 1000 1500 2000 2500
m/z (Da)

Figure D.2 : Spectre de masse du peptide [(PPG);, + 2HJ?* aprés irradiation par des ions C**. La
position du pic parent est représentée par la ligne pointillée bleue. Le peptide ionisé intact est indiqué
en rouge, les fragments peptidiques sont présentés en vert.

La figure D.3 présente les spectres de masse des triméres du peptide (PPG),, 5 et 6 fois
protoné apres irradiation par un faisceau d'ions C** 4 0.98 MeV /u. D'aprés nos mesures par
mobilité ionique, ces triméres ne sont pas dans des conformations de triple hélice, mais ces
spectres nous permettent tout de méme d’étudier |'évolution du détachement de proton en
fonction de I'état de charge du systeme. En effet, nous avons vu que pour le trimére 7+, ce
détachement de proton ne pouvait étre détecté de maniere non-ambigiie. Cependant, pour les
états de charges de 5 et 6+, les pics de T#+ et T°*, respectivement induits par le détachement
de proton, possédent des rapports masse sur charge non-ambigiie, et des abondances faibles
et difficilement discernables de la ligne de base du spectre de masse. Nous pouvons également
mentionner que pour les deux états de charges du peptide parent, le monomeére doublement
protoné produit par la dissociation du systeme est confondu avec le trimére 6+. Par ailleurs,
le fait d'observer le monomeére 3+ aprés irradiation du T°* confirme que celui-ci dissocie aprés
ionisation, si les charges sont uniformément réparties.

162



C4+

0.98 MeV/u
) T4
S
-
& |
L Lttt
N e L
ot
z c*
(]
£ WED T6+ 0.98 MeV/u
T |
1
: T+
|
S
500 1000 1500 2000 12500
m/z (Da)

Figure D.3 : Spectres de masse des triméres du peptide (PPG);, pour les états de charges 5+ (en
haut) et 6+ (en bas) aprés irradiation par des ions C**. La position du pic parent est représentée par
la ligne pointillée bleue. Le peptide ionisé intact et celui ayant subi un détachement de proton non
dissociatif sont noté en rouge, les fragments peptidiques en vert et les monomeéres en bleu.









Processus induits par l'irradiation de modeéles peptidiques de la triple hélice du colla-
gene en phase gazeuse

Le collagene est la protéine la plus abondante dans les mammiféres, et le constituant principal de la
matrice extracellulaire du cartilage. Les propriétés mécaniques de ce tissu sont dues a la structure par-
ticuliére du collagéne : la triple hélice. Lors de cette these, nous nous sommes intéressés a des peptides
modeles de la triple hélice du collagéne en phase gazeuse, ce qui permet I'étude de leurs propriétés intrin-
seques, dont les processus fondamentaux induits par des rayonnements ionisants. Une étude structurale
de ces systémes par spectrométrie de mobilité ionique a permis de s'assurer qu'ils conservent bien leurs
propriétés structurales et de stabilité en I'absence de solvant. De plus, cette stabilité se manifeste aussi
lors de I'irradiation par photons ionisants dans un piege a ions. Par ailleurs, nous avons observé, grace a
la spectrométrie de masse, une transition entre photo-excitation et photo-ionisation lorsque I'énergie du
photon absorbé augmente dans la gamme VUV-X. Une partie de cette énergie est également redistribuée
dans les modes de vibration du systéme, croit avec |'énergie du photon, et induit la fragmentation inter-
puis intramoléculaire de la triple hélice. Nous avons également irradié pour la premiére fois des peptides
en phase gazeuse par un faisceau d’ions carbones a I'énergie cinétique pertinente dans le contexte de
I'hadronthérapie. Un processus non-observé avec les photons a été mis en évidence : le détachement
de proton. Enfin, la validation d’un nouveau dispositif expérimental dédié a |'irradiation de protéines et
brins d'’ADN par des ions en faisceaux croisés, ainsi que les premiers résultats obtenus, seront abordés.

Mots Clefs : Collagéne, Triple hélice, Rayonnements ionisants, Phase gazeuse, Photons VUV
et X, lons carbones, Peptides, Spectrométrie de mobilité ionique, Spectrométrie de masse

Radio-induced processes within peptidic models of the collagen triple helix in the gas
phase

Collagen is the most abundant protein in mammals, and the main constituent of the extracellular
matrix of cartilage. The mechanical properties of this tissue are due to the particular triple helical
structure of collagen. In this thesis, we focused on peptidic models of the collagen triple helix in the
gas phase, which allows reaching their intrinsic properties, including fundamental processes induced
by ionizing radiations. An ion mobility spectrometry study of these systems proved that they retain
their structural and stability properties in the absence of solvent. In addition, these stability properties
also play a role after irradiation with ionizing photons in an ion trap. Furthermore, we have observed,
thanks to mass spectrometry, a transition between photo-excitation and photoionization as the energy
of the absorbed photon increases in the VUV-X range. Part of this energy is also redistributed in
the vibration modes of the system, increases with photon energy, and induces intramolecular as well
as intramolecular fragmentation of the triple helix. For the first time, we irradiated peptides in the
gas phase by a carbon ion beam having a kinetic energy relevant in the context of hadrontherapy. A
process that was absent from studies with photons has been observed : proton detachment. In the
last chapter, the validation of a new experimental device dedicated to the irradiation of proteins and
DNA strands in a cross-beam configuration, as well as the first results obtained, will be reported.

Key Words : Collagen, Triple helix, lonizing radiations, gas phase, VUV and X-Rays photons,
Carbon ions, Peptides, lon mobility spectrometry, Mass spectrometry
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