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Résumeé :Cette thése porte sur I'étude des méca-
nismes de désexcitation des bases de I’ADN proto-
nées et hydratées a la suite de I'absorption d’un
photon UV. Le premier objectif porte sur la carac-
térisation des processus de relaxation en contré-
lant I'énergie d'excitation déposée dans la molé-
cule. Des expériences de spectroscopie de photo-
dissociation et de pompe-sonde multi-échelle ont
été réalisées dans un piége de Paul refroidie a 10 K.
Nous avons pu montrer le réle des états a longue

durée de vie tels que des états a transfert de charge

et des états triplets dans le processus de relaxation.
Le deuxiéme objectif porte sur la caractérisation
des effets d’environnement sur les processus de re-
laxation des bases de I'’ADN hydratées. Nous avons
effectué non seulement des expériences de photo-
dissociation infrarouge mais aussi des expériences
a deux couleurs, infrarouge et UV, qui permettent
d’atteindre une sélectivité conformationnelle. L'at-
tribution des spectres IR et UV repose sur des cal-

culs ab initio que nous avons effectués.

Title : Excited states relaxation dynamics of molecules of biological interest

Keywords : excited states dynamics, photofragmentation, cryogenic ion trap, pump-probe, laser spec-

troscopy

Abstract : This thesis focuses on the study of
deactivation mechanisms in protonated and hydra-
ted DNA bases following the absorption of a UV
photon. The first objective concerns the characte-
rization of relaxation processes by controlling the
excitation energy deposited in the molecule. Pho-
todissociation spectroscopy and multiscale pump-
probe experiments were carried out in a Paul trap
cooled at 10 K. We have demonstrated the role
of long lived states such as charge transfer states

and triplet states on the relaxation processes. The

second objective concerns the characterization of
the environmental effects on the relaxation pro-
cesses of hydrated DNA bases. To characterize
the hydrated structures in the Paul trap, we car-
ried out not only infrared photodissociation experi-
ments but also two-color experiments, infrared and
UV, which make it possible to achieve conforma-
tional selectivity. The assignment of IR and UV
spectra is based on ab- initio calculations that we

performed.
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1 - Introduction

1.1. Généralités

L'ADN (I'acide désoxyribonucléique) constitue le support de I'information gé-
nétique, qui permet de coder les protéines nécessaires au bon fonctionnement
du corps humains ainsi qu’a celui de nombreuses espéces vivantes de la planéte.
L'’ADN est considéré comme un biopolymére formé de plusieurs nucléotides. Un
nucléotide est formé par la combinaison de trois molécules : une base purique
(adénine ou guanine) ou pyrimidinique (cytosine, thymine ou uracile), un sucre
(ribose ou désoxyribose) et un acide phosphorique. La succession de nucléotides
permet de former un brin d'ADN. Dans le noyau cellulaire, 'ADN se trouve sous
forme d'une structure en double hélice constituée de deux brins et caractérisée
pour la premiere fois par James Watson et Francis Crick.[1] Pour former cette struc-
ture hélicoidale, les bases nucléiques de chaque brin s'appareillent entre elles
spécifiqguement : I'adénine avec la thymine et la guanine avec la cytosine(1.1a,b).
La structure de cet appariement a été mise en évidence par Watson et Crick avec
la formation de deux liaisons hydrogéene entre I'adénine et la thymine et de trois

liaisons hydrogéne entre la guanine et la cytosine.

a) b) C) "'.:‘ 3 _‘.-
¢ Rt
¢ . c B X

Guanine-Cytosine Adénine-Thymine Structure en double
hélice

Figure 1.1 - a) Appariement entre la guanine et la cytosine, b) Appariement entre

I'adénine et la thymine, C) Strucutre en double hélice de 'ADN
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Les bases nucléiques cytosine, thymine et uracile sont des dérivés de la pyri-
midine, une molécule azotée hétérocyclique aromatique voisine de la pyridine et
comportant deux atomes d’'azote. L'adénine et la guanine quant a elles sont des
dérivés de la purine, elle-méme constituée d'un cycle pyrimidine fusionné a un
cycle imidazole. Ces bases absorbent les rayons UV grace a la nature aromatique
conjuguée conférée par les noyaux puriques et pyridiniques. Or, ce processus pho-
tophysique n’est pas souhaité dans le monde du vivant afin de préserver la stabi-
lité du génome. De nombreuses études ont pu montrer que les rayonnements UV
pouvaient étre des sources de mutations du code génétique et induire de nom-
breux dommages dans le corps humain et notamment l'apparition de cancers de
la peau. [2, 3] Ces dommages de 'ADN pourraient étre expliqués par la création
de diméres formés a partir de liaisons covalentes entre les bases nucléiques d’'un
méme brin. [4] L'espéce dimérique majoritairement évoquée dans la littérature
est le dimeére cyclobutanique de pyrimidines (CPD) [4, 2, 5] formé principalement
a partir de deux pyrimidines dont les liaisons doubles se cassent pour former un
cyclobutane. Des études ont montré que des espéeces dimériques formées apres
absorption de rayonnement UV entrainent des processus d'apoptose, c'est-a-dire
la mort cellulaire. [6] Plusieurs études ont montré que la dimérisation pouvait
aussi étre induite par la présence de photo-sensibilisateurs qui transférent I'éner-
gie absorbée par rayonnement UV vers I'état triplet des bases pyrimidiniques et

déclencheraient la réaction de dimérisation. [7, 8, 9]

Néanmoins, les bases de 'ARN et de 'ADN sont des exemples marquants de
la sélection étroite de molécules organiques sur lesquelles repose la vie telle que
nous la connaissons. Le fait est que, seulement deux paires de bases Adénine-
Thymine (AT) et Guanine-Cytosine (GC) codent toute I'information génétique, avec
les liaisons hydrogéne qui régissent la complémentarité des bases. Des études
ex-vivo ont montré que les bases de 'ADN sont le fruit de nombreuses réactions
photo-induites dans des glaces de pyrimidines et de purines contenant des mo-
l[écules d’eau, dammoniac et de méthane. [10] Entre la formation des bases de
I'ADN dans des environnements extrémes [11, 12] et I'apparition du vivant, elles

ont réussi a rester intactes malgré la présence de rayonnements intenses ce qui
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implique une certaine photostabilité.

Le concept de photostabilité et les mécanismes assurant la photostabilité peuvent
étreillustrés avec les photostabilisateurs. [13] Ce sont en général des molécules or-
ganiques aromatiques, présentant des liaisons hydrogene intramoléculaires, qui
possedent une section efficace d’absorption importante dans le domaine UV et
peuvent convertir I'énergie des photons absorbés en chaleur, sans subir de dé-
gradation photochimique. Le mécanisme principal responsable de cette photosta-
bilité est une désexcitation non-radiative ultrarapide de |'état localement excité
vers |'état fondamental. Ce processus, appelé conversion interne, sert a conver-
tir 'énergie des photons UV susceptible d'induire des dommages en énergie vi-
brationnelle (chaleur) qui est ensuite dissipée par I'environnement. Les bases de
I'ADN et en particulier les structures supramoléculaires de 'ADN et des protéines
disposent de mécanismes de désactivation a I'état excité tres efficaces qui sont
similaires a ceux des photostabilisants. Les calculs soutiennent I'hypothese selon
laguelle la photochimie des liaisons hydrogene joue un rdle décisif pour la pho-
tostabilité du codage moléculaire de lI'information génétique dans les paires de
bases d’ADN isolées. Ces résultats suggerent que les structures Watson-Crick, a
savoir Guanine-Cytosine et Adénine-Thymine se distinguent par des mécanismes
de désactivation a I'état excité particulierement efficaces qui maximisent leur pho-

tostabilité. [14]

Cependant, les voies de relaxation sont plus complexes car d’autres chemins
de relaxation sont envisagés avec notamment l'implication des état triplets dans
le processus de désactivation. Ces voies de relaxation ont été mises en évidence
en solution. [15] Ceci nous ramene donc vers I'importance des états triplets dans
les réactions de dimérisations des bases de 'ADN. La présence de chemins de
relaxation non-radiatifs vers des états triplets pourrait expliquer l'origine de pho-
todommage en absence de photosensibilisateur. Il est donc d'un intérét majeur
d'étudier les processus de relaxation de 'ADN et en particulier celui des bases
nucléiques pour comprendre a la fois la photostabilité de 'ADN mais aussi les

processus a l'origine de dommages potentiels.
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1.2 . Etat de I'art

Au cours de cette these, jai étudié les bases protonées de 'ADN/ARN. La re-
présentation des bases pyrimidiniques neutres, thymine, uracile et cytosine, est

donnée dans la figure 1.2.

Thymine Uracile Cytosine

Figure 1.2 - Représentation des bases pyrimidiniques avec la numérotation des

atomes.

La figure 1.3 montre la représentation des deux bases de 'ADN, adénine et gua-
nine. Le noyau purine peut donner lieu a neuf formes tautoméres possibles, c'est-
a-dire des isomeres de constitution interconvertibles par la réaction chimique ré-
versible de migration d'un atome d’hydrogene, appelée tautomérisation. Seules
les formes ou I'atome d’hydrogéne ce trouve sur I'atome N-(7H) mais surtout celle
ou l'atome d’hydrogene est localisé sur 'atome d’azote Ng(9H) existent en solution

neutre (voir figure 1.3 pour la numérotation).

Guanine

Adénine

Figure 1.3 - Représentation des bases purines avec la numérotation des atomes.
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1.2.1. Mesures de durées de vie des bases de 'ADN/ARN en solution

La durée de vie de 'adénine en solution aqueuse a été mesurée a 7 =1,64+0,3 ps
en utilisant la méthode de photolyse flash pour sonder I'absorption transitoire a
une longueur d'onde d’excitation de 280 nm[16]. La modification structurale avec
I'ajout d'unribose (adénosine: 7 =1,940,3 ps) et d'un groupement phosphate (adé-
nosine 5-monophosphate : 7 = 2,1£0,3 ps) n‘affecte pas cette durée de vie de fa-
con significative. Des expériences de spectroscopie pompe-sonde femtoseconde
en solution aqueuse par Reuther et al[17] ont permis de mesurer une durée de vie
associée a I'état S; de 71 ~ 1 ps pour les quatre bases adenine, cytosine, thymine

et uracile.

Peon et Zewail [18] ont mesuré les déclins de fluorescence des nucléosides
(base azotée associée a un sucre) : adenosine, guanosine, cytidine et thymidine
et des nucléotides correspondants (base azotée associée a un sucre et un acide
phosphorique) avec la technique de fluorescence up-conversion avec une réso-
lution femtoseconde. Les durées de vie mesurées sont toutes sub-picoseconde
(520-980 fs), avec un temps 20% plus long pour les nucléotides, ce qui permet
de confirmer la possibilité pour ces systeme de se relaxer par un processus non-
radiatif ultrarapide a I'état fondamental par conversion interne. Ce processus est

capital en biologie car il permet de maintenir la stabilité de 'ADN.

1.2.2 . Spectroscopie électronique des bases de 'ADN/ARN neutres

La spectroscopie de l'uracile et de la thymine neutres a été étudiée dans le
groupe de Levy en 1988 [19] en jet moleculaire supersonique (figure 1.4). Le spectre
R2PI (pour resonance enhanced two-photon ionization) des deux molécules présente
une spectroscopie avec une seule bande trés large dans la région de 36000 cm~1,
Deux hypothéses sont évoquées pour interpréter cet élargissement : (i) un cou-
plage entre deux états électroniques excités et (ii) des facteurs Franck-Condon
défavorables dus a un changement important entre la géométrie de I'état fonda-

mental et la géométrie de I'état excité.

La spectroscopie électronique de la guanine, 'adénine et la cytosine neutres

a été obtenue dans le groupe de de Vries en 2002 [20]. Il a été montré que les
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Figure 1.4 - Spectroscopie UV de la thymine et de l'uracile neutre obtenue par le

groupe de Levy [19]

spectres obtenus étaient composés de plusieurs formes tautomériques des bases
de I'ADN. Dans le cas de la guanine, quatre tautomeres ont été identifiés et pour
I'adénine et la cytosine, deux tautomeres ont été observés. Les différents tauto-
meéres identifiés sont des transferts d’hydrogéne entre des groupes oxo < hy-
droxo et amino <> imino. La tautomérie de I'adénine se caractérise par le trans-
fert d’'hydrogéne entre les atomes d'azote N5 et Ng, entrainant une modification
des longueurs de liaisons N, -Cg et Cg-Ng. La forme la plus stable est le tauto-
mere NgH. Dans la cytosine, les deux tautomeres les plus stables sont : (i) une
forme keto et (ii) une forme énol. La forme keto est la forme représentée dans la
figure 1.2 avec une fonction carbonyle et un hydrogene sur 'atome d'azote N;. Le
tautomere énol présente une fonction alcool sur 'atome d'oxygéne O et 'atome

d’azote N5 forme une double liaison avec le carbone GC,.

En 2006, Choi et Miller [21] ont identifié quatre formes tautomeres de la gua-
nine par des expériences de spectroscopie infrarouge en gouttelettes d’hélium,
attribution confirmée par le groupe de Mons. [22] Comme dans le cas de l'ade-
nine, les formes tautomeres NgH et N;H peuvent coexister et de plus, comme

dans la cytosine, la tautomeérisation de la fonction carbonyle conduit aux formes
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keto et énol.

1.2.3 . Dynamique de relaxation dans les bases neutres de 'ADN/ARN

Les processus de relaxation dans les bases neutres de I'ADN ont été trés lar-
gement étudiés a la fois d'un point de vue expérimental et d'un point de vue théo-

rique. Ces études ont fait 'objet d’'un article de revue en 2016 [23].

Uracile et Thymine

L'uracile et la thymine ont des structures similaires, a ceci pres que, I'hydro-
gene sur le C; dans 'uracile est substitué par un groupement méthyle - CHs (voir
figure 1.2). De nombreuses études ont montré que le premier état excité de l'ura-
cile et de la thymine neutre est un état noir 'nz* (Qui n‘est pas accessible optique-
ment)[24, 25]. Cet état est calculé entre 4,41 eV et 5,05 eV dans le cas de 'uracil. Le
second état excité a partir de la géométrie de I'état fondamental (calcul vertical)
est un état '77* dans la région entre 5,23 et 5,38 eV. Pour la thymine, I'état 'n7*
est calculé entre 4,48 et 5,02 eV et son état 'n7* entre 5,06 et 5,33 eV[25].

Les optimisations de géométries permettent d’établir le minimum d'énergie
de ces états sur la surface d'énergie potentielle mais dépendent des méthodes
de calculs utilisées. Les méthodes principalement utilisées pour calculer ces états
sont RI-CC2(second-order approximate coupled cluster), MS-CASPT2(Multistate Com-
plete Active Space Perturbation Theory) et TD-DFT (Time-Dependent Density Functio-
nal Theory). Les états 'nr* sont calculés entre 3,69 et 4,34 eV pour l'uracile et 3,74
et 4,33 eV pour la thymine[26, 27, 28, 29]. Cependant, la position du minimum
de l'état '77* est beaucoup plus controversée. Deux minima sont évoqués : (i)
un premier minimum ou la densité électronique est localisée sur la double liai-
son C,-0Og décrit Lrom*[30], voir figure 1.5(b) et (ii) un deuxieme minimum dont
la géométrie présente une déformation en quasi-bateau trés proche en énergie
de I'état S; [27], voir figure 1.5(a). L'optimisation avec des méthodes CC2, tout en
gardant une contrainte sur la symétrie (Cy), calcul I'état 'zom* comme le plus bas
minimum de la surface d’énergie potentielle de 'état Ss.

Le processus de relaxation majoritairement admis est un processus non-radiatif
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J b)

Figure 1.5 - Géométries des minima de l'état ' r*de l'uracile extrait de la figure 4

de l'article de revue de R.Improta [23] a)Minimum en quasi-bateau[27],b)Minimum

17r07r>"[31].

a partir de I'état localement excité qui se relaxe en se déformant vers une inter-
section conique S1/Sq de type éthylénique (Eth-Col). Cette structure a été calculée
en utilisant la méthode d'interaction de configuration multi-référence (Multi Refe-
rence Configuration Interaction - MRCI) dans l'uracile [24] et présente une torsion
de la liaison Cg - Cg ou I'atome de carbone Cg sort du plan du cycle. L'énergie de
cette intersection conique a été optimisée a 4,00 eV pour l'uracile et 3,90 eV pour
la thymine en MS-CASPT2. D'autres structures d'intersection conique ont été cal-
culées mais sont localisées bien plus haut en énergie et ne devraient pas jouer un

réle majeur dans le processus de relaxation.

La relaxation depuis I'état optiquement actif '77* n'est pas clairement définie
et dépend aussi des méthodes utilisées. Un passage direct entre la région Franck-
Condon et l'intersection conique Eth-Col est évoqué pour la thymine (calculs MS-

CASPT2 et CASSCF) et l'uracile (calculs CASPT2 et CASSCF). [32, 33]

Un autre chemin a été proposé a partir de I'état '77* ou le systéme se relaxe-
rait vers le minimum de I'état Sy '7o7*. Dans cette géométrie, le franchissement
d’'une petite barriére permet d'atteindre une intersection conique entre 'état S; et
S1.[33, 34] Le processus de relaxation se poursuit en rejoignant soit le minimum

de I'état S; nz*, soit I'intersection conique Eth-Col.[33]

L'accés a I'état triplet a aussi fait 'objet de nombreuses études théoriques. Le

passage inter-systéme entre un état singulet 'n7* et un état triplet 3r7* est favo-
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rable. Dans la thymine, une région de la surface d'énergie potentielle a été identi-
fiée comme présentant une dégénérescence entre un état singulet et un état tri-
plet [35], ce qui devrait permettre a une population excitée d'atteindre cet état tri-
plet. Une étude TSH/CASSCF (Trajectory Surface-Hoping/Complete Active Space Self-
Consistent Field) a permis de montrer dans le cas de l'uracile que le passage de
I'état 'n7* vers l'état triplet 3rr* était favorisé[31]. La relaxation vers I'état 'nn* est
possible a partir du minimum de I'état S2 'ro7*.

[l apparait donc dans la thymine et l'uracile neutre deux voies de relaxation pri-
vilégiées, résumé dans la figure 1.6, a partir de I'état excité 'z7*, une voie menant
directement a l'intersection conique Eth-Col et une voie conduisant a un minimum
lrom*. La population se relaxe ensuite vers I'état 'n7* et dans I'état Sy la popula-
tion pourrait rejoindre l'intersection conique Eth-Col ou se relaxer vers le triplet

3o,

',
Fi: ’{J‘ <1
[, y
] \‘ (2)
S(mar*)=min : +—2 S{m,a*)-min

[Erh}{ar/ .--"""--_.S'[n,.r:"]-nﬁn '
O S(ma*)

: B S(n,n*)
A \ == " =
min .

Figure 1.6 - Schéma des surfaces d'énergies potentielles des états excités et de

I'état fondamental de l'uracile et de la thymine neutre[33, 34]

Cytosine

La différence entre la cytosine et les deux autres bases pyrimidiques se situe
au niveau du premier état excité qui est un état !7n*. L'excitation verticale est

calculée entre 4,54 et 4,65 eV. Deux états a transfert de charge sont déterminés
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dans la cytosine, un premier état impliquant la paire libre de l'azote N3 ny7* et
un deuxiéme état impliquant une paire libre de l'oxygéne O, lnon*. L'état le plus
bas en énergie est 'état 'ny7* entre 4,76 et 5,29 eV tandis que I'état 'npon* est
localisé entre 5,54 et 5,95 eV.

L'optimisation de I'état ! 77* conduit & un mimimum localisé entre 3,77 et 4,48 eV.
Plusieurs structures ont été déterminées comme étant des minima de la surface
d’énergie potentielle : (i) une structure quasi plane [36], (ii) une structure présen-
tant un léger pliage du cycle butterfly ring deformation [37] et (iii) une structure
nommée OP-min ou I'atome Nj et le groupement NH, sortent du plan dans des

directions opposées. [38]

Les recherches d'intersections coniques pour expliquer les processus de re-
laxation ont permis d'identifier une premiére intersection conique entre I'état 'nomx
et I'état fondamental entre 4,8 et 5,2 eV. La géométrie de cette intersection co-
nique est quasi plane et présente seulement une élongation de la liaison C; - 05.[39]
Cependant la localisation de ce croisement est relativement haute en énergie.
D’autres études ont permis d'identifier une intersection conique plus accessible
depuis le minimum OP-min avec une petite barriere de 0,14 eV. [38] Une troisieme
intersection conique de type éthylénique Eth-Col a été identifiée comme une voie

de relaxation possible vers I'état fondamental. [40]

Comme dans le cas de la thymine et de l'uracile, le passage vers I'état triplet a
aussi été étudié. Une région de la surface d'énergie potentielle de I'état S; quasi
dégénéré avec I'état triplet 7 a été identifiée et a permis de calculer un couplage
spin-orbite de 20 cm~! au niveau CASPT2. [32] Le passage inter-sytéme entre un
état singulet et un état triplet dans la cytosine a aussi été confirmé au niveau

CASSCF.[41]

La présence de plusieurs minima sur la surface d'énergie potentielle rend la
compréhension du processus de relaxation plus difficile. Avec un faible exces
d'énergie deux processus seraient en compétition, a savoir la relaxation vers I'in-
tersection conique Eth-Col et la relaxation vers le minimum OP-min qui permet-
trait ensuite d'atteindre une autre intersection conique proche en énergie pour

retourner dans I'état fondamental. Ces processus sont réesumés dans la figure 1.7.
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So/Snm*-Col

Sor*-min

Eth-Caol

Figure 1.7 - Schéma des principaux processus de relaxation théorique de la cyto-

sine neutre[36, 42]

Guanine

Le processus de relaxation a principalement été étudié sur les tautomeres gH
et 7H dela guanine. Dans le tautomeére gH neutre le premier état excité est un état
L, '77*. La transition verticale est calculée par TD-DFT a 4,53 eV. [43] Un deuxiéme
état excité L, '77* est calculé avec une force d'oscillateur plus grande que I'état
L, 'w7*. Le spectre simulé de ces états en CC2 prédit une bande a 4,8 eV et une
autre bande a 5,5 eV. [44] Les calculs réalisés sur le tautomere 7H présentent des
valeurs du méme ordre de grandeur pour L, '77* et Ly, 'n7*.

Le minimum de I'état L, '77* présente une pyramidalisation du carbone C, por-
tant le groupement - NH,.[45] Les calculs de MEP (minimum energy path) (calculs
CASPT2 et CASSCF) localisent une intersection conique L, '77*/Sy avec une éner-
gie adiabatique, par rapport au minimum de I'état fondamental Sy, a 4,3 eV. [46]
Cette structure de l'intersection conique, nommeée 2E-Col, présente une distorsion
hors du plan du carbone C,. Des calculs au niveau CASPT2 et CASSCF ont permis

de déterminer un minimum de l'état L, ‘77" avec une géométrie plane du cycle
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mais un groupement - NH, perpendiculaire au plan, ce qui suggére un croisement
avec l'état 'nm* proche de la région Franck-Condon. Le minimum de I'état 'nm* est
localisé a 0,26 eV en dessous de l'intersection conique 2E-Col. Une seconde inter-
section conique, nommée 6E-Col, est accessible depuis I'état 'n7* via une barriére

de 0,07 eV.[46]

Dans la guanine neutre la voie de relaxation principale apreés excitation du pre-
mier état optiquement actif semble étre la déformation du carbone C, conduisant
a l'intersection conique 2E-Col permettant ensuite de rejoindre I'état fondamental

So.

1.2.4 . Durées de vie - mesures expérimentales et simulations

En 2010 Barbatti et al. [44] ont répertorié les constantes de temps des bases de
I'ADN/ARN et de leurs dérivés observées expérimentalement afin d'avoir un point

de comparaison des temps extraits des simulations des dynamiques.

Dans le cas de la thymine et de l'uracile, trois constantes de temps ont été
identifiées en excitant avec un laser de pompe a 250 nm. Pour la thymine, les
constantes de temps mesurées sont : 7| = <0,05 pS, T2 = 0,49 ps et 13 = 6,3 ps.
Pour l'uracile, les constantes de temps mesurées sont : 7; = <0,05 ps, 72 = 0,53 PS
et 73 = 2,4 ps. [47]. En diminuant I'énergie d'excitation a 267 nm de légeres modi-
fications sont observées sur les constantes de temps 7; et 73, mais la constante
de temps 7 d'une centaine de femtosecondes n'est pas observée expérimentale-
ment dans les deux molécules. Néanmoins, les simulations donnent une constante
To = 0,74 Ps [44] dans le cas de l'uracile, mais les trajectoires associées a ce temps
représentent une fraction minoritaire. Des constantes de temps de 5,12 ps pour
la thymine et 1,05 ps pour l'uracile ont aussi pu étre mesurées a 267 nm.[48, 49]
Les temps ps observés ont été attribués au processus de relaxation vers I'état S;
(‘nm*) depuis I'état Sy (77*).

Dans la cytosine neutre, trois constantes de temps sont aussi observées en
excitant a 250 nm : 7, = <0,05 ps, 2 = 0,82 ps et 73 = 3,2 ps.[47] En excitant a
267 nm, deux temps sont mesurés comme dans la thymine et l'uracile, c'est-a-

dire 71 = 0,16 ps et 73 = 1,8 ps.[48, 49] Cependant, les simulations indiquent que
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la grande majorité des trajectoires conduisent a une désexcitation a |'état fonda-

mental avec un temps intermédiaire 7 = 0,53 ps. [44]

Dans la guanine, deux constantes de temps sont observées en excitanta 267 nm,
une constante de temps de 100 fs et une constante de temps comprise entre 360

et 800 fs.[48, 49]

Les mesures de toutes ces constantes de temps ont été possibles grace a l'uti-
lisation de lasers femtosecondes avec des durées d'impulsions courtes pour son-
der des processus ultrarapides. Néanmoins, cela présente certains désavantages
notamment en terme d’énergie d'excitation. En effet, I'excitation a un photon de
267 nm (4,64 eV) apporte de I'exces d’énergie par rapport au minimum d'éner-
gie de transition électronique, qui se situe autour de 300 nm (4,13nm). Cet exces
d'énergie peut étre suffisant pour ouvrir des voies de relaxation qui pourraient
ne pas étre observées en excitant a proximité de la bande origine. De plus, avec
I'emploi des lasers ultracourts, il est difficile de tenir compte de la spécificité en
tautomere de certaines base de 'ADN. Le signal obtenu peut donc étre la somme
d'un ensemble de mécanismes de relaxation qui sont potentiellement en compé-

tition et des contributions provenant de différents tautoméres.

C'est pourquoi d'autres études de dynamique ont été réalisées en ayant un
compromis a la fois sur la résolution temporelle pour sonder les processus ra-
pides, 'accordabilité et la résolution en énergie pour garder une sélectivité sur les
structures sondées. En 2016, le groupe de Leutwyler a pu mesurer, avec un laser
picoseconde (résolution : 20 ps, ~10 cm™1), une constante de temps de 7 = 730 ps
sur la bande origine de la transition dans la cytosine (31835 cm™!, 314,12 nm) qu'ils
ont attribuée & la durée de vie de I'état S; 'n7*. [50] Cette constante de temps est
700 fois plus grande que les mesures par des expériences pompe-sonde femtose-
conde ou I'on obtient un temps 0,2 < 7 < 1,2 ps avec une excitation a 263 - 270 nm.
Ce groupe a aussi mis en évidence qu'avec un excés d'énergie de 500 cm~! par
rapport a la bande origine, une voie de relaxation est ouverte et conduit vers I'in-

tersection conique Eth-Col. [51]

L'étude de la dynamique proche des bandes origines a permis de mettre en

évidence le role de certains états excités dans le processus de relaxation. En 2002,
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Nir et al. [52] ont attribué une constante de temps de 290 ns a la durée de vie de
I'état triplet de la cytosine. Dans la thymine, des dérivés méthylés de la thymine
et de l'uracile, des constantes de temps ns ont été mesurées, qui pourraient étre
attribuées a la durée de vie d’'un état noir. Dans la thymine, ce temps est estimé
a 20 ns.[53] La spectroscopie infrarouge d'un état noir de la thymine, avec une
durée de vie de plusieurs centaines de ns, a pu étre observée par le groupe de de

Vries.[54]

1.2.5 . Bases de 'ADN/ARN protonées

L'adénine protonée est certainement la base de 'ADN dont la spectroscopie
et les processus de relaxation ont été les plus largement étudiés. Marian et al[55]
ont enregistré le spectre de photodissociation UV de 'adénine protonée produite
par électrospray et piégée dans un piége de Paul. Le spectre obtenu présente une
large bande d'absorption a laquelle se superposent des bandes vibronniques qui
semblent relativement larges. C'est un changement drastique de la spectroscopie
de I'état '77x par rapport & la molécule neutre. Les calculs théoriques permettent
d'attribuer le spectre UV au tautomere le plus stable 1H-gH. Néanmoins, les contri-
butions des autres formes tautomeéres au spectre ne peuvent pas étre exclues, en
particulier le tautomere 3H-7H. Le changement drastique dans la spectroscopie
de I'adénine aprés protonation est interprété par l'accés direct et sans barriére a
une intersection conique S1/Sy, ce qui se traduit par une durée de vie tres courte
de I'état Ln7*, mesuré a 161 fs.[56] Dans I'adénine neutre, I'accés a I'intersection
conique nécessite le passage par un état de transition qui augmente la durée de
vie de I'état '77* (9 ps)[57] et se traduit par une spectroscopie résolue. L'étude réa-
lisée par Cheong et al [58] sur le tautomeére 3H-7H montre qu'il présente la méme
spectroscopie d'action que le conformeére le plus stable et évoque un processus

de relaxation ultra-rapide similaire.

Le groupe au sein duquel jai réalisé cette thése avait déja commencé a s'in-
téresser aux bases de 'ADN/ARN protonées.[59] L'étude de la spectroscopie de
photodissociation UV (UVPD) de la cytosine et de l'uracile protonée a permis de

caractériser les domaines d'absorption des deux formes tautomeres keto et énol.
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Le spectre UVPD de la thymine protonée est attribué au tautomere énol. Ces trois
bases pyrimidiniques présentent des bandes origine d'absorption moins énergé-

tiques que la pyrimidine protonée, dont la bande origine se situe vers 250 nm.

Précédemment, le groupe a proposé un mécanisme de relaxation pour la cyto-
sine protonée, mettant en évidence le réle des états a longues durées de vie dans
le processus de relaxation.[60] Le groupe a pu proposer le mécanisme suivant
pour le tautomere keto de la cytosine par des expériences pompe-sonde multi-
échelle et 'appui de calculs théoriques CC2. En excitant le tautomere keto sur la
bande origine, la population excitée se relaxe en 140 fs de I'état '77* plan vers un
minimum !rcon*. La durée de vie de cet état ' mcon* est estimée & 5 ns. Il s'ensuit
une relaxation de la population vers un état a transfert de charge 'no7n* dont la
durée de vie est mesurée a une vingtaine de us. De cet état 'npo7*, la population
excitée peut se transférer vers I'état triplet 377* par passage inter-systéme ou la
population reste piégée pendant 15 ms avant de se désexciter vers I'état fonda-
mental Sy par un nouveau passage inter-systeme. Le mécanisme de relaxation

eut donc &tre résumé comme ceci 'm1* = Toon* = lnon* — 3T — 9.
co 0

De la méme facon, le groupe a pu proposer un mécanisme légerement diffé-
rentdans le cas du tautomeére énol de la cytosine protonée. Dans ce dernier, étant
donné que le proton se fixe sur 'atome d'oxygeéne les états 'rcon* et 'non* sont
absents. La population excitée dans la région Franck-Condon emprunte une voie
de relaxation impliquant I'état 'ny, 7* dont le groupement - NH, se distord per-
pendiculairement au plan de la molécule. La durée de vie de cet état est de 'ordre
de 1.5 us. A partir de cet état, la population peut aussi se relaxer vers un état triplet
avant de se désexciter dans I'état fondamental Sy. Des processus de désactivation

par conversion interne ont pu &tre observés depuis les états ' w7* et les états 'nr*.

1.2.6 . Effets d’environnement

Une fois les propriétés intrinseques des bases de 'TADN/ARN protonées et iso-
lées connues, les études des effets de I'environnement apparaissent comme une
suite logique dans la compréhension des mécanismes de relaxation. En milieu

biologique, I'eau apparait naturellement comme le solvant le plus pertinent.
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En 2006, Mercier et al.[61] ont montré que I'addition de deux molécules d'eau
suffit pour rallonger la durée de vie de I'état excité du tryptophane protoné et
obtenir un spectre vibrationellement résolu. Cet acide aminé contient un hétéro-
cycle indole qui lui confére des propriétés spectroscopiques d'absorption dans
le domaine UV. Le tryptophane neutre a été étudié en jet moléculaire superso-
nique et plusieurs conformeres stables ont été identifiés.[62] Le spectre obtenu
est un spectre résolu avec une bande origine 0Y intense et une progression de
bandes de combinaisons d'un mode de basse fréquence a 26 cm~! sur les pre-
miers ~ 100 cm~!. La spectroscopie UVPD du tryptophane protoné a été étu-
diée dans un piege 22-pole refroidi a 10 K a Lausanne dans le groupe de Thomas
Rizzo.[63] Le spectre du tryptophane protoné (protonation du groupement - NH,)
obtenu a 10 K (voir figure 1.8) présente une bande large de 347 cm™! autour de
35000 cm~! (285,7 nm). Ce comportement suggére une durée de vie a I'état ex-
cité relativement courte, ce qui est en accord avec les expériences pompe-sonde
réalisées a Orsay oU une durée de vie de 380 fs de I'état excité 'rm* a été mesu-
rée pour une longueur d'onde d’excitation de 266 nm.[64] Le couplage entre I'état
localement excité lrm* et 'état dissociatif 'mony,*, caractérisé par la perte d'un
atome d’hydrogene, est a l'origine de cette durée de vie ultracourte a une longueur
d’'onde d'excitation de 266 nm. A I'énergie de la bande origine (~286 nm), c'est un
transfert de proton rapide vers le cycle qui est a l'origine de la spectroscopie non
résolue. Les études de microhydratation a Lausanne ont permis de montrer que
I'ajout de molécules d’eau permet de repousser cet état dissociatif suffisamment

haut en énergie pour retrouver une spectroscopie résolue avec des bandes fines.
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Figure 1.8 - Spectre de photodissociation UV du tryptophane protoné et des com-

plexes mono/bi hydratés[61]

En 2015, Etienne Garrand a développé un nouveau dispositif expérimental avec
une approche double piege,[65] combinant un piege linéaire refroidi a I'azote li-
quide et un piege de Paul maintenu a ~ 10 K, pour étudier les structures des com-
plexes faiblement liés par spectroscopie IRPD. Précédemment, les especes solva-
tées étaient principalement générées avec des sources de type électrospray. Ce-
pendant, la production d'especes hydratées se limite principalement a quelques
molécules de solvant. L'objectif de Garrand était de trouver une facon plus gé-
nérale de former des especes solvatées. Le premier essai a été de former les es-
peces hydratées directement dans le piege quadripolaire refroidi. Le refroidisse-
ment permet d'une part de former plus facilement des agrégats faiblement liés et
d’autre part de former des agrégats de tailles plus importantes. Néanmoins, les
molécules de solvant se condensent sur les parois du piége a plus basse tempéra-

ture et rendent le fonctionnement instable. Pour pallier a ce probleme, le choix a
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été de former les complexes dans un premier piége linéaire (octopole) refroidi en
amont de la trappe quadripolaire. L'octopole est refroidi par un cryostat a azote
liquide pour favoriser la formation de complexes a une température comprise
entre 8o K et 300 K. Les agrégats formés sont ensuite envoyés dans le piége qua-

dripolaire refroidi a 10 K.

Cette approche a été testée sur le dipeptide protoné glycine-glycine (GlyGlyH™).
Avec l'octopole a 300 K, aucun agrégat n'est formé. En abaissant la température a
80 K, des complexes GlyGlyH™ .(H,0),, ont été observés avec n > 30. L'étude des
complexes GlyGlyH™ .(H,0),, avec n tel que 0 < n < 4 a permis de suivre I'évolution
des modes des liaisons N-H et O - H de GlyGlyH™ et les modes d'élongation O-H
libre de I'eau par spectroscopie IRPD. Ces expériences ont permis d'identifier le
site préférentiel de complexation des molécules d'eau a proximité de la charge
électrostatique NH;™ avec chaque hydrogéne formant une liaison hydrogéne. Les
expériences avec le méthanol et 'acétone comme solvant ont montré que les
agrégats étaient de plus petites tailles, étant donné que les pressions partielles
de ces solvants sont plus faibles a basse température, avec rarement plus de six
molécules de solvant agrégées. Ils en ont déduit que ces molécules interagissent
seulement avec les groupements fonctionnels de I'ion et remplissent uniquement

la premiere sphére de solvatation.

En 2008, Bakker et al [66] se sont intéressés a caractériser la tautomérie de
l'uracile protonée, par photodissociation IR de sa forme monohydratée. La spec-
troscopie IR dans les régions 1000-2000 cm~! et 2500-3800 cm~! a permis d'iden-
tifier au moins deux structures. Le mode d’élongation O -H libre a 3556 cm~! est
la signature d’'un tautomere énol, tandis que la présence du conformer keto n’a
pas pu étre confirmée. Il a été suggéré que la présence de la molécule d'eau cata-
lyse en partie la réaction de tautomérisation de l'uracile protonée en abaissant la
barriére d'activation de 164,7 k].mol~! & 69,5 k].mol~! & 298 K, en permettant un

transfert de proton partiel de l'uracile vers la molécule d’eau.

En 2009, Bakker et al [67] ont étudié le monohydrate de la cytosine protonée
par spectroscopie de photodissociation IR dans la région 2700-3500 cm~!. D’aprés

les calculs, trois conformeres sont succeptbiles d’étre présents mais une seule de
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ces structures a pu étre clairement attribuée.

A partir de leurs études, nous pouvons supposer que nous devrions également
conserver la tautomérie des molécules au cours de I'hydratation sans isomérisa-
tion possible. Notons par ailleurs que les modes d’élongation N-H et O-H liés,
dans le domaine 2700-3200 cm™!, sont calculés avec des intensités élevées par
rapport aux autres bandes du spectre mais, expérimentalement, ces bandes sont
relativement larges et de faibles intensités.

En 2014, Pedersen et al [68] se sont intéressés a l'effet de la solvatation sur la
spectroscopie électronique de 'uracile et de la thymine protonée avec pour but de
comprendre le role que peut jouer la molécule d'eau sur la transition électronique
et a partir de combien de molécules d'eau complexées le spectre serait confondu
avec celui mesuré en solution. Les ions sont d'abord piégés dans un octopole si-
tué dans une chambre possédant une importante pression de vapeur d'eau. La
spectroscopie de photodissociation des complexes a été enregistrée a tempéra-
ture ambiante. Apres absorption UV les fragments observés résultent de la perte

de : (i) HO, (ii) H>O et NH; et (iii) H,O et HNCO.
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Figure 1.9 - Spectre d'action de a) la thymine protonée/monhydratée et b) uracile

protonée/monohydratée obtenu par Perdersen[68]

Le spectre de la thymine hydratée présente deux bandes d'absorption entre
210 et 230 nm et entre 240 et 280 nm. Un signal de faible intensité est observé

entre 280 et 335 nm (figure 1.9 a) cercle noire). lls ont observé que le signal d'ab-
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sorption entre 280 et 335 nm n'est observé que sur la perte d'eau. C'est aussi le
cas sur le spectre de l'uracile hydratée. Les bandes observées sont attribuées aux
tautomeres keto et énol dans leurs formes hydratées. lls estiment que seuls les
conformeres les plus stables de chaque tautomere devraient étre formés, mais il
est difficile d'en conclure que ce sont les seuls conformeres formés. Les transitions
électroniques d'un méme tautomere hydraté sont peu affectées par la position de

la molécule d'eau.

Le spectre de l'uracile hydratée présente trois bandes d'absorption entre 210-
230 nm, entre 230-260 nm attribuées au tautomere énol hydraté et une bande
plus large 260-310 Nnm attribuée au tautomére keto hydraté (figure 1.9 b) carré
noire). Selon les calculs théoriques, chaque tautomere ne devrait présenter éner-
gétiquement qu'un seul conformere. Le spectre UV du monohydrate présente un

décalage dans le bleu par rapport a la forme isolée.

Les calculs indiquent que la molécule d'eau favorise la formation de liaisons
hydrogeéne sur les fonctions hydroxyles des deux pyrimidines. La molécule d'eau
semble s'accrocher plus facilement sur les formes keto puisque la proportion de
tautomere keto calculée augmente avec une molécule d'eau a 23% pour la thy-

mine et 67% pour l'uracile.

Ces premiéres études spectroscopiques sur les hydrates des bases de 'ADN
protonées ont apporté quelques informations sur la structure et les propriétés
des états électroniques excités. Néanmoins, les ions sont étudiés a température

ambiante, ce qui se traduit par une spectroscopie non résolue.

Mon approche dans cette thése sera donc de fournir des données spectrosco-
piques plus précises (spectroscopie IR et UV) sur des ions froids afin de comparer

directement avec les calculs de chimie quantique.

1.3 . Problématique

Dans une premiere partie de ma these, j'ai cherché a sonder la population ex-
citée qui se retrouve dans ces états optiquement non actifs a longues durées de

vie tout en contrélant I'énergie d'excitation donnée au systeme. Afin d’étudier ces
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états a longues durées de vie, je me suis intéressé aux bases de '’ADN/ARN proto-
nées en piege a ion cryogénique a 10 K. Cette approche permet a la fois de refroi-
dir ces espéces protonées dans le niveau vibrationnel v = 0 a I'état fondamental et
ausside les piéger sur des durées de plusieurs dizaines de millisecondes. La proto-
nation des bases de 'ADN devrait peu influencer la position énergétique des états
Lrr*, elle peut néanmoins influencer la position des états 'nz* car en fonction du
site de protonation certains états excités du neutre 'nz* peuvent étre supprimés
lorsque le proton se fixe sur un doublet non-liant, soit d'un atome d’azote, soit d'un
atome d'oxygene. J'ai effectué des expériences (i) de photodissociation UV pour
obtenir les spectres UV des especes étudiées, (ii) de pompe-sonde multi-échelles
résolues en temps et en énergie de la picoseconde (10~!2 s) & plusieurs dizaines
de millisecondes (1073 s) pour mesurer les durées de vies des états électroniques
et (iii) de cinétique d'apparition des fragments pour caractériser le temps d'ap-
parition des fragments apres retour a I'état fondamental. Les résultats ont été
confrontés aux calculs de chimie quantique afin de proposer un mécanisme de
désexcitation a partir de I'état localement excité et jusqu’au retour a I'état fonda-

mental.

La deuxieme partie de ma these porte sur la caractérisation des effets d’envi-
ronnement sur les processus de relaxation des bases de 'ADN. L'un de ces effets
concerne linteraction de ces bases avec des molécules d’eau. Pour ce faire, jai
participé au couplage d'un piege linéaire octopolaire controlée en température
au piege a ion cryogénique a 10 K dans le but de produire des especes hydratées.
D'une part, jai effectué des expériences de photodissociation UV pour obtenir
les spectres UV des especes monohydratées avec comme premier objectif d'avoir
une comparaison directe avec les bases de 'ADN protonées pour rendre compte
de l'effet d'une seule molécule d’eau sur la structure électronique de ces systémes.
D’autre part, jai cherché a caractériser le paysage conformationnel des espéces
hydratées présentes dans le piege cryogénique par des techniques de double ré-
sonance en employant non seulement des expériences de photodissociation in-
frarouge mais aussi des expériences a deux couleurs, infrarouge et UV, qui per-

mettent d'atteindre une sélectivité conformationnel. L'attribution des spectres IR
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et UV repose sur des calculs de chimie quantique.

Le chapitre qui suit sera consacré a la description du dispositif expérimental
et des outils spectroscopiques et théoriques utilisés.

Le troisieme chapitre exposera les résultats obtenus sur les bases de ’TADN/ARN
protonées : l'uracile, la thymine et la guanine. La confrontation des mesures des
durées de vie des états excités avec les calculs de chimique quantique, qui donnent
la localisation des états électroniques, permet de proposer les mécanismes de
désactivation a partir de I'état localement 77* jusqu’au retour a I'état fondamen-
tal.

Le quatrieme chapitre est consacré a I'étude des effets d’environnement, avec
I'accent sur les especes monohydratées. La spectroscopie de photodissociation
UV des complexes monohydratés a été étudiée et comparée a celle des bases
isolées. La combinaison de la spectroscopie de photodissociation infrarouge avec
les techniques de double résonance et les calculs de chimie quantique ont permis
d'identifier les structures des différentes conformations peuplées a basse tempé-
rature.

Le dernier chapitre de cette thése donne les conclusions des études de dyna-
mique multiéchelle sur les bases de 'ADN/ARN protonées, avec un accent par-
ticulier sur le réle des états a transfert de charge et des états triplets dans les
processus de désactivation, et des études sur les complexes monohydratés qui
permettent de rendre compte précisément de l'influence d'une molécule d'eau

sur la structure électronique a partir des structures identifiées a 10 K.
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2 - Dispositif Experimental

2.1. Schéma général

Le schéma général du dispositif expérimental utilisé au cours de ma thése est
représenté sur la figure 2.1. Dans un premier temps, les espéces protonées sont
produites par une source d'ions de type électrospray développée a Aarhus au Da-
nemark.[69] Les ions sont ensuite guidés vers une premiere chambre qui contient
un octopole équipé d’'un cryostat a azote liquide. Les ions produits dans la source
électrospray peuvent étre hydratés par collisions avec des molécules d’eau conte-
nues dans le gaztampon d’hélium. Une résistance et un thermocouple permettent
de controler la température du piege qui influe sur la distribution en taille des es-
péces hydratées. Sinon, le piége est maintenu a température ambiante et les ions
produits dans la source sont dirigés directement dans la deuxieme chambre ou se
trouve un piege de Paul refroidi a 10 K par un cryostat a I'hélium. L'interaction avec
les lasers se fait au centre du piege de Paul dont le contenu est ensuite analysé
par spectrométrie de masse a temps de vol. Un ensemble d’éléments d'optique io-
nique (déviateurs, lentilles, filtre de masse, ..) permet de guider et de sélectionner

les ions que I'on souhaite étudier.
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Figure 2.1 - Schéma général du dispositif expérimental comprenant une source d'ions de type électrospray, un octopole refroidi

pour la production de complexes, un piege quadripolaire refroidi a 10 K et un spectrometre de masse a temps de vol.
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2.2 . Production d’espéces protonées

2.2.1. Principe de I'électrospray

Dans cette partie, je présente la technique utilisée pour produire des ions en
phase gazeuse. Les prémices de I'électrospray ont débuté par une prédiction de
John William Rayleigh en 1882 : lorsque des molécules de solvant contenues dans
de fines gouttelettes possédant une charge électrique s'évaporent, on devrait re-
marquer une accumulation de charges a la surface de ces gouttelettes. Cette accu-
mulation se poursuivrait jusqu’a atteindre un nombre de charges critique (appelé
limite de Rayleigh) ou la répulsion de Coulomb surpasserait la tension de surface.
Cette instabilité provoquerait ainsi un éclatement des gouttelettes en plusieurs

nouvelles gouttelettes plus petites.
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Haute tension

Figure 2.2 - Schéma de fonctionnement d'une source électrospray.

Ce n'est qu'en 1917 que cette prédiction a pu étre observée expérimentalement
par John Zeleny. En appliquant un champ électrique intense a une aiguille d'ou
s'écoule un liquide, il a pu photographier la formation d'un spray de gouttelettes
chargées. Le spray, aussi appelé cone de Taylor, est formé par l'interaction entre

les forces de tensions de surfaces des gouttelettes et le champ électrique qui leur

11



est imposé.[70] Le principe de fonctionnement est illustré sur le schéma de la

figure 2.2.

En 198, John B. Fenn a décrit le premier dispositif d’électrospray, une solu-
tion contenant I'espéce souhaitée circulant a travers une aiguille avec un débit de
I'ordre d'une dizaine de pL.min~!.[71] Cette aiguille est maintenue & une tension
de plusieurs kV relative a I'entrée du capillaire soumis a une tension de quelques
dizaines de V. Le champ électrique entre la pointe de l'aiguille et le capillaire en-
traine une dispersion du liquide, les forces de Coulomb permettent de former un
spray de gouttelettes chargées (céne de Taylor). Le champ électrique va créer une
accumulation de charges (positives ou négatives suivant le signe du champ élec-
trique) a la surface, jusqu’a atteindre la limite de Rayleigh. Cette limite atteinte,
les gouttelettes éclatent et se divisent en gouttelettes de tailles inférieures. Ce
processus se répéte jusqu'a évaporation totale du solvant et qu'il ne reste plus

que le soluté chargé positivement (ou négativement) isolé en phase gazeuse.

Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer le passage des molécules
chargées encore sous forme liquide dans les gouttelettes a une molécule isolée
en phase gazeuse. Ces deux mécanismes sont différents selon la masse du com-
posé. Le premier mécanisme proposé par Malcolm Dole en 1968 (modele du ré-
sidu chargé), suppose que la succession de fissions des gouttelettes due a I'accu-
mulation de charges a leur surface va diminuer progressivement le nombre de
molécules d'intérét au sein des gouttelettes jusqu’a ne contenir qu'une seule mo-
lécule chargée. Lorsque le solvant est évaporé de cette derniere gouttelette le

soluté ionique sera formé en phase gazeuse.[72]

Le second processus qui semble dominer pour des masses inférieures a 3000 Da
a été proposé par Iribarne et Thomson en 1976. Ce mécanisme de formation d’ion
est observé lorsque I'énergie électrostatique au sein de la gouttelette surpasse
la limite d'instabilité de Rayleigh, il est thermodynamiquement favorable pour les
ions solvatés dans la gouttelette de s'évaporer hors de celle-ci et ainsi d'étre trans-

férés en phase gazeuse.[73]

Durant mathese, les espéeces étudiées ont été dissoutes dans un mélange eau-

meéthanol avec un ratio volumique (1 :3), les concentrations des solutions sont
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de l'ordre de 200 pmol.L~!. Le débit utilisé lors des expériences est de I'ordre
de 3-4 uL.min~!. Une tension continue de 3000 V est appliquée sur l'aiguille, le
capillaire d’entrée de la chambre est porté a une tension comprise entre 50-100 V.

Ce capillaire est chauffé pour favoriser I'évaporation des molécules de solvant.

2.2.2. Source d'ions développée a Aarhus

La source d'ions développée a Aarhus est décrite schématiquement dans la
figure 1 de l'article d’Andersen et al.[69]En sortie du capillaire, les ions sont focali-
sés par une lentille, appelée Tube Lens, pour ensuite passer a travers un écorceur,
appelé Skimmer. Les ions provenant de la source entrent ensuite dans un guide
d’ions octopolaire porté a une tension de l'ordre de quelques volts, correspon-
dant a I'énergie des ions. Une radiofréquence (RF) (f = 1,5 MHz, Vjic & pic = 150 V)

est appliquée aux huit barreaux et sert a guider les ions vers la sortie de 'octopole.

2.2.3. Electrodes pulsées

Une électrode, portée a une tension légérement supérieure a I'énergie ciné-
tique des ions et placée en sortie du guide octopolaire, permet de stocker les ions.
L'électrode décrite précédemment fait partie d'un jeu de deux électrodes qui per-
mettent de donner une structure temporelle aux ions avant de les injecter dans
'octopole refroidi a 'azote liquide et/ou dans le piege de Paul refroidi. La création
de paquets d'ions pulsés permet d'une part de réaliser une sélection en masse
de l'espece d'intérét et d'autre part de synchroniser l'arrivée des ions avec I'im-
pulsion du gaz tampon, ce qui permet de piéger et de refroidir les ions dans le
piege. A chaque extraction, le potentiel répulsif de I'électrode placée en sortie de
'octopdle, appelée B, est abaissé (+10 V — -20 V) pendant un temps de ~3 us.
L'ajustement de ces tensions permet d'optimiser la formation d'un paquet d'ions
qui est ensuite accéléré par une deuxieme électrode, appelée tube de Gauss, por-
tée a - 200 V. Lorsque le paquet d’ions se retrouve a l'intérieur du tube de Gauss,
I'électrode est mise a la masse. Ce changement de potentiel permet de référencer

le paquet d’ions en sortiea o V.

2.3 . Eléments d’'optique ionique
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Des lentilles d'Einzel placées tout le long du trajet des ions entre la source et le
piege de Paul permettent de refocaliser le paquet d'ions. Elles sont constituées de
trois plagues métalliques dont les deux aux extrémités sont a o V et celle située
au centre est fixée a une tension de l'ordre de grandeur de I'énergie des ions.
Des déflecteurs, composés de deux plaques métalliques paralléles, sont utilisés
pour corriger la trajectoire du faisceau d'ions en appliquant un champ électrique

perpendiculaire au faisceau.

2.4 . Piége a ions quadripolaire

N}
O!JJ S

Vers détecteur

Figure 2.3 - Schéma du piege de Paul : (a) simplifié avec A : électrode d'entrée, B :
ring electrode, C : électrode de sortie, D : tube de Gauss et (b) dessin technique

mettant en situation du piege Paul et le tube de Gauss dans le dispositif.

Les pieges quadripolaires sont de trés bons outils de stockage qui permettent

de piéger des molécules chargées (ions positifs ou négatifs) dans un champ élec-
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trique quadripolaire. L'utilisation des trappes quadripolaires découle de I'appari-
tion des quadrupdles en spectrométrie de masse, principalement utilisés comme
filtres de masse. Ces deux dispositifs sont basés sur les méme équations : les
équations de Mathieu. Je donne dans la suite de cette partie les solutions qui per-
mettent de définir les conditions afin d'obtenir une trajectoire stable des ions au
sein du piege.

Dans le cas d'un analyseur de masse, les parametres sont ajustés pour per-
mettre a une espéece possédant un rapport m/z bien précis d'avoir une trajectoire
stable au sein du quadrupdle. Les masses plus petites et plus grandes ont ainsi
des trajectoires instables et sont expulsées du quadrupdle, le but étant d'obtenir
une seule espéce avec le rapport m/z désiré a la sortie de I'analyseur de masse.

Dans le cas d'un piége quadripolaire, les parametres sont optimisés de ma-
niere a confiner des ions avec un rapport m/z proche. Dans une zone de stabilité,
chaque ion va ainsi avoir une trajectoire propre au sein du piege, le but étant d'ob-
tenir un spectre de masse comprenant toutes les espéces piégées dans le piege
aions.

Une trappe quadripolaire est constituée de trois électrodes hyperboliques,
deux électrodes appelées end-cap electrodes et d'une électrode centrale en forme

d'anneau ring electrode. Pour obtenir un champ quadripolaire :
7“02 = 2z02

ou rg correspond a la distance entre le centre du piege et la ring electrode, z est
la distance entre la end-cap electrode et le centre du piege. Un potentiel &, est
appliqué sur I'électrode centrale, possédant une composante courant continu ou

DC (U) et une composante courant alternatif ou AC (Vzr) telle que :
®y = U — Vgrpcos(Qt +7) (2.1)

ou v correspond a la phase de la radio fréquence (RF) et () la fréquence ra-
diale. En général, la end-cap electrode est a la masse, dans notre expérience le
potentiel appliqué sur I'électrode d’entrée (A) est proche de I'énergie des ions (en-

viron 200 V). L'électrode de sortie (C) est au méme potentiel que I'électrode A sauf
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quand l'extraction des ions est déclenchée, ou le potentiel est abaissé de -200 V
(voir les schémas de la figure 2.3 pour les électrodes A, B et C). Le potentiel dans
un champ purement quadripolaire en coordonnées cylindriques peut s'exprimer

comme:

_ Dy(r?—222) 2Pz

b, , = 2.2
"z 7"02 + 22 2 7“02 + 2202 (2:2)

Afin d’avoir une idée du mouvement des ions au sein de la trappe et de recher-
cher les zones de stabilité et d'instabilité, il faut résoudre les équations différen-

tielles du second ordre de Mathieu :

d2
au + (ay — 2gycos 2§)u = 0 (2.3)

ou a, et ¢, sont les parametres qui permettent de définir les régions de stabi-

lités, ¢ étant égal a la moitié de la fréquence radial Q).

Les solutions de I'équation de Mathieu permettent de définir les conditions
afin d'obtenir une trajectoire stable des ions au sein du piege selon I'axe z, qui est

orienté du centre du piege, pour origine du repére, vers le centre d'une end-cap

electrode :
—16eU (2.4)
a, — .
i mrp? + 229202 4
et
—8eV
4> = (2.5)

mrp? + 229202

46



10+

z—stable

Figure 2.4 - Diagramme de stabilité de Mathieu dans d'une trappe a ions quadri-

polaire dans les deux directions r et 2.[74]

Une relation similaire est obtenue pour déterminer la partie radiale :

Les solutions stables et périodiques permettent de définir les régions de stabili-
tés. Chaque coordonnée définit une zone de stabilité, il existe ainsi une région
z-stable et une région r-stable. La combinaison des deux zones de stabilités per-
met d'obtenir les régions de stabilités dans les deux directions, z et r. Elles sont

représentées dans la figure 2.4 par les zones hachurées et nommeées A et B.
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Figure 2.5 - Région de stabilité proche de l'origine, c'est-a-dire la région A de la

figure 2.4. [74]

Pour étre piégés dans une trajectoire stable les ions doivent étre dans des
régions stables en z et stables en r. La zone de stabilité proche de l'origine permet
aux ions de faibles rapport masse sur charge d'étre piégés efficacement. La valeur
donnéede g, = 0.908 correspond a la limite de stabilité des ions de faible rapport
m/z pour des valeurs données de 1, zg, V et w.

La trajectoire des ions au centre du piege prend la forme d'oscillations selon la
courbe de Lissajous ou plus figurativement en forme de huit, composée de deux
fréquences séculaires fondamentales w; o et w, o . Les fréquences séculaires sont
données par I'équation :

wu,n) = (n+ ;Bu)ﬂ (2.6)

Avec n un entier qui permet de décrire les fréquences d'ordre supérieur et 3,
un autre parametre de piégeage qui décrit les frontiere des régions d'instabilités.

Le paramétre j3, est défini par 'équation :

2
Bu ~ V ay + q% (27)
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Figure 2.6 - Trajectoire des ions piégés dans un piege quadripolaire.[75]

2.5 . Sélection en masse

2.5.1. Porte de masse

Engénéral, les conditions de I'électrospray sont optimisées de facon a produire
majoritairement I'espece protonée d'intérét. Néanmoins, ces conditions peuvent
donner lieu a de la fragmentation induite dans la source électrospray. Un temps
de vol est créé a la sortie de la source électrospray, les ions vont se séparer tempo-
rellement le long du trajet vers le piege de Paul. Une porte en masse, composée
de deux plaques métalliques dont une est maintenue a la masse et une autre sur
laquelle on applique une tension pulsée, permet de sélectionner uniquement l'es-
pece que I'on souhaite introduire dans la trappe de Paul. Cette porte de masse
est localisée entre le piege refroidi a I'azote liquide et le piége de Paul a 10 K. Le
principe de fonctionnement est le suivant : les deux plaques permettent d’appli-
quer un champ électrique perpendiculaire a la trajectoire des ions. Ce champ est
contrdlé temporellement et peut étre annulé au moment du passage de l'espece
d’intérét au niveau des plaques. Le retard correspond au temps de vol de I'espéce
d'intérét entre la source et les plaques de la porte de masse et la largeur tempo-

relle est définie de maniéere a sélectionner uniquement les ions d'un rapport m/z
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donné. L'ajustement de la largeur temporelle de la porte en masse permet aussi

d'avoir une indication sur la largeur temporelle du paquet d'ions.

2.5.2. Excitation des ions piégés par une tension radiofréquence auxiliaire

Nous pouvons procéder a la sélection en masse avec la porte en masse de
facon efficace lorsque les ions de rapport m/z différents sont séparés temporelle-
ment. Expérimentalement, nous avons constaté qu'il est difficile de réaliser cette
sélection en masse lorsque nous produisons des especes hydratées avec l'octo-
pole refroidi a 'azote liquide et qu'elles sont ensuite transférées vers le piege de
Paul. Dans ce cas, pour procéder a la sélection en masse, nous utilisons une RF
auxiliaire pour trier les ions piégés dans le piege de Paul et garder uniquement
'espece d'intérét. La tension RF auxiliaire est créée a l'aide d'un générateur RF et
envoyée sur I'électrode d'entrée de la trappe (électrode A). Cette technique appe-
|ée tickle a été décrite par Kang et al [76]. Elle permet notamment d'enlever des
ions fragments produits au cours d’expériences de photofragmentation combi-
nant un ou deux lasers. La fréquence de la RF auxiliaire dépend de la géométrie
du piege aions, de la fréequence et de 'amplitude de la RF principale, et du rapport

m/z de l'ion que I'on souhaite déstabiliser.

2.6 . Spectrométrie de masse par temps de vol

La spectrométrie de masse par temps de vol, communément appelé TOF (pour
Time Of Flight en anglais) a été développée pour permettre d'analyser un tres
grand nombre d'especes moléculaires dans un intervalle de masse trés important,
produites par exemple par des techniques de type MALDI, désorption laser ou dé-
sorption de plasma. Dans ce dispositif expérimental, le spectrométre de masse a
temps de vol permet d'analyser les ions stockées dans le piege, formés :

— dans I'électrospray

— par collisions dans le piege

— par excitation laser
Le principe repose sur la capacité de pouvoir différencier le temps de vol de deux

ions possédant la méme énergie cinétique, E., par leur masse, m.
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1
EC = imUQ

(2.8)

En effet d'apres I'équation 2.8, deux espéces possédant une énergie cinétique
E. identique mais des masses (m) différentes auront des vitesses (v) différentes.
Deux ions de masses différentes n‘ont donc pas la méme vitesse dans le temps
de vol. Les ions ne vont donc pas arriver aux mémes temps sur le détecteur et
sont donc séparés temporellement. Afin de fournir une énergie cinétique iden-
tique a 'ensemble des ions, on applique une impulsion électrique qui permet de
créer un paquet d'ions avec une énergie cinétique définie. A travers le temps de
vol, le paquet d'ions va se séparer pour former des paquets d'ions possédant la
méme vitesse et donc la méme masse. L'énergie cinétique étant définie a partir
de la différence d’énergie potentielle AU, il faut aussi prendre en compte que les
especes présentes sont des molécules chargées, donc que I'énergie cinétique dé-

pend aussi de la charge de l'ion.

E.=qAU (2.9)

Il faut donc plutdt considérer le rapport masse sur charge : m/z d'une espece
présente dans un temps de vol. Dans ma thése, je ne me suis intéressé qu'a des
especes mono chargées, les pics de masse obtenus dans le temps de vol ne dé-
pendent donc que de la masse des ions. Les ions possédant la masse la plus faible
seront les premiers a atteindre le détecteur, la ou les ions possédant la masse la
plus lourde arriveront en dernier, ce qui permet d’'obtenir le spectre de masse de
tous les ions contenus dans le paquet d'ion initial. Le temps de vol peut donc étre

défini a partir de la vitesse des ions et la longueur du temps de vol (L).

t=— (2.10)

Les équation 2.8 et 2.9 permettent de déterminer la vitesse des ions en fonc-

tion de la différence d’énergie potentielle appliquée :

v = 1/@ (2.11)
m
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ce qui permet d'en déduire le temps de vol :

m
t=L|— .
5qU (2.12)

La spectrométrie de masse par temps de vol présente de nombreux avantages.
D’une part, elle permet d’avoir une cartographie de 'ensemble des ions stockés
dans le piege a ions trés simplement et rapidement, contrairement a des analy-
seurs de masse quadrupolaires ou il est nécessaire de balayer la radiofréquence
pour extraire 'ensemble des ions présents dans le piege.

Un second avantage est de pouvoir facilement comparer lintensité relative
entre différents pics du spectre de masse et ce, indépendamment des possibles
variations au sein de la source; une diminution de la quantité d'ions formés va s'ac-
compagner d'une diminution de l'intensité de tous les pics du spectre de masse.

Néanmoins, la technique de temps de vol présente certaines limites, notam-
ment au niveau de la résolution des pics de masses. Ce probleme de résolution
est principalement dd a la position des ions dans le piege de Paul. Au départ du
temps de vol, tous les ions ne sont pas a la méme position de 'espace, méme s'ils
acquierent la méme énergie cinétique, le petit écart spatial de position va entrai-
ner un élargissement du paquet d'ions et donc un élargissement du pic de masse.
L'élargissement d'un pic de masse représente un probléme pour la séparation
d'espece de rapport m/z proche, ce qui peut arriver lorsqu'il y a la présence d'iso-
topes dans les molécules étudiées ou dans le cas de perte de fragment de petite
masse tel que I'hydrogene. Pour augmenter significativement la résolution une
solution est de se placer dans les conditions décrites par Willey et McLaren en
1955,[77] et de définir une zone d'ionisation, une zone d'accélération et une zone
libre de champ.

Dans le dispositif expérimental la zone d'ionisation correspond a la zone d’ex-
traction comprise entre le centre du piege ou sont piégés les ions (électrode B) et
I'électrode de sortie (électrode C), dans cette région I'énergie cinétique des ions
est nulle. Pour extraire les ions le potentiel de I'électrode de sortie est soudaine-
ment abaissé a -350 V, ce qui permet d'attirer les ions hors du piege. Les ions

sont ensuite accélérés entre I'électrode de sortie (électrode C) et I'électrode du
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tube de Gauss (électrode D). La tension portée sur le tube de Gauss est de I'ordre
de -1300 V. En ajustant la tension du tube de Gauss, on peut modifier la distribu-
tion en énergie des paquets d'ions de méme masse et gagner en résolution sur
le pic de masse. Apres quelques microsecondes, la tension sur le tube de Gausse
retombe a 0V, les ions sont ainsi libres de tout champ électrique. La zone sans

champ démarre de la fin du tube de Gauss jusqu’au détecteur.

Un systéme de galettes micro canaux est utilisé pour détecter les ions a la fin
du temps de vol (Z-Gap 3 plagues dont2 en V Microchannel Plate Detector Assem-
bly, Jordan TOF product). Le signal est ensuite enregistré a I'aide d'un oscilloscope

(TDS3000, Tektronix)

2.7 . Description des lasers

Les spectres de photodissociation UV réalisés au cours de cette thése ont été
obtenus avec un amplificateur optique paramétrique : OPA (EKSPLA-PG411) pompé
par la troisieme harmonique (355 nm) d'un laser Nd-YAG a blocage de mode pico-
seconde (EKSPLA-SL300). Il peut fournir des photons visible ou UV dans la région
680-220 nm. La résolution spectrale du laser picoseconde est de 8 4 10 cm™~!. Ce
laser est aussi utilisé pour les expériences pompe-sonde a |'échelle picoseconde,
on utilise comme laser de sonde la deuxieme sortie OPA pompé par le méme la-
ser ou la troisiéme harmonique du Nd :YAG a 355 nm. L'énergie typique du laser
OPA est de 200-600 pJ/pulse dans le domaine visible. Dans 'UV on a entre 30 et

50 p)/pulse. L'énergie a 355 nm (3éme harmonique) est de 10 yj/pulse.

Pour créer le décalage temporel entre le laser de pompe et le laser de sonde
a l'échelle picoseconde on utilise une platine optique motorisée (IMS-LM 250 N
Load Aluminum Linear Motor Stage avec le contrOleur Universal Motion Controler
Driver ESP 300 de chez Newport) qui permet d'effectuer des pas de 6,6 ps. Le délai

maximal atteignable entre les deux lasers est de 1,4 ns avec la ligne a retard.

Pour réaliser des expériences pompe-sonde sur des échelles de temps plus
longues on peut utiliser la seconde ou troisieme harmonique (532 ou 355 nm)

d’'un YAG (Quantel YG 980) ou d’'un laser a colorant (Quantel TDL 9o) pompé par la

53



seconde harmonique d’'un YAG (Quantel YG 980). Le délai entre les lasers est créé
par un générateur d'impulsion qui permet de synchroniser le laser de pompe et

le laser de sonde avec une gigue (ou jitter en anglais) de 10 ns.

On peut aussi enregistrer des spectres de photodissociation UV avec une meilleure
résolution spectrale en utilisant des lasers a colorants (Quantel TDL 9o) dans la ré-
gion 680-220 nm avec une résolution de 0,2 cm~!. En utilisant ces lasers, I'énergie
des photons UV envoyés dans le piege est de I'ordre d'une centaine de 100 pJ a

quelgques mj par impulsion.

Un laser IR est aussi utilisé pour la spectroscopie IR, le faisceau IR est obtenu
a partir d'un cristal de KTiOPO,, appelé cristal KTP, ou d'un cristal de LiNbOs, ap-
pelé cristal niobate, d'un oscillateur paramétrique optique (développé par André
Peermans a I'Université de Namur - Euroscan) pompé par un Nd :YAG (Quantel
YG980). Le cristal KTP permet de balayer la région 3250 & 3850 cm™!, le cristal nio-
bate balaye une plus grande région de 2950 a 3750 cm~!. L'énergie des photons

IR est de l'ordre de 100 pJ par impulsion.

2.8 . Synchronisation

Dans la mesure ou nous utilisons des lasers impulsionnels, 'ensemble du dis-
positif fonctionne en mode pulsé a 10 Hz. Pour la synchronisation, nous utilisons
un générateur d'impulsion GINI (Générateur d'Impulsions Numérique Informa-
tis€) qui est un générateur d'impulsions électriques, concu et réalisé par le service
électronique de I''SMO. Ce générateur fonctionne avec un programme exécutable
(Labview), lui-méme développé par le service électronique de I''SMO, qui permet
de générer les impulsions qui commandent les différents modules et appareils

du dispositif expérimental.

Le schéma de la figure 2.7, présente les différentes séquences d'impulsions
utilisées dans le dispositif. Une horloge est créée pour référencer les impulsions a
une méme origine. La séquence impulsionnelle est 100 ms pour pouvoir travailler
a 10 Hz. Par souci de clarté dans l'explication, jai divisé la séquence en quatre

sous-séquences .
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— Production de paquets d'ions
— Sélection en masse des paquets d’ion
— Piégeage dans le piege de Paul et activation avec un (ou des) laser(s)

— Extraction des ions et temps de vol jusqu’au détecteur

Tous les ions formés a la sortie de I'électrospray sont accumulés a I'entrée
du Bj(section 2.2.3), ce qui permet de créer un premier paquet d'ions. Le paquet
d'ions est ensuite libéré en abaissant la tension du B; (pendant environ 3 us) et est
attiré vers le tube de Gauss. Le tube de Gauss accélere le paquet d'ions pendant
~6 us (déclenché en méme temps que le By). La durée de la porte temporelle sur
le tube de Gauss est ajustée pour accélérer tout le paquet d'ions issu du B1 et de
remettre a zero la tension sur le tube de Gauss pendant que les ions sont encore a
I'intérieur. Ainsi lorsque les ions sortent du tube (vers 7-8us) ils rentrent dans une
zone sans champ et gardent I'énergie cinétique acquise (-200V). Lors de la mise
a la masse du tube de Gauss, tous les ions sont référencés a la méme énergie
cinétique. Les ions vont ainsi pouvoir se séparer en fonction de leur masse. La
porte en masse est déclenchée environ 40 us apres l'activation du B; pour laisser
passer uniqguement l'ion que l'on souhaite piéger dans le piege de Paul. Ce délai
de 40 us est ajusté en fonction de la masse et de I'énergie cinétique des ions.
L'ouverture ou largeur de la porte de masse (ou mass gate) est de l'ordre de 1 a

2 us pour optimiser le signal sur I'ion avec la masse souhaitée.

Cette série d'impulsions peut étre reproduite plusieurs fois afin de créer plu-
sieurs paquets d’'ions. On appelle ce processus le mode rafale puisqu'il permet de
créer une succession de paquets d'ions, et d'augmenter la quantité d'ions piégés
au sein du piége. En général, on active entre 4 et 8 rafales lors d'une séquence de
remplissage de la trappe a ions. Les rafales sont séparées par un intervalle de 100
a 200 us.

Le piégeage des ions n'est possible que si des atomes d'He sont utilisés pour
bloquer les ions. Pour cela le gaz tampon doit déja étre présent au sein de la
trappe a l'arrivée des ions. Pour ce faire, la vanne pulsée est ouverte en amont de
la création du paquet d'ions. Il faut 1 a 2 ms pour que le gaz arrive dans le piege

apres le déclenchement d'ouverture de la vanne; 200-400 us de délai mécanique
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entre le trigue et le mouvement du ressort, puis le temps pour le gaz de diffuser
dans le tuyau. Pour cela, la vanne est déclenchée au coup d'avant, c'est-a-dire 3 ms
avant le début de la prochaine séquence impulsionnelle. Les ions sont stockés
pendant environ 49 ms, ce qui permet de refroidir complétement les ions dans
leur état vibrationnel fondamental et au gaz introduit dans la chambre d'étre éva-
cué. Ce temps de stockage suffisamment long est nécessaire pour s'assurer que
les ions soient excités par le (ou les) laser(s) en absence de gaz résiduel.
L'extraction des ions du piége est déclenchée lorsque I'on arréte la radiofré-
qguence. L'arrét de la radiofréquence est référencé par rapport a l'origine de I'nor-
loge et est toujours déclenché apres I'envoi du laser c'est a dire environ 50 ms.
Ce temps d'extraction peut étre modifié jusqu’a un délai de 9o ms. Ce délai d'ex-
traction est ajusté en fonction de la nature de I'expérience a réaliser. La RF est
arrétée pendant 25 us. La tension RF revient a zero en une a deux périodes, soit
environ 2us. C'est le temps minimal pour donner I'ordre au pulseur d’extraire les
ions du piége de Paul. La tension du pulseur Jordan, appliquée sur I'électrode C
(voir schémas de la figure 2.3) est soudainement abaissée pendant 6 ps. La baisse
de la tension sur I'électrode C est déclenchée quelques us apres l'arrét de la RF.
La tension portée sur le tube de Gauss est déclenchée dés 'arrét de la RF pendant
8us, seuls lesions présents dans le tube de Gauss lors de la mise a la masse seront

accélérés dans la zone sans champ et atteindront le détecteur.
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2.9 . Pieége linéaire octopolaire refroidi a 'azote liquide

Pendant ma these, jai participé au montage et a la mise en fonctionnement
d’'un piege linéaire octopolaire refroidi a I'azote liquide, placé en amont du piege
de Paul. Cette approche double trappe a été développée par Etienne Garand a l'uni-
versité du Wisconsin, Madison,[65] pour produire des complexes a partir d'ions
provenant d'une source électrospray. Ces ions sont solvatés par des molécules
polaires telles que l'eau, le méthanol ou I'acétone. Ainsi, on peut aisément envi-
ronner une espéce ionique avec une a plusieurs dizaines de molécules de solvant.
Ces complexes sont ensuite injectés dans le piege de Paul refroidi a 10 K pour
des expériences de photodissociation, soit avec un laser UV pour étudier la spec-
troscopie électronique, de ces complexes, soit un laser IR pour caractériser les

structures des complexes a I'état fondamental.

- (U +V cos(ot)) — —— + (U +V cos(mt))

Figure 2.8 - Coupe de l'octopole refroidi permettant de visualiser I'alternance des

tensions, avec r : rayon des barreaux et R : rayon de 'octopole.

Le piege est constitué de deux jeux de quatre barreaux cylindriques de dia-
metre r = 1,5 mm, auxquels on applique une tension RF en opposition de phase
(voir figure 2.8). Ces deux tensions RF qui alimentent les barreaux sont délivrées
par une alimentation RF (Model 128 de chez Ardara Technologies LP) concue pour
délivrer une fréquence de 2 MHz quand elle est reliée a une charge capacitive de
30 pF, c'est-a-dire la capacité équivalente de l'octopole et des cables d’alimenta-
tion. Les huits barreaux sont disposés sur un cercle de rayon R = 5,75 mm. Le

rapport r/R a été choisi d'apres l'article Rao et al [78] car C'est le seul paramétre

58



géomeétrique qui influe sur la stabilité de la trajectoire des ions dans le piége a la
fréquence RF donnée. La longueur d'octopole est de 5o mm. Le piege a été réalisé
a l'atelier mécanique de I'ISMO.

En fonctionnement, nous introduisons le gaz tampon I'hélium a l'aide d'une
vanne pulsée (Parker General Valve) afin de ralentir et de piéger les ions en pré-
sence de la tension RF. Les ions sont ainsi piégés tout le long de I'axe de 'ocotpole.

L'octopole est maintenu a l'intérieur d'une boite en cuivre qui est en contact
avec le doigt froid d'un cryostat a azote liquide (Janis Model VPF-100) (figure 2.9). La
mise a froid s'éffectue en introduisant de I'azote liquide via la canne de transfert
du cryostat. Ce montage permet de former des especes hydratées en dopant le
gaz tampon en molécules de solvant en le faisant circuler dans un réservoir placé
en amont de la vanne pulsée. La température de l'octopole peut étre ajustée a
I'aide d’'un contréleur (Temperature controller 325, Lake Shore) pour optimiser la

solvatation des complexes formés.

- Doigts
froid

Lentille Lentille de
d’entrée sortie

Figure 2.9 - Schéma de l'octopole refroidi monté a l'intérieur d'une boite en cuivre

en contact avec le doigt froid d'un cryostat a azote liquide.

2.9.1. Double piégeage des ions

Un ajustement sur les tensions impulsionnelles du dispositif a dG étre réalisé
pour pouvoir observer la présence de molécules complexées dans le piege a ion
quadrupolaire. En effet, 'énergie cinétique de 220 V impulsée par le Gauss de

la source, n'est pas génant pour former des especes hydratées dans 'octopdle
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refroidi. Cependant, nous nous sommes rendus compte que la différence entre
I'énergie cinétique des ions et la tension de le piege de Paul provoquait la disso-
ciation des hydrates.

L'énergie cinétique des ions a donc été ajustée a 155 V en appliquant une ten-
sion de -155 V sur le Gauss de la source. La tension (V) de I'octopdle refroidi est
fixée a une valeur tres proche de I'énergie des ions 150 V. Les ions sont focalisés
a I'entrée de I'octopdle avec une lentille portée a une tension de 152 V. Une ten-
sion de 158 V est appliquée a la sortie de I'octopdle pour contenir les ions dans la
trappe. Pour extraire les ions de l'octopdle cette tension est abaissée a une valeur
de l'ordre 120/130 V. La tension du piege quadrupolaire est donc elle aussi ajustée

a 150V pour ne pas fragmenter les complexes.

2.9.2 . Modifications de la séquence impulsionnelle

L'ajout d’'un élément dans le dispositif modifie forcément la séquence d'impul-
sions, la vanne de gaz de I'octopdle refroidi est ouverte quelques millisecondes
avant l'arrivée des ions, un temps de piégeage entre 1 et 5 ms est suffisant pour
maximiser la quantité de complexes formés. La tension du pulseur d’extraction
est abaissée pendant un temps compris entre 10 a 20 us pour laisser suffisam-
ment de temps aux complexes de sortir de 'octopdle. La vanne de gaz du piege
de Paul est déclenchée en fonction du temps de piégeage des ions dans I'octopdle

refroidi de l'ordre de 2 a 3 ms avant I'extraction de I'octopdle.

2.9.3 . Premiers complexes formés dans I'octopdle refroidi

Les premiers tests de complexation ont été réalisés sur la tyrosine protonée
avec comme solvant de complexation l'acétone. On a choisi I'acétone comme mo-
lécule complexante car elle posséde un moment dipolaire important, ce qui fa-
cilite la formation de complexes en formant des interactions de type électrosta-
tique, tout en ayant la possibilité de former des liaisons hydrogene avec son atome
d’'oxygene. La tyrosine est un bon candidat a la fois pour former des liaisons hydro-
gene avec ses fonctions acide carboxylique, amine et alcool. Le spectre de masse
de la tyrosine complexée par des molécules d'acétone dans I'octopdle refroidi puis

piégée dans le piege de Paul est représenté sur la figure 2.10. Sur ce spectre, les
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complexes sont formés a 120 K dans I'octopole refroidi. On peut observer que l'ion
principal est toujours la tyrosine protonée présentant un temps de vol de 33.65
1S, puis on observe une décroissance en intensité en fonction du nombre de mo-
lécules d'acétone complexées, chaque pic de masse étant séparé d’'environ 1 us.
A cette température les complexes les plus intenses sont les complexes compre-

nant peu de molécules de solvant.

80 H
70 H i =
T}'I’DSIHE + acetone

60 o

50 4

Intensité

1 13
8 910 12 14

ke L

temps de vol (us)

Figure 2.10 - Spectre de masse des complexes de la tyrosine protonée (m/z 82)
avec des molécules d'acétone (C3HgO, masse = 58 g.mol~!) & 80 K. Le nombre de

molécules d'acétone, n, qui constitue le complexe Tyr -(C3HeO), est indique.

Nous avons ensuite étudié I'effet de la température du piege sur la distribu-
tion en taille des complexes qui peuvent étre formés. Pour illustrer cet effet, nous
avons choisi le dipeptide Lysine-Tyrosine protoné avec I'eau comme molécule de
solvant. Ce peptide possede de nombreux sites permettant de réaliser des liai-
sons hydrogéne. On peut voir dans la figure 2.11 la distribution en population des
complexes formés a 130 K et a 9o K. En travaillant a 130 K, environ 60% des pep-
tides observés sur le spectre de masse sont complexés, en formant majoritaire-
ment des petits complexes. En diminuant la température de l'octopdle refroidi, on
voit que le signal du dipeptide parent n'a pratiquement pas évolué, alors que la

distribution des complexes se déplace vers des valeurs m/z plus importantes.
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Figure 2.11 - Spectre de masse des complexes hydratés du dipeptide Lysine-

Tyrosine formés a 130 K et 9o K

Enfin, nous avons enregistré le spectre de photodissociation UV d'un complexe
bien connu dans la littérature avec I'exemple du tryptophane protonée complexé
avec deux molécules d'eau (voir figure 2.12). Le tryptophane protoné est connu
pour présenter un spectre de photodissociation UV trés large a basse tempéra-
ture. Mercier et al ont démontré en 2006 qu’'en ajoutant deux molécules d'eau
dans sa sphere de solvatation, on obtenait un spectre du tryptophane résolu [61].
On a donc formé des complexes de tryptophane hydratés et enregistré le spectre
du conformeére présentant deux molécules d'eau, qui reproduit parfaitement le

spectre obtenu par Mercier et al.

1000 4

Tryptophane TryptophaneH"'-(Hzo)z

800 o

600
015 o

- MUL\

T T T 1 0.00 T T T T
150 200 250 300 350 400 35150 35200 35250 35300 35350

Intensité

400 H

miz nombre d'onde (cm™)

Figure 2.12 - Spectre de masse du tryptophane protoné hydraté et spectre de pho-

todissociation UV du complexe doublement hydraté.
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3 - Techniques et Méthodes

Dans ce chapitre, je détaille le principe de plusieurs techniques que j'ai utilisées
au cours de ma these. Je vais bien entendu discuter du principe de spectroscopie
de photo dissociation qui est le socle de départ de toutes nos expériences. Par la
suite, je vais détailler les méthodes permettant d'apporter des informations sur
les processus de relaxations d'une molécule. Enfin, je m'attarderai sur les moyens
permettant d'identifier et de caractériser différents conforméres pouvant étre pié-

gés dans le piege de Paul.

3.1. Spectroscopie de Photodissociation UV

g 5 »
N
-
5 0000 —e000- —0000
Absorption UV Relaxation non fragmentation

radiative

Figure 3.1 - Schéma de photodissociation UV

La photodissociation est une technique qui consite a déposer de I'énergie in-
terne dans un systeme comme une molécule (neutre ou chargée) a l'aide d'un
photon, I'exces d'énergie du systéeme entraine la rupture reproductible d'une ou
plusieurs liaisons chimiques. La figure 3.1 donne une représentation schématique
de la technique de photodissociation UV. Cette technique peut permettre de re-
monter a des informations sur I'énergie de liaison des liaisons rompues. Les frag-
ments créés peuvent donner des indices sur la conformation ou la présence de
différents isomeres selon le mécanisme de dissociation. La photodissociation ap-
porte un complément aux expériences de CID ( dissociation induite par collision),

I'énergie apportée par collision n'étant pas suffisante dans certains systemes pour
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induire une fragmentation. La fragmentation apres absorption d'un photon UV
peut tres bien se réaliser dans un état excité mais tout aussi bien apres un retour
dans I'état fondamental, ces retours a I'état fondamental se réalisent avec une
importante énergie interne souvent suffisante pour franchir les barriéres de dis-
sociation et entrainer la fragmentation du systeme. Les fragments obtenus apres
un retour a I'état fondamental sont souvent similaires a ceux obtenus par CID.
La spectroscopie de photodissociation consiste ensuite a mesurer l'intensité des
fragments induits par I'absorption du photon UV, tout en scannant la longueur
d'onde du laser. Les fragments sont créés uniquement lorsqu’'un photon est ré-
sonnant avec un état excité de l'ion, a chaque résonance le signal du fragment va

augmenter sur le spectre de masse et former une bande d’absorption.[79] [80]

3.2. Expérience Pompe-Sonde

S - O O
Sy o —— Y
S 0000 — 00 -0
1ere Excitation Laser : 27 Excitation Laser : Nouvellevoie de
Laser Pompe Laser Sonde fragmentation

Figure 3.2 - Schéma d’'expérience pompe sonde

Les expériences pompe-sonde schématisées en figure 3.2, permettent de son-
der une population apres excitation par un laser UV dans un état excité et d'ob-
server I'évolution temporelle de cette population. Pour réaliser une expérience

pompe-sonde il faut utiliser deux lasers, un laser de pompe et un laser de sonde.
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Le laser de pompe permet de porter une population de I'état fondamental vers un
état excité lorsque I'énergie du laser résonne avec une transition du systeme étu-
dié. Le deuxieme laser est utilisé pour venir sonder la population présente dans un
état excité. Il est important de souligner la particularité des expériences pompe-
sonde basées sur un signal de photo-dissociation. En effet, le laser de pompe seul
entraine la formation de fragments. Pour mesurer un signal pompe+sonde, il est
nécessaire que le laser de sonde induise un changement dans le rapport de bran-
chement des voies de fragmentation et/ou dans le cas idéal I'apparition de nou-
veaux fragments. Quand on est dans un cas idéal, on observe sur le spectre de
masse l'apparition de nouveaux fragments et la diminution en intensité des frag-
ments "primaires", c'est a dire issus du laser de pompe. En effet la combinaison de
deux lasers UV ou Visible apporte suffisamment d'énergie dans le systeme pour
ouvrir de nouvelles voies de fragmentations permettant la création de nouveaux
fragments. La dépopulation de I'état excité par le laser sonde diminue la popu-
lation empruntant les anciennes voies de fragmentation "primaires”, ce qui se
traduit par la diminution de ces fragments. Il faut aussi s'assurer que le laser de
sonde n'absorbe pas la population encore dans I'état fondamental pour former
des fragments qui pourraient s'additionner au signal a deux couleurs sans étre
représentatif de la population dans un état excité.

Dans les expériences pompe-sonde, on mesure l'intensité des fragments en
fonction du décalage temporel entre le laser de pompe et le laser de sonde, ce qui
permet de mesurer I'évolution d’'une population dans un état excité au cours du
temps. Le signal pompe-sonde obtenu est modélisé par une simple exponentielle

décroissante convoluée par une fonction Gaussienne :

t— 1o

t—tg

S _t—tg
S(t) = So+ 221+ erf( e (3.1)
2 Iy
avec la fonction d'erreur
erf(:v)—Q/xe_tzdt (3.2)
Yz 3

Les parametres I et ¢y sont fixés par 'expérience avec Iy la largeur de la gaus-

sienne qui dépend du profil temporel des faisceaux lasers, avec notre laser pico-
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seconde, la largeur I est fixée a 15 ps. Le temps ¢y correspond au temps zero
entre le laser de pompe et le laser de sonde.

Le parameétre Sy correspond au signal précédant le signal pompe-sonde et Sy
'amplitude du signal pompe-sonde, S; dépend de la population présente dans
I'état excité et de la section efficace d’'absorption de I'état excité. La modélisation
du signal permet ainsi d’extraire la constante de temps 7 associée a la durée de
vie de I'état excité.

La figure 3.3 présente les principaux cas de signaux pompe-sonde observés
sur les nouveaux fragments. Le premier cas présente un signal a deux couleurs
quidiminue jusqu'a ce que l'intensité du signal retourne a sa valeur initiale (pompe
seule). Pour simuler ce signal on utilise une exponentielle décroissante décrite

dans I'équation 3.1.

Intensité (u.a.)
Inte nsité (u. a.}

T T T T T T T

0 5 10 15 -10 0 10 20 30 40 50
delai pompe/sonde Délai pompe/sonde

Figure 3.3 - Cas typique de signaux pompe sonde observés sur les nouveaux
fragments a) simulation avec une mono-exponentielle décroissante b) simulation

avec exponentielle décroissante + exponentielle croissante

Dans le second cas présenté on voit que le signal ne revient pas a zéro sur
I'échelle observée, mais décroit jusqu’a un palier. Pour simuler ce signal pompe-
sonde on utilise deux exponentielles, une croissante et I'autre décroissante avec
la méme constante de temps. La courbe verte correspond a I'exponentielle dé-
croissante que I'on attribue a un état en cours de désexcitation avec une durée

caractéristique 7. La courbe bleue est 'exponentielle croissante que l'on attribue
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a un état en cours de population avec un temps caractéristique 7. Le paramétre

Sy de I'équation 3.3 est fixé a partir de l'intensité du palier observé.

t—1op t=tg  So t—1o

T Ve 7 +?[1+€Tf( 7

S(0) = o+ M1+ erf(

3.3. Cinétique d’apparition de fragments

Les expériences de cinétique d'apparition des fragments consistent a estimer
différents processus temporels de fragmentation. Pour cela, on décale I'extraction
des ions présents au sein du piege par rapport a I'envoi du laser UV. On mesure
I'intensité des différents fragments en fonction du délai temporel entre le laser
et 'extraction des ions. Décaler le temps d’extraction des ions permet d'obtenir
une information sur les différents processus temporels qui conduisent a une frag-
mentation a I'état fondamental. Usuellement, le temps d’extraction des ions est
trés éloigné de I'excitation laser, environ 15 a 30 ms d’écart. L'extraction du piége
quadripolaire est contrdlée par un générateur d'impulsion (GINI) qui a une réso-
lution de 10 ns. Le facteur principal limitant la résolution est le temps nécessaire
a I'électrode de sortie de la trappe pour atteindre sa valeur nominale qui est de
I'ordre de 100 ns, qui correspond au temps de montée du pulseur utilisé pour ex-
traire les ions de la trappe. L'échelle des expériences de cinétique d'apparition de
fragments est donc de l'ordre de quelques centaines de ns jusqu’a 50 ms ce qui
est la limite atteignable avant le début d'un nouveau cycle.

Pour simuler le signal expérimental on utilise cette fois la convolution d'une

gaussienne avec une exponentielle croissante :

S t—t t—t
S(t) = So+ S L+erf (21— ) (3.4)

les parametres de la formule ne changent pas, a I'exception de S qui corres-
pond a lintensité maximale du signal de fragmentation. La constante de temps
extraite de cette formule donne une estimation du temps d'apparition des frag-

ments.
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3.4 . Hole-Burning UV-UV

s,
Excitation d’un - —
conformer
différent : B Pas de chang’ement
de lintensité des
S5y fragments
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So 2éme excitation
du conformer A Signal de photodissociation du
.y conformer A plus faible : Hole
Excitation
spécifique du —_— ==

conformer : A
So

Figure 3.4 - Schéma d'expérience Hole-Burning UV-UV

Le spectre de photo-dissociation obtenu peut étre constitué de plusieurs iso-
meres qui donnent les mémes fragments. Un moyen de différencier les bandes
provenant disomeres différents est de réaliser la spectroscopie UV-UV hole bur-
ning. En 2014 Kang et al ont décrit une méthode de hole burning spécifique aux
pieges a ions quadripolaires.[76] Le principe de base est similaire aux expériences
hole burning réalisées en jet moléculaire : un laser UV (appelé laser : burn) est uti-
lisé pour exciter spécifiquement un isomere, c'est a dire que la longueur d'onde
est fixée sur une transition vibronique du spectre UV. Un second laser accordable
est utilisé pour enregistrer le spectre UV. L'innovation de cette technique était
de pouvoir différencier le signal des fragments créés par le laser burn du signal
des fragments créés par le laser accordable. Pour séparer ces deux composantes,
on utilise la technique du "tickle" décrite précédemment. Le laser de burn est en-
voyé environ 30 ms apres le piégeage des ions dans la trappe pour dépeupler une
conformation de la trappe. Les fragments créés sont ensuite éjectés de la trappe
en appliquant une tension radiofréquence externe spécifique au fragment. Pour

éjecter completement les ions, la radiofréquence de tickle est appliquée pendant
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plusieurs millisecondes. L'ion parent, qui n‘est pas affecté par la radiofréquence,
est ensuite excité par le laser accordable pour enregistrer le spectre UV. Ce laser

est envoyé quelques microsecondes avant l'extraction des ions.

En procédant ainsi, toutes les bandes vibroniques reliées a la bande vibro-
nique, excité par le laser burn, vont diminuer en intensité. Pour obtenir le signal
hole-burning, il suffit ensuite de faire la différence entre le spectre UV sans laser
burn et le spectre UV avec laser burn. Pour ce faire, le laser burn est déclenché a
5 Hz tandis que le laser accordable est déclenché a 10 Hz. Un pulseur envoie une
double déclenche a l'oscilloscope ce qui permet d’enregistrer le spectre de masse
a 5Hz et celui a 10 Hz. De ce fait, chaque pic du spectre de masse est dédoublé
avec un pic correspondant au signal a 5 Hz et un pic au signal a 10 Hz. Le pic a 5
Hz correspond aux fragments créés par les deux lasers tandis que le pic a 10 Hz

ne comprend que les fragments créés par le laser de scan.

Comme le montre le schéma figure 3.4 deux cas de figure vont étre observés.
Lorsqu’'une bande provient de I'isomére excité par le premier laser, une partie
de la population de I'état fondamental a déja été excitée, il y a donc moins de
molécules dans I'état fondamental ce qui implique que moins de molécules vont
étre excitées par le laser UV, ce qui va se traduire par une plus faible quantité de
fragments. Expérimentalement, on observe donc une bande moins intense, ainsi
chaque bande spécifique de I'isomeére excité présente un trou dans le spectre UV.
Dans le cas contraire, le ou les isoméres qui ne sont pas excités par le premier
laser conservent la méme population dans I'état fondamental et leurs bandes gar-

deront la méme intensité.

Une autre technique peut étre utilisée, elle consiste a séparer les fragments
provenant du laser de burn et du laser accordable en fonction de leur temps de
vol. Le laser de burn est envoyé dans le piege indépendamment de I'envoi du laser
accordable. Le laser accordable est envoyé au moment de l'extraction des ions.
Pour rappel, I'extraction est réalisée avec un pulseur créant un différentiel de 350
V, qui possede un temps de montée de 80 ns. Les fragments formés dans le temps
de montée du pulseur ne vont donc pas avoir la méme énergie cinétique que les

ions créés par le laser de burn et ne vont donc par arriver au méme moment sur
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le détecteur et former deux pics différents du méme fragment. Pour avoir une
bonne séparation des deux pics, le laser de scan est envoyé environ 50 ns apres
le déclenchement du pulseur. Pour avoir un bon rapport signal sur bruit, le laser
de burn est déclenché a 5 Hz et le laser accordable a 10 Hz. Pour enregistrer le
spectre de masse a 5 Hz et celui a 10 Hz, un générateur de pulses envoie un signal
de double déclenche a l'oscilloscope. L'analyse du TOF présente ainsi 4 pics pour
un seul fragment, deux provenant du spectre de masse a 5 Hz et deux provenant
du signal a 10 Hz. Les signaux des deux déclenches sont décalés d’environ 2 us de

facon a éviter un recouvrement entre différents pics de masse.[81]

3.5. Hole-Burning IR-UV

S S ——) S T
! * — Signal de
photodissociation
plus faible: hole
SU SD
Excitation IR Excitation UV
résonant resonant
X fixe
S, —/———— S —
Signal de
photodissociation
— constant
- e E—
s ememam s, e
Excitation IR Excitation UV
Hors resonant
résonance A fixe

Figure 3.5 - Schéma d'expérience Hole-Burning IR-UV

La technique de hole-burning peut aussi étre réalisée en combinant un laser IR
etun laser UV. Le laser UV est fixé a une longueur d'onde résonnante avec un iso-
mere spécifique. Le laser IR est envoyé avant le laser UV et permet de dépeupler
I'état fondamental. Lorsque le laser IR dépeuple I'isomere sondé par le laser UV
qui est fixé sur une de ses transitions vibroniques, le signal des fragments créés

par le laser UV est fortement diminué. De cette fagon, suivant le laser accordable
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utilisé, ont peut obtenir la spectroscopie électronique d’'un isomeére mais aussi sa

spectroscopie infrarouge.

3.6 . Spectroscopie IR avec laser UV non résonnant

R — S 3
R —
% — fragmentation
S, —_— o
nombre d'onde
Excitation IR Excitation UV
Résonant non resonant Balayage IR
Pas de Avec SO v,
fragment

Figure 3.6 - Schéma d'expérience de spectroscopie infrarouge avec un laser UV

non résonnant

Un autre moyen d'obtenir le spectre IR de certaines molécules est dans un
premier temps d'utiliser un laser IR pour créer un état fondamental chaud puis
d'utiliser un laser UV non résonnant avec |'état vibrationnel fondamental, avec
une énergie du laser inférieure a I'énergie de la transition 0J). Ainsi le laser UV est
absorbé par la population excitée vibrationnellement a I'état fondamental pour
atteindre un état excité et former des fragments. La formation des fragments est
conditionnée par I'absorption du laser IR, résonnant avec une transition vibration-
nelle dans Sy, et le laser UV. Balayer le laser IR permet ensuite d’enregistrer la
spectroscopie IR de toutes les espéces qui sont susceptibles de former ce frag-
ment. Cette technique permet d’avoir un trés bon rapport signal sur bruit mais
nécessite que l'espece présente un spectre UV relativement large pour étre sar

que la combinaison IR+UV puisse atteindre un mode de I'état excité.

3.7 . Spectroscopie de photodissociation IR de complexes hydratés

Dans le cas des complexes hydratés, la spectroscopie IR peut étre obtenue uni-

guement avec le laser IR, un ou plusieurs photons IR dans la région des modes
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Figure 3.7 - Schéma de spectroscopie infrarouge des complexes hydratés

d'élongations des liaisons hydrogénes covalentes (2000-4000 cm~!) permet de dis-

socier I'hydrate en perdant la molécule d’eau.

Les modes infrarouges que nous allons observer sont principalement les modes
d'élongations N-H et O-H situés dans la région 3000-3700 cm~!. En absorbant
un photon IR, les complexes vont gagner environ 0,37-0,46 eV d’énergie interne,
cettevaleur estinférieure a I'énergie de liaison des complexes monohydratés dont
I'énergie est plutdt située entre 0,5 et 1 eV. Un seul photon IR n'est donc pas suf-
fisant pour dissocier le complexe, il faut au moins deux a trois photons IR poury
parvenir. Dans le cas ou I'excitation IR conduit a la fragmentation, comme c'est le
cas avec les complexes hydratés, on se retrouve d'un point de vue expérimental
dans la méme situation que dans le cas du hole burning UV/UV. On peut alors
adopter les mémes techniques, auxquelles on peut ajouter une autre qui tient
compte des spécificités des bases de I'ADN, en particulier le fait que les formes

tautomériques absorbent dans I'UV dans des régions spectrales bien différentes.

L'unique photo-fragment IR étant le monomere de l'espece hydratée on peut
se poser la question si le fragment possede une signature de la tautomérie de sa
forme hydratée, en particulier pour les molécules possédant ces formes telles que
la cytosine et I'uracile protonée. Connaitre la tautomérie d'un fragment permet-
trait ainsi d'apporter une information complémentaire sur le conformere a l'ori-
gine de ce fragment. Pour obtenir cette information, on forme le photo-fragment,
a partir d'une bande du spectre IR, proche du pulse de gaz du piége de Paul (a

environ 2-4 ms sur la séquence impulsionnelle) pour que le gaz résiduel de la
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chambre puisse refroidir les fragments formés. Ensuite on utilise le fait que les
tautomeres protonés des bases de 'ADN absorbent dans des régions spectrales
différentes. On balaye donc avec un laser UV dans la région des bandes origines
de chaque tautomeére et on observe la présence (ou I'absence) des fragments du
monomere, ce qui permet d'en déduire donc la tautomérie de I'hydrate a l'origine

du fragment.

3.8. Calculs de chimie quantique

Les méthodes utilisées pour les calculs des états électroniques (optimisation
de géométrie, états excités et calculs de fréquences des modes normaux dans l'ap-
proximation harmonique) sont décrites ci-dessous. Nous avons principalement
utilisé les méthodes CC2 (Coupled Cluster) avec le logiciel TURBOMOLE [82] et DFT
avec le logiciel GAUSSIAN 16 [83].

3.8.1. Méthodes CC2

Les calculs ab initio ont été effectués avec le logiciel TURBOMOLE (v7.1) en uti-
lisant 'approximation de la résolution de l'identité (RI pour Resolution of Identity
en anglais) pour I'évaluation des intégrales de répulsion électronique.[84] Les géo-
meétries d'équilibre de I'état électronique fondamental Sy et des états excités sin-
gulets et triplets ont été déterminées au niveau CC2 (pour second-order Coupled
Cluster) [85] avec comme base aug-cc-pVDZ.[86] Les calculs SCS-CC2 (SCS pour
Spin-Component Scaled) ont été réalisés en complément, car il permettent une

meilleure description des états a transfert de charge qu’avec la méthode CC2.[87]

3.8.2. Méthodes DFT

Nous avons aussi effectué des calculs en utilisant la théorie de la fonction-
nelle de densité (DFT, sigle pour Density Functional Theory). Les géomeétries ont
été optimisées au niveau B3LYP/6-311++G(3df,2p) et wB97X-D/6-311++G(3df,2p).
Les fréquences ont également été calculées dans I'approximation harmonique.
Nous avons choisi ces deux niveaux de calcul en se basant sur les études dispo-

nibles dans la littérature, notamment sur les complexes monohydratés. [67] La
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fonctionnelle wB97X-D permet de prendre en compte les effets de dispersions et
permet notamment de mieux décrire les interactions non-covalentes ce qui est

particulierement adapté pour le cas des especes mono-hydratée

3.9 . Simulations Franck-Condon

Pour simuler les spectres Franck-Condon, nous avons choisi d'utiliser le code
ezFCF (anciennement connu sous le nom ezSpectrum) qui fait partie de la suite de
logiciel libre ezSpectra.[88] ezFCF calcule les progressions vibrationnelles (spectre
baton) pour l'excitation électronique ou les spectres de photoélectrons pour les
molécules polyatomiques dans le cadre de I'approximation double harmonique,
c'est-a-dire que I'état initial et I'état final sont décrits par un potentiel harmonique.
Pour réaliser ces calculs ezFCF, nous avons besoin des géométries a I'équilibre,
des fréquences harmoniques et des vecteurs des modes normaux pour chaque
état électronique. De plus, nous pouvons également indiquer la température, qui
dépend des conditions expérimentales, et 'énergie d’excitation ou d'ionisation.

ezFCF permet de calculer les facteurs Franck-Condon soit en utilisant I'approxi-
mation de mode paralléle (ou parallel mode approximation en anglais), soit en uti-
lisant les rotations de Dushinsky. Le calcul peut étre effectué en dimensionna-
lité compléte ou réduite, avec des seuils en énergie d'excitation et de nombre de
modes de vibrations peuplés.

Les fichiers de sortie contiennent :

— Les coordonnées alignées de I'état initial et de I'état final.

— La matrice de recouvrement des modes normaux de vibration.

— Les déplacements pour chaque mode de vibration.

— Les facteurs de Franck-Condon ainsi que les intensités.

3.10 . Recherche conformationnelle

Pour explorer le paysage conformationnel, nous avons effectué une recherche
conformationnelle en utilisant le programme CREST (Conformer-Rotamer Ensemble

Sampling Tool)[89] associé au programme xtb, développé dans le groupe de Grimme.[90]
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Les structures sont calculées en utilisant une méthode semi-empirique Tight Bin-
ding DFT GFN2-xTB, méthode développée pour calculer les structures, les fréquences
vibrationnelles et les interactions non-covalentes pour des tailles de systemes mo-
léculaires pouvant contenir jusqu’a ~1000 atomes.[91] Cette méthode est particu-
lierement intéressante pour les systemes biochimiques comme les (métallo-) pro-

téines, 'ARN et I'ADN et leurs interactions inter et intramoléculaires.
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4 - Processus de relaxation dans les bases protonées

de 'ADN

Dans ce chapitre, je m'intéresse aux processus de relaxation des bases proto-
nées de I'ADN, en particulier I'implication des états a transfert de charge et des
états triplets a longues durées de vie dans les mécanismes de relaxation. Pour
rappel, des expériences pompe-sonde ont permis de mesurer trois constantes de
temps sur des échelles différentes pour la cytosine protonée[60]. Ces constantes
de temps et les calculs théoriques ont permis d'identifier la nature des états ex-
cités participant au processus de relaxation, et c'est ainsi qu'un mécanisme de
relaxation a été proposeé.

Dans une premiére partie je vais m'intéresser au processus de relaxation des
formes kéto et énol de l'uracile protonée. Je présenterai dans un premier temps
les spectres de photodissociation UV. Puis, je présenterai les résultats des expé-
riences de cinétique d’'apparition des fragments et les expériences pompe-sonde
résolues en énergie. Je m'appuierai sur les résultats des calculs SCS-CC2 pour pro-
poser les mécanismes de relaxation qui peuvent s'opérer. Ensuite, nous verrons
I'évolution de ces mécanismes dans la thymine, qui présente peu de changements
structuraux par rapport a l'uracile protonée. Les résultats sur la guanine proto-
née seront également présentés ainsi qu'une discussion sur les processus non-

radiatifs qui peuvent s'opérer.
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4.1. L'uracile protonée

Le schéma de photofragmentation de l'uracile protonée UH" présente trois
fragments majoritaires : la perte de NH3, H,O, et la perte de HNCO conduisant
aux fragments m/z 96, m/z 95 et m/z 70 (voir spectre de masse de la figure 4.1).
Ce schéma de fragmentation est observé aussi par la technique de dissociation

induite par collision (CID pour Collision-Induced Dissociation).
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Figure 4.1 - Spectre de masse de l'uracile protonée avec les fragments induits par

photoexcitation.

La spectroscopie électronique de l'uracile protonée a déja été publiée a basse
température (30 K) et a température ambiante (300 K). Deux régions d’absorption
distinctes ont été identifiées autour de 3,95 eV (314 nm) et 4,68 eV (265 nm) qui
correspondent respectivement a la région d'absorption des tautomeres kéto et

énol (voir figure 4.2).
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Keto Enol

Figure 4.2 - Représentation des tautomeres de l'uracile protonée. Le cercle rouge
indique la localisation de la charge positive. Les atomes du cycle sont numérotés

de1a6.

La spectroscopie de l'uracile protonée (voir figure 4.3) présente bien deux zones
d’'absorption : une autour de 314 nm et une autre région autour de 265 nm. Le
spectre n'a pas été enregistré entre 300 et 260 nm mais a déja été publié par Ber-
dakin et al. [92] sur le domaine 320-230 nm et est directement comparable a notre
spectre de photodissociation. Dans la partie la plus rouge, le spectre présente une
succession de bandes trés fines (~ 13 em ™! de large), tandis que dans la partie la
plus bleue, les bandes ont une largeur beaucoup plus importante (~ 200 cm™1).
Ces deux zones d’absorption correspondent aux deux formes tautomeres, kéto-
énol (appelée par "kéto" la suite) et énol-énol (appelée "énol" par la suite) preé-
sentes dans le piege de Paul.

Le spectre de photodissociation de la figure 4.3(a) est celui du tautomere kéto
tandis que le spectre de photodissociation de la figure 4.3(b) est celui du tauto-
mere énol, qui absorbe a plus haute énergie. Chaque isomere correspond a un
site de protonation différent de l'uracile possédant a la fois un groupe lactame et
un groupe lactime. Le tautomeére le plus stable (énol) est protoné sur 'oxygéne du
lactame, le tautomeére kéto plus haut en énergie de 0.08 eV[92] est quant a lui pro-
toné sur l'azote du groupe lactime. Les affinités protoniques de chaque atome ont
été calculées par Turecek et al [93] en 2000, et ont mis en évidence une affinité
protonique plus importante sur 'atome d'oxygéne O (=~ 920 kJ.mol~!) puis en-

suite sur I'atome d'azote N5 (=~ 860 kJ].mol~1) (voir figure 4.2 pour la numérotation
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Figure 4.3 - Spectre de photodissociation UV de l'uracile protonée, enregistré et
moyenné sur I'ensemble des fragments : m/z 70, m/z 95 et m/z 96. a) spectrosco-
pie dans la région du kéto, b) spectroscopie dans la région de I'énol. les fleches
rouge indique les transitions dont les résultats des expériences de cinétiques d'ap-
parition de fragments et des expériences pompe-sonde sont présentés dans la

suite du chapitre

des atomes).

4.1.1. Forme kéto de l'uracile protonée

La spectroscopie de photodissociation UV de l'uracile protonée dans la région
du tautomére kéto entre 31500 et 38000 cm ™!, présente une spectroscopie réso-
lue qui correspond a une progression vibronique, c'est-a-dire une succession de
bandes d'excitation du niveau vibrationnel le plus bas de I'état fondamental (v = 0)
vers plusieurs niveaux vibrationnels d'un état excité. La premiere transition est
située & 31765 cm~! et correspond a la bande origine du tautomére kéto. Les suc-
cessions de bandes vibroniques localisées autours de 32300 cm ™! et 32800 cm ™!
proviennent des modes de vibration de respiration caractéristiques des cycles aro-
matiques comportant six atomes, comme déja observés dans les bases de pyri-

midines neutres.[94]
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4.1.2. Cinétique d'apparition des fragments du tautomeére kéto de l'uracile
protonée
Les temps d'apparition des photofragments ont été enregistrés avec plusieurs
exces d'énergie en fixant la longueur d'onde de pompe sur chaque transition vi-
bronique du spectre de photodissociation UV. Les trois photofragments primaires
m/z 70, m/z 95 et m/z 96 ont la méme constante de temps d'apparition, ce qui sug-
gére une dissociation unimoléculaire de UH" & I'état fondamental. A partir de la
bande & +260 cm ™!, le temps d'apparition des photofragments est constant de
'ordre de 300 + 50 ns, ce qui est comparable a la limite de résolution expéri-
mentale. On peut seulement en déduire que le temps d'apparition est égal ou
supérieur a 300 ns.
Enregardant surlabande origine etla premiére transition vibronique a +101cm™
les temps d’apparition sont significativement plus longs, de 'ordre de 15 us et 11 us,

respectivement. (voir figure 4.4).

a) b) c)

Ocu ¥ 0[:0*' 101 em’ ' OC-C +260 cm'”
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st laser/extraction (ps) At laser/extraction (ps) At laser/extraction (ns)

Figure 4.4 - Cinétique d'apparition du fragment m/z 70 : (a) sur la bande origine

(0]
or

(b) sur la bande & +101 cm ™! d’excés d’énergie et (c) sur la bande & +260 cm ™!

0
d’'exces d’énergie. Les courbes en rouge représentent une simulation avec des
constantes de temps 7 =15 us, 11 uS et 350 ns sur les trois premieres bandes du

spectre de photodissociation, respectivement.

Les constantes d’apparition des fragments primaires en fonction de I'énergie
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des photons sont rapportées sur une échelle semi-logarithmique sur la figure 4.5.
Comme on peut le voir, la constante de temps change d'un facteur 50 en seule-
ment 260 cm~!. Ce comportement non linéaire de la cinétique d’apparition des
fragments ne peut pas s'expliquer simplement par une augmentation de I'énergie

interne présente dans la population s'étant relaxée vers le fondamental.

107 4
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Figure 4.5 - Evolution des temps d'apparition des fragments de l'uracile protonée

kéto, 1/7 (s~1), en fonction de I'énergie d'excitation.

Les voies de fragmentation conduisant aux pertes de NH3, H,O et HNCO ont
été étudiées d'un point de vue théorique par Rossich Molina et al.[95] Pour chaque
canal de dissociation, I'énergie de I'état de transition le plus élevé, qui détermine
I'étape limitante de la cinétique de fragmentation, est calculée entre 2,8 eV et 3,1
eV. De plus, I'énergie des photons sur la bande origine (3,94 eV) dépasse d'en-
viron 1 eV les barrieres énergétiques les plus élevées conduisant aux principaux
fragments dans I'état fondamental. On peut donc en conclure que si la molécule
retourne a I'état fondamental par conversion interne avec cette énergie de 3,94
eV, on est treés éloigné du seuil de dissociation on ne devrait pas observer une si
forte variation de la cinétique d'apparition avec +260 cm ™! d'énergie supplémen-
taire dans le systeme.

Comme nous le verrons dans la suite de ce chapitre, nous suggérons qu'au
moins deux processus de désactivation indépendants a I'état fondamental entrent

en compétition apreés I'excitation électronique de la forme kéto de UH" avec un

82



changement drastique & partir de +260 cm ™! au-dessus de la bande origine.

4.1.3 . Expériences pompe-sonde sur le tautomeére kéto

Des expériences pompe-sonde de photodissociation ont été réalisées pour
suivre |'évolution de la population apres I'absorption d'un photon UV. Les pre-
mieres expériences pompe-sonde ont été effectuées en fixant la longueur d'onde
de pompe sur la bande origine du tautomere kéto déterminée par la spectrosco-
pie de photodissociation UV. En se placant sur la bande origine, on s'assure de
mettre le minimum d'énergie possible dans le systéme, ce qui permet de porter
la molécule dans un état électroniquement excité, sans énergie dans les modes de
vibration. La combinaison de la pompe UV et d'une sonde UV entraine une dimi-
nution de l'intensité des photo-fragments primaires m/z 70, m/z 95 et m/z 96 ainsi
que l'apparition de nouveaux fragments dans le spectre de masse. Nous verrons
que les nouveaux fragments créés ne sont pas identiques en fonction de I'échelle

temporelle et en fonction de la longueur d'onde de la sonde.

Le spectre de masse de la figure 4.6(a) a deux couleurs montre que I'on a bien
une diminution de l'intensité des fragments primaires m/z 70, m/z 95 et m/z g6,
et 'apparition du fragment m/z 43 avec un laser de sonde a 625 nm. Il est impor-
tant de noter que ce fragment m/z 43 n'est observé qu’a I'échelle ps, ce fragment
est donc spécifique a une population excitée a I'échelle ps. Le décalage temporel
entre le laser de pompe et le laser de sonde a I'échelle ps permet d'observer un
signal transitoire sur les fragments en déplétion et les fragments en augmenta-
tion. Le signal transitoire du fragment m/z 43 ne présente pas un déclin jusqu’a la
ligne de base. Ceci est d a la limite expérimentale de la ligne a retard que nous
utilisons pour décaler temporellement le laser de pompe et le laser de sonde car
lalongueur de la platine limite les expériences pompe-sonde a un délai maximum
de 1,5 ns. Dong, la limite expérimentale ne permet pas de mesurer précisément la
durée de vie de cet état, on extrait néanmoins une constante de temps a partir du
signal transitoire, ce qui permet d’'estimer la durée de vie de cet état excité a une
durée supérieure a 5 ns. Il estimportant de préciser que la somme des fragments

est constante en fonction du délai entre le laser de pompe et le laser de sonde.
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Figure 4.6 - Signaux pompe-sonde sur la bande origine du tautomere kéto de
I'uracile protonée a I'échelle ps. a) Spectre de masse a deux couleurs de UH" excité
sur la bande origine et sondé a 625 nm a l'échelle ps. Ce spectre de masse est
obtenu en faisant la différence du spectre de masse avec les deux lasers, pompe
et sonde, et le spectre de masse avec le laser de pompe seul. b) Signal transitoire
sur les fragment m/z 70 et m/z 43 a I'échelle ps. En rouge simulation avec une

constante de temps de 5 ns.

Le changement de voie de dissociation entre la fragmentation UV et la fragmenta-
tion UV + sonde est donc caractéristique d'une population qui a été déplacée. Le
signal transitoire mesuré peut donc bien étre associé a une durée de vie d'un état

excité.

Les expériences pompe-sonde ont ensuite été poursuivies sur une échelle us
avec un laser de sonde a 625 nm. On peut remarquer sur le spectre de masse a

deux couleurs de la figure 4.7 la présence de deux nouveaux fragments m/z 42
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Figure 4.7 - Signaux pompe-sonde sur la bande origine du tautomere kéto de
I'uracile protonée a I'échelle us. a) Spectre de masse a deux couleurs de UH" excité
sur la bande origine et sondé a 625 nm a l'échelle us. Ce spectre de masse est
obtenu en faisant la différence du spectre de masse avec les deux lasers, pompe et
sonde, et le spectre de masse avec le laser de pompe seul. b) Signal transitoire sur
les fragment m/z 70 et m/z 42 a I'échelle us. En rouge simulation avec constante

de temps de 11us

et m/z 57 ainsi que la disparition du fragment m/z 43. Les fragments primaires,
m/z 70, m/z 95 et m/z 96, continuent de présenter une déplétion de leurs signaux
a deux couleurs a I'échelle us. Nous mesurons un signal transitoire sur un do-
maine allant jusqu’a 30 us pour I'ensemble des fragments. Une durée de vie d'une
dizaine de microsecondes est estimée en modélisant le signal par une exponen-
tielle décroissante. Le signal transitoire ne revient pas complétement lui aussi a
zéro dans cette fenétre temporelle. Ce comportement signifie que méme apres
plusieurs dizaines de microsecondes, un signal a deux couleurs est toujours ob-
serve.

Le signal a deux couleurs restant apres la mesure de deux déclins de popu-
lation pourrait étre dd a I'absorption du laser de sonde par 'ensemble des frag-

ments primaires qui fragmenteraient a nouveaux pour former les ions m/z 42 et
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m/z 57. Cette hypothése semble néanmoins peu probable car le laser de sonde
utilisé est dans le domaine du visible. En effet, dans I'uracile protonée il semble
admis que les fragments primaires soient des espéces a couche fermée. Ces es-
peces n'‘absorbent pas dans le domaine (630-530 nm). De plus cela impliquerait
que les fragments secondaires seraient issus des fragments primaires, ce qui ne
semble pas étre le cas ici non plus puisque le fragment m/z 42 est probablement
relié au fragment neutre complémentaire du fragment m/z 70. Une autre hypo-
thése serait qu'a I'échelle microseconde on sonderait un autre état excité. Pour
vérifier cette hypothese on réalise I'expérience pompe-sonde a une échelle milli-
seconde. Il apparait que lorsque I'on passe a I'échelle ms, le laser de sonde dans
le domaine visible (625-550 nm) ne permet plus d’'obtenir un signal a deux cou-
leurs. Cette absence de signal a deux couleur sur I'échelle ms peut signifier que la
population excitée par le laser de pompe c'est complétement relaxée vers I'état
fondamental. Une autre possibilité serait que la population excitée se soit relaxée
vers un autre état excité mais que le laser de sonde ne soit pas assez énergétique

pour sonder cette population.

Pour poursuivre ces expériences, nous avons alors choisi comme sonde un la-
ser a 355 nm. Comme on peut le voir sur la figure 4.8, on retrouve un spectre de
masse a deux couleurs en utilisant une sonde avec plus d'énergie. On remarque
cette fois que le fragment principal est le fragment m/z 40 qui n'a pas été observé
dans les échelles temporelles précédentes. Le fragment m/z 42 est aussi présent
mais moins intense que le fragment m/z 40. Une déplétion est toujours observée
sur les fragments primaires. En faisant varier le délai pompe-sonde sur une di-
zaine de ms on peut observer un déclin transitoire sur 'ensemble des fragments.
La modélisation par une exponentielle décroissante permet d'obtenir une durée
de vie de l'ordre de 2 ms. On peut constater que le signal des fragments secon-
daires disparait totalement apres quelques ms, les fragments primaires quant a

eux retrouvent leur intensité maximale.

En résumé, les expériences pompe-sonde avec le laser de pompe fixé a la lon-
gueur d'onde de la transition origine ont permis de mesurer trois constantes de

temps sur trois échelles de temps différents : 7 > 5 ns, 75 >~ 11 us et 73 ~ 2 ms. Nous

86



(a) (b) mfz 70
0,25 f 1=2ms
miz 40
©
s %’020 -
El c,
— Q
5 UE.Q T T
= £
I= @ 0,02
& B
= =t
[=] @
© c
m/z 95 0,014
m/z 96
miz 70
J : atA)
0,00 - | | | YW
40 50 60 70O 80 9.0 100 0 5 10 15
m/z Délai pompe/sonde (ms)

Figure 4.8 - Signaux pompe-sonde sur la bande origine du tautomere kéto de 'ura-
cile protonée a I'échelle ms. a) Spectre de masse a deux couleurs de UH" excité
sur la bande origine et sondé a 355 nm a I'échelle ms. Ce spectre de masse est
obtenu en faisant la différence du spectre de masse avec les deux lasers, pompe
et sonde, et le spectre de masse avec le laser de pompe seul. b) Signal transitoire
sur les fragment m/z 70 et m/z 42 a I'échelle ms En rouge simulation avec une

constante de temps de 2 ms.

avons mesuré des constantes de temps similaires en fixant la longueur d'onde du
laser de pompe sur la transition vibronique a +101 cm ™! par rapport a la transition
origine. Dans la suite de ce chapitre, nous verrons l'attribution de ces temps aux
différents états électroniques impliqués dans les processus de relaxation, grace
notamment aux calculs théoriques, comme cela a été fait dans le cas de la cyto-
sine protonée. [60] En effet, les trois constantes de temps sur les trois échelles
de temps différentes, pour ces deux premieres bandes du spectre, évoquent un
mécanisme de désexcitation comparable a celui de la cytosine protonée. [60]
Des expériences pompe-sonde ont été réalisées sur plusieurs bandes plus
hautes en énergie, a partir de 260 cm~! d’excés d’énergie dans le systéme. Les frag-
ments créés par un laser de sonde a 355 nm sont les fragments m/z 40 et m/z 44

et on observe une déplétion sur tous les fragments primaires. Les signaux pompe-
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sonde de la figure 4.9 ont été réalisés avec un laser d’excitation a 306,95 nm et en-
registrés sur le fragment m/z 40. Al'échelle ps le signal transitoire est similaire a ce-
lui observé sur la bande origine et la premiére transition vibronique. La longueur
de la ligne a retard ne permettant pas d’explorer plus loin I'échelle ps on peut
seulement estimer une durée de vie supérieure a 5 ns de I'état excité. A I'échelle
microseconde, le signal sur le fragment m/z 40 est constant sur une échelle de
40 us, ce qui differe du signal transitoire observé avec le laser de pompe sur la
bande origine a 314,05 nm. Les expériences pompe-sonde ont donc été poursui-
vies sur I'échelle ms. Aux temps longs, on peut observer un signal transitoire sur le
fragment m/z 40 qui permet de mesurer une durée de vie de I'ordre de 2 ms, une
durée de vie du méme ordre de grandeur avait aussi été mesurée avec le laser de

pompe a 314,05 nm.
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Figure 4.9 - Signaux pompe-sonde enregistrés sur le fragment m/z 40 avec un

laser d'excitation a 306,95 nm a I'échelle ps, us et ms.

En résumé, a partir de la deuxiéme bande vibronique (+260 cm ') du spectre
de photodissociation, les expériences pompe-sonde ont permis de mettre en évi-
dence la disparition de la composante us. Rappelons que les expériences de ci-
nétique d'apparition des fragments ont permis de mettre en évidence un change-
ment drastique a partir de cette bande vibronique a +260 cm~! d'excés d’énergie

par rapport a la bande origine.
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4.1.4 . Calculs Coupled Cluster (CC2) des états excités du tautomere kéto

Des calculs ab initio ont été réalisés pour connaitre la nature et la position éner-
gétique des premiers états excités, singulets et triplets de UH" dans sa forme kéto.
Un calcul vertical depuis I'état fondamental (forme plane, appartenant au groupe
de symétrie C;) permet de connaitre la nature des premiers états excités acces-
sibles optiquement (voir table 4.1). Le premier état excité Sy est accessible a partir
d'une transition 7 — 7*, le second état excité Sy a un caractéere a transfert de
charge 'non*. Cet état 'npor* peut étre décrit par le transfert d'un électron d’'une
orbitale moléculaire localisée sur un doublet libre de I'oxygene du carbonyle vers
une orbitale antiliante du cycle aromatique. La force d'oscillateur est trés impor-
tante pour le '77* (0,1258) alors que I'état nom* présente une force d'oscillateur
trés faible (0,00002) ce qui semble suggérer que I'excitation de UH"™ kéto par un
laser UV autour de la bande origine décrit principalement une transition vers I'état
Lra,

Les calculs CC2 permettent d'obtenir une bonne description de la géométrie
optimisée a I'état fondamental et de I'état excité S; ainsi que I'énergie de la transi-
tion adiabatique, c'est-a-dire la différence en énergie entre |'état fondamental et
I'état excité, corrigée de I'énergie de point zéro. Ce type de calcul a déja été réa-
lisé sur des systémes de tailles similaires aux bases de 'ADN/ARN, la différence
d'énergie de transition obtenue entre la valeur expérimentale et la valeur calculée
est de I'ordre de + 600 em ™! (+ 0,075 eV) sur ces systemes. [59]

Les calculs SCS-CC2 (SCS pour Spin-Component Scaled) ont été réalisés en
complément, car il permettent une meilleure description des états a transfert de
charge qu'avec la méthode CC2.[87] L'étude sur la cytosine protonée a montré
I'importance de ces états dans le processus de relaxation, il est donc important
de pouvoir bien les localiser.

L'énergie de la transition adiabatique, en SCS-CC2 est calculée a 3,88 eV, ce
qui est tres proche de la valeur expérimentale de 3,94 eV alors que la méthode
CC2 semble sous-estimer |légerement cet état de 0,21 eV. D'aprés le tableau 4.1
I'ordre en énergie des optimisations de géométries de l'état 'npor* est différent

en fonction de la méthode de calcul utilisée : le calcul SCS-CC2 donne I'état 'npo7*
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SCS-CC2 CC2

1o
Energie en vertical 4,40(0,1258) 4,36
Energie adiabatique 3,88+0,2 3,731+0,2
AE,,; .« /00 -0,06 -0,21

Ipor
Energie en vertical 5,61(0,00002) 4,98
Energie adiabatique 4,05+0,2 3,2310,2
JAY S — +0,17 -0,5

S

Energie adiabatique 3,37 3,28

Table 4.1 - Energies d'excitation verticales et adiabatiques au niveau SCS-CC2 et
CC2 avec comme base aug-cc-pVDZ de la forme kéto de l'uracile protonée. Les
forces d'oscillateur sont données entre parentheses. La valeur expérimentale de

la transition 08 est de 3,94 eV.
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a 0,17 eV plus haut en énergie que I'état '77*, alors que le calcul CC2 donne une
valeur optimisée de I'état 'nom* & 0,5 eV plus bas que I'état !z7*. Par contre, le
calcul vertical donne toujours I'état 'npon* plus haut en énergie que I'état nr*
indépendamment de la méthode, CC2 ou SCS-CC2. L'état 'npon* et lnr* sont trés
proches en énergie, on peut donc penser qu’'expérimentalement une population
de I'état 'z7* pourrait peupler I'état 'nor*.

A partir des géométries optimisées de I'état fondamental et du premier état ex-
cité, nous avons calculé les fréquences de chaque état avec les deux méthodes de
calcul. Le calcul des fréquences permet de vérifier que nous sommes bien dans un
minimum d'énergie potentielle (absence de fréquences négatives), mais aussi de
simuler le spectre dans la région Franck-Condon (FC). Les spectres simulés com-
parés au spectre expérimental de l'uracile protonée dans la zone d'absorption du

kéto sont représentés sur la figure 4.10.
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Figure 4.10 - Simulations Franck-Condon du spectre UV de la forme kéto de l'ura-
cile protonée. a) Spectre expérimental comparé au spectre simulé au niveau SCS-
CC2/aug-cc-pVDZ. b) Spectre expérimental comparé au spectre simulé au niveau

CC2/aug-cc-pVDZ.

On peutvoir que le spectre simulé au niveau SCS-CC2 est tres proche du spectre
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expérimental et reproduit précisément les deux premiéres transitions vibroniques:
la bande origine et la bande a 100 cm~! d’excés d’énergie. Les massifs vibroniques

3 +500 cm !

et +1000 cm~! d'excés d’énergie sont aussi reproduits dans la simu-
lation. En revanche, la simulation Franck-Condon a partir des calculs CC2 est en
désaccord avec le spectre expérimental. D'une part la bande & +100 em ™! d'ex-
ces d'énergie n'est pas reproduite et d'autre part la simulation des bandes entre
250 et 1250 cm ™! d’excés d'énergie ne correspond pas au spectre expérimental.
Au vue du faible écart entre I'énergie adiabatique calculée au niveau de calcul
SCS-CC2 et la valeur expérimentale ainsi que de la simulation Franck-Condon qui
permet d'obtenir une bonne reproduction du spectre expérimental, on peut donc
en déduire que le niveau de calcul SCS-CC2 est une bonne approche pour repré-
senter la structure des états excités de l'uracile protonée kéto. Comme cité précé-
demment la transition vibronique v; a +100 cm~! (figure a) 4.11) correspond a un
mode de pliement du cycle aromatique. A partir de +260 cm~!, les transitions vi-
broniques observées correspondent a des modes de respiration du cycles aroma-
tiques ainsi qu'a des déformations dans le plan de la molécule comme le montre

la figure b) 4.1 représentant le mode v5 a +260 cm-1.

vy: 09 +100 cm? vg: 0§ +260 cm?

Figure 4.1 - Représentation des modes vibroniques a a)+100 et b)+260 cm~! du

tautomere keto de l'uracile protoné

Le bon accord entre le spectre simulé et le spectre expérimental permet entre
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autre de confirmer la géométrie de I'état excité S; calculée en SCS-CC2. Les optimi-
sations de géomeétrie réalisées au niveau SCS-CC2/aug-cc-pVDZ sont représentées
sur la figure 4.12, I'état ' 77* présente une structure quasiment plane avec une |é-
gére distorsion du carbone en position 6 en dehors du plan. L'état 'nom* présente
une structure complétement plane. L'état triplet 377* optimisé ressemble forte-
ment a I'état singulet avec une légere distorsion hors plan du carbone 6 mais plus

importante que pour |'état singulet.

Figure 4.12 - Structures optimisées au niveau SCS-CC2/aug-cc-pVDZ des états ex-

cités ln*, Inom*, 3nr*.

4.1.5 . Processus de relaxation du tautomeére kéto a I'état excité : bande ori-

gine et premiére bande vibronique a +101 cm™!

Les calculs ont permis de s'assurer que I'état optiquement actif apres une exci-
tation UV a 314,05 nm (bande origine) correspond a une transition =7*, d'une part
car I'écart expérience/théorie est relativement faible et, d'autre part, parce que
la simulation Franck-Condon est en accord avec le spectre de photodissociation.

Les optimisations de géométrie montrent que l'ordre en énergie entre I'état
Irn* et I'état 'npm* n'est pas franchement établi en fonction du niveau de calcul
utilisé. Le calcul au niveau SCS-CC2 prédit la position de I'état non* a 0,177 eV au
dessus de I'état '77*, ce qui devrait empécher un possible transfert de population
de I'état localement excité vers |'état a transfert de charge. Néanmoins, cet écart
d'énergie est trés proche des barres d'erreurs de ces niveaux de calculs (environ

0,2 eV [96]). Compte tenu des barres d'erreurs des calculs, on peut supposer que
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les états lrm* et 'non* sont quasi-dégénérés et que la relaxation de I'état lrr*

vers l'état 'nom* est possible.

Le temps le plus court mesuré expérimentalement est un temps de plusieurs
ns. Le spectre du tautomeére kéto présente des bandes fines dont la largeur n'est
limitée que par le contour rotationnel. Il convient de mentionner que la durée
de vie radiative de I'état 'w7* est estimée & 12 ns tandis que celle de I'état 'non*
est de l'ordre de 50 us, selon les forces d'oscillateur calculées des deux états.[97]
Nous attribuons donc les constantes de temps ns et us aux durées de vie de
I'état localement excité 'wn* et de I'état 'non*, respectivement. Les expériences
pompe-sonde a I'échelle s, sur la bande origine et la premiére bande vibronique,
montrent que la population évolue vers I'état a transfert de charge. Par ailleurs,
la constante de temps ms révele I'implication d'un état excité de longue durée
de vie dans le processus de désactivation. Le croisement intersysteme (ISC : In-
tersystem Crossing) de l'état 'no7* avec I'état 377* situé plus bas en énergie est
autorisé selon les régles d'El-Sayed entre des états de symétries différentes.[98]
Une fois la population piégée dans I'état triplet la derniere possibilité de relaxa-
tion est de retourner dans I'état fondamental par un croisement intersysteme. La
durée de vie mesurée ms semble étre cohérente pour un état triplet puisque le
passage d'un état 377* vers un état '77* est peu probable, le processus de retour
au fondamental est donc tres long et on peut attribuer la constante de temps ms
a l'état 377*. Nous proposons donc comme mécanisme de relaxation non-radiatif
pour la forme kéto de 'uracile protonée sur la bande origine et la premiere bande

vibronique : rr* — Inor* — 3n7*,
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Figure 4.13 - Schéma du processus de relaxation proposé sur les deux premiéres

bandes vibroniques du tautomeére kéto de l'uracile protonée.

4.1.6 . Processus de relaxation du tautomer kéto a I'état excité : a partir de
+260 cm ! d'excés d’énergie

A partir de 260 cm~! d'excés d’énergie dans l'état lz7*, 'absence de dyna-
mique a I'échelle de temps us traduit le fait que I'état 'non* n'est plus impliqué
dans le processus de désexcitation non-radiatif. Cependant, la constante de temps
enregistrée sur I'échelle de temps ms a chaque bande vibronique révele que la po-
pulation & partir de I'état excité lr7* se retrouve dans I'état excité 3rn* aprés
un croisement intersystéme. Bien que la probabilité d'un tel croisement entre
états de méme symétrie soit tres faible en raison des éléments de couplage spin-
orbite trés faibles, les couplages spin-vibronique entre états presque dégénérés
peuvent conduire a un transfert efficace de population vers le triplet. Par ailleurs,
il convient de rappeler que la durée de vie de |'état localement excité est de I'ordre
de la nanoseconde, ce qui ne nécessite donc pas des taux de croisement intersys-

téme trés élevés pour le transfert de population de I'état brr* vers I'état 3o,

Pour pouvoir avoir un échange de population entre I'état 'nr* et I'état 377+ il
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faudrait que ces deux états soient dégénérés. Comme le montrent le tableau 4.1 et
la figure 4.12, les états 'rn* et 37r*, dans la géométrie de I'état lrr*, sont trés éloi-
gnés en énérgie. Il faudrait donc un déplacement important sur la surface d'éner-
gie potentielle pour trouver une région ou ces deux états seraient dégénérés.
Pour explorer cette hypothese, nous avons effectué des calculs MECP (Mini-
mum Energy Crossing Points) avec le logiciel Turbomole pour localiser les régions
de dégénérescence entre les états singulet et triplet 7n*. A la structure optimi-
sée de I'état '7n*, I'état triplet se situe en dessous & 0,46 eV. Les calculs MECP
conduisent a une structure avec un écart énergétique minimum de 0,04 eV entre
les états singulet et triplet 377*. A partir de cette géométrie, 'optimisation de la
géométrie '77* conduit a un point de la surface d’énergie potentielle proche d’'un
croisement triple avec I'état triplet (écart en énergie de 0,12 eV) et |'état fonda-
mental (écart en énergie de 0,95 eV). Cette structure est presque isoénergétique
avec le minimum de la surface d'énergie potentielle de I'état 'z7* et ressemble
beaucoup a celle calculée au niveau MS-CASPT2 pour l'uracile neutre[27] et no-
tée Eth-Col. Ce chemin réactionnel optimisé au niveau SCS-CC2/aug-cc-pVDZ qui
relie la structure optimisée de I'état '77* et la structure Eth-Col au voisinage du

croisement triple lnr* /377* / Sy est représenté sur la figure 4.14.
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Figure 4.14 - Chemin réactionnel optimisé (SCS-CC2/aug-cc-pVDZ) reliant I'état

I7n* et la structure Eth-Col au voisinage du croisement triple 'wz* /377%* /S,

Cette structure Eth-Col présente une déformation hors plan avec une torsion
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de la liaison C5=Ce. Ce type de déformation est typique de la déformation de
I'éthyléne au niveau de lintersection conique entre I'état !7n* et I'état fondamen-
tal Sp. Il convient de mentionner que les calculs CC2 ne peuvent pas tenir compte
des croisements de courbes, de sorte que la surface d'énergie potentielle ne peut
pas étre décrite avec précision au niveau de la structure de l'intersection conique.
Néanmoins, une intersection conique impliquant une déformation similaire de la
liaison Cs =Cg a été localisée pour UH™ au niveau CASPT2 par Omidyan et al. [99],
ce quirenforce notre résultat obtenu au niveau SCS-CC2. Les auteurs ont calculé la
barriere permettant le passage a partir de la région Franck-Condon vers la région
d'intersection conique en générant le chemin réactionnel par une interpolation
linéaire des coordonnées internes. Le résultat du calcul donne une barriere d'en-
viron 0,5 eV, ce qui représente une limite supérieure de la vraie barriere. Comme
nous pouvons le voir sur la figure 4.14, le calcul au niveau SCS-CC2/aug-cc-pVDZ
du chemin réactionnel optimisé reliant la structure du '77* & la structure Eth-Col

présente une barriére tres faible de 20 meV.

Energie

E = 034260 cm!

Figure 4.15 - Schéma du processus de relaxation proposé avec un exces d'énergie

d'au moins +260 cm~1, du tautomére kéto de l'uracile protonée.

A partir de +260 cm~! d'énergie en excés dans l'état localement excité, la po-

pulation décroit a travers une petite barriere énergétique vers la région Eth-Col
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de la surface d’énergie potentielle de I'état excité ou se produit un croisement
triple avec le triplet et I'état fondamental, permettant ainsi le croisement intersys-
téme ou l'intersection conique vers I'état fondamental Sy. La figure 4.15 présente
ainsi le nouveau processus de relaxation observé avec une faible augmentation

de I'énergie d'excitation.

4.1.7 . Processus de relaxation du tautomeére kéto vers I'état fondamental

Nous avons déja mentionné précédemment que la fragmentation se produit
dans I'état fondamental aprés excitation électronique des bases protonées.[92] II
n'y a aucun signe de fragmentation directe a partir de I'état excité, tel que la perte
d’'un atome d’hydrogene, et les canaux de fragmentation sont ceux observés dans

les expériences de collisions a basse énergie.

Rappelons que les temps d’apparition des photofragments sur la bande ori-
gine et la premiére transition vibronique a +101 cm~! sont significativement plus
longs que sur les bandes a partir de +260 cm~!. Ces temps d’apparition englobent
ainsi la dynamique du processus de désactivation jusqu’au retour a I'état fonda-
mental et 'évenement de fragmentation en lui-méme. Le temps d’apparition des
photofragments a partir de +260 cm~! au dessus de la bande origine est d’envi-
ron 300 ns (limite expérimentale). Ces constantes de temps rapides sont en accord
avec ce qui a été observé pour la cytosine énol protonée pour laquelle la fragmen-
tation se produit a I'état fondamental aprés conversion interne directe a partir de

I'état localement excité lrn*.[81]

Inversement, la constante de temps us observée pour le temps d’apparition
des photofragments sur la bande origine (voir figure 4.16(a)) et sur la premiére
transition vibronique correspond & la durée de vie de l'état 'npon*, révélant le
temps passé dans cet état avant d'atteindre I'état fondamental ou la dissocia-
tion se produit a I'échelle nanoseconde. Soulignons que l'absence de constante
de temps ns sur la bande origine et la premiére transition vibronique met claire-
ment en évidence que la conversion interne a partir de I'état localement excité ne
se produit qu'a partir de +260 em ™! d'excés d'énergie & I'état excité. En dessous

de cet excés d’énergie, la conversion interne a lieu a partir de l'état 'nor*.
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Figure 4.16 - Cinétique d'apparition du fragment m/z 70 a I'échelle us et ms sur
la bande origine a 314,05 nm. a) La courbe rouge représente la modélisation de
I'exponentielle croissante avec une constante de temps 7 =16 us. b) La courbe en
rouge représente la somme de la courbe bleue et de la courbe verte. La courbe
en bleu permet de simuler la composante us de la figure a) et la courbe en vert

est une exponentielle croissante, avec une constante de temps 7 =7 ms.

De plus, comme nous pouvons le voir sur la figure 4.16(b), I'évolution tempo-
relle du signal de fragmentation sur I'échelle de temps de la milliseconde montre
une seconde constante de temps, qui est présente a tout excés d’énergie. Le si-
gnal est composé d'une fonction exponentielle croissante telle qu'utilisée dans
I'échelle de temps la plus courte mais avec une constante de temps de I'ordre de
6+1 ms auquel s'additionne un signal constant tenant compte de l'intensité des
photofragments produits sur I'échelle de temps us (sur la bande origine et la pre-
miére bande & +101 cm™!) ou ns (a partir de +260 cm~! d’excés d'énergie). Notons
par ailleurs que les canaux de fragmentation sont identiques a toutes les échelles
de temps. Cette deuxieme constante de temps, ms, reflete le temps de piégeage
dans I'état triplet avant le croisement intersysteme jusqu’a I'état fondamental ou
la dissociation a lieu rapidement, sur une échelle nanoseconde.

Enfin, il est intéressant de souligner le fait que les amplitudes des signaux aux
temps d’extraction court (us) et long (ms) sont similaires. Nous pouvons ainsi ob-

tenir une estimation qualitative du processus de conversion interne a partir des
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états singulets et du croisement intersystéeme de I'état triplet a I'état fondamen-
tal, respectivement. Bien que la cinétique d'apparition des photofragments puisse
étre modifiée (diminution de la cinétique d’apparition) par collision avec le rési-
duel du gaz tampon (He) a I'échelle milliseconde, nous pouvons tout de méme
estimer que le passage de I'état triplet a I'état fondamental représente la moitié
du processus non-radiatif conduisant a la fragmentation.

Les différentes voies de relaxation conduisant a I'état fondamental dans le tau-

tomere keto de l'uracile protonée sont résumeées dans la figure 4.17.

*
lan 3TI:TC*
~ 5 ns P
: AN . -
Conversion }% - ngn
Interne | 3 =
LA 2ms .
\ N\ ; Conversion
Y N interne
\ ] ..- Do
= s
:\z = ISC So
\\

Figure 4.17 - Schéma des processus de relaxation permettant un retour vers I'état

fondamental du tautomere kéto de l'uracile protonée.

4.1.8 . Spécificités des voies de fragmentation avec le laser de sonde

Un des aspects frappants des études pompe-sonde est la spécificité des voies
de fragmentation avec le laser de sonde. Cette spécificité avait déja été obser-
vée par le groupe dans le cas du 4-aminopyridine protonée, [100] dans laquelle la
perte du groupement - NH, est spécifique a I'absorption du photon sonde a par-
tir d'un état TICT (Twisted Intramolecular Charge Transfer). Comme nous I'avons
vu ci-dessus, aprés excitation vers l'état '77*, le processus de désactivation fait
intervenir un état 'nom* et un état 377*. Nous avons montré qu’en fonction de

la configuration électronique de I'état excité, différents fragments sont produits
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suite a I'absorption du photon sonde : majoritairement m/z 43 de I'état !7n* loca-
lement excité, m/z 57 et m/z 42 de 'état 'npm* et m/z 40 & partir de 'état 37r*. De
plus, les fragments observés dépendent de la longueur d'onde de la sonde. Cela
suggere fortement que différents états excités peuvent étre atteints par absorp-
tion du photon sonde qui induit des photofragments spécifiques, comme l'ont
récemment souligné Pitzer et al. [101] lls ont établi des corrélations entre les états
électroniques et les photofragments observés par excitation VUV a température
ambiante de UH". Il faut cependant rappeler que dans ce type d'expérience, au-
cune sélectivité des conformeres ne peut étre atteinte, le signal de photofragmen-
tation englobe donc I'excitation des tautomeres énol et kéto de UH™, ce qui com-
plique I'analyse des résultats expérimentaux.

Il est intéressant de souligner que le fragment m/z 57, observé uniquement
par excitation dans le visible & partir de I'état 'non* n'a pas été détecté dans le
schéma d’excitation VUV, soulignant la sélectivité d’excitation et de fragmentation
a partir des états de transfert de charge. Nous avons calculé les énergies d'exci-
tation verticale et les forces d'oscillateur (voir tableau 4.2) a partir de la structure
optimisée de I'état '77*, I'état 'npon* et I'état 3x7r*. Il convient de noter que les
énergies d'excitation verticales entre les états excités doivent étre considérées
comme qualitatives car les méthodes CC2 sont moins précises pour ces états ex-
cités situés plus haut en énergie. Enfin, dans cette étude, nous ne nous sommes
pas focalisés sur les mécanismes de fragmentation conduisant a la formation de

photofragments spécifiques en fonction de la configuration électronique.

Les calculs montrent que la molécule maintient une forme plane (symétrie C;)
a la géométrie optimisée de I'état 'non*. D'aprés les régles de sélection, on ne
peut donc envisager que des transitions vers des états 'non* supérieurs. Une
telle transition est prédite a 1,8 eV, ce qui est cohérent avec I'absorption du laser
de sonde observée de 650 a 532 nm. Pour les états singulet et triplet =7*, les
structures présentent un puckering du cycle et une déformation hors du plan qui

brisent la symétrie Cs. Cependant, on suppose une plus grande probabilité pour

101



1 * 1 * 3 *

T nom T
Conf. eV f Conf. eV f Config. eV f
nor* 0,68 0,0018 7wcom* 0,05 0 nom™™ 1,97 0,0048

nor* 2,02 0,00001 now* 1,8 0,0041 wTw* 2,40 0,0144
T 2,26 0,07 w* 2,73 0 wr* 2,64 0,040

T 2,92 0,001 Twoom* 2,93 0 n* 2096 0,107

Table 4.2 - Configuration électronique, énergies d'excitation en vertical (eV) et
forces d'oscillateur (f) des formes optimisées 'nn*, Inon* et 3xn*. En gras les

transitions qu'il est possible d'observer expérimentalement.

les transitions 7 — 7* en comparaison avec les transitions np — n*, comme indi-
qué dans le tableau 4.2. A partir de I'état localement excité, la premiére transition
autorisée est calculé a 2,26 eV, ce qui est cohérent avec le début d'absorption du
laser de sonde a 650 nm. Pour |'état triplet, il existe plusieurs transitions m — 7*
avec une force d'oscillateur croissante de 2,4 a 2,96 eV, ce qui pourrait expliquer
pourquoi I'absorption de cet état n'est pas observée avec des longueurs d'onde

de sonde dans le visible mais plutét a 355 nm.

4.1.9 . Conclusions

Les expériences de photodissociation pompe-sonde de la forme kéto de l'ura-
cile protonée ont permis de révéler les processus non-radiatifs complexes qui
peuvent se produire dans cette base de I'ARN. Les photofragments sont issus
d’'une dissociation unimoléculaire a I'état fondamental aprés conversion interne.
Une dynamique multi-échelle allant de la durée de vie nanoseconde de I'état loca-
lement excité !77* jusqu’aux durées de vie us de I'état 'nor* et ms de I'état 3rr*,
respectivement, a été observée et attribuée a l'aide de calculs au niveau SCS-CC2.
Nous observons également des spécificités dans les voies de fragmentation par
absorption des photons sondes provenant de ces états électroniques spécifiques.
L'analyse des cinétiques d'apparition des fragments suggere que le retour a I'état
fondamental se fait a la fois & partir de I'état 'no7n™* et par croisement intersystéme

a partir de l'état 37*, situé plus bas en énergie. Le passage par I'état a transfert
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de charge 'npn* se ferme avec plus de 260 cm ™! d’excés d'énergie dans I'état
excité. A partir de cet exces d'énergie, la population portée a I'état excité décroit
a travers une région de la surface d'énergie potentielle ou les états 'nr*, Ingr*
et 3rm* sont quasiment dégénérés avec I'état fondamental, o la structure de la
forme kéto de l'uracile protonée est similaire a la structure Eth-Col proposée dans

l'uracile neutre.

4.1.10 . Forme énol de l'uracile protonée

Le tautomere énol de l'uracile protonée absorbe dans un domaine plus bleu
qgue le tautomere kéto comme nous pouvons le voir sur la figure 4.3. Nous pou-
vons aussi constater que les bandes du spectre de photodissociation du tauto-
mere énol sont beaucoup plus larges que celles de la forme kéto. L'élargissement
des bandes est estimé & 170 cm~! sur la bande origine centrée autour de 256 nm
(~ 39060 cm™!). En supposant que cet élargissement est d( a la durée de vie de
I'état localement excité, nous pouvons obtenir une estimation de la durée de vie

de cet état en utilisant le principe d'incertitude d'Heisenberg :

h
AE x At > 7 (4.1

(e

Un élargissement de 170 em ™! correspond a une durée de vie de 30 fs. Cette
durée de vie indique que la dynamique de relaxation de I'état localement excité
est ultrarapide et qu'il nest pas possible de la sonder avec un laser picoseconde
comme nous l'avons fait pour le tautomere kéto, ou nous avons pu extraire une
limite de 5 ns. Néanmoins, nous avons effectué les expériences pompe-sonde
multi-échelle que nous allons présenter dans la suite de cette partie.

Intéressons-nous tout d’'abord au spectre de masse de la figure 4.18(a) enre-
gistré avec un temps de piégeage de 30 ms apres excitation laser sur la bande
origine du tautomere énol. Dans un premier temps, nous pouvons constater que
nous avons les mémes fragments m/z 70, m/z 95 et m/z 96 que dans le cas du
tautomere kéto (voir figure 4.1). Cependant, la différence majeure par rapport au
tautomere kéto est la présence du fragment m/z 43, ce fragment n’a pas été ob-

servé en excitant dans la région d’absorption du tautomere keto. Il est possible
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courant dion {u.a.)

que ce fragment provienne d'une voie de fragmentation spécifique du tautomeére

énol ou alors que cette voie est minoritaire dans le cas du tautomere kéto et ne

peut pas étre détectée.

Nous avons également enregistré un spectre de masse a deux couleurs, avec

le laser de pompe a 256 nm et le laser de sonde a 355 nm. Comme nous pouvons

le constater sur la figure 4.18(b), nous avons un signal pompe-sonde avec une

déplétion de 'ensemble des fragments observés a une couleur, c'est-a-dire m/z 43,

m/z 70, m/z 95 et m/z 96 et apparition des fragments m/z 44 et m/z 40.

a)
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Figure 4.18 - Spectres de masse de l'uracile protonée excitée autour de la bande

origine de la forme énol : (a) a une couleur avec un laser d’excitation a 256 nm et

un temps de piégeage 30 ms apres excitation laser (b) a deux couleurs : laser de

pompe a 256 nm et laser de sonde a 355 nm, délai pompe/sonde de 1 ns.

Dans la suite de cette partie, nous avons suivi la méme démarche que dans

le cas du tautomere kéto. Dans un premier temps, nous avons effectué des ex-

périences de cinétique d'apparition des fragments pour mieux les caractériser.

Dans un deuxiéme temps, nous avons enregistré les signaux pompe-sonde sur

différentes fenétres temporelles. L'interprétation des données expérimentales a

été effectuée a l'aide des calculs disponibles dans la littérature.[99]
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Intensité fragment (u.a.)

4.1.11. Cinétique d’apparition des fragments du tautomeére énol de l'uracile

La cinétique d'apparition des fragments a été enregistrée sur 'ensemble des
fragments observés sur le spectre de masse de la figure 4.18(a) avec le laser a
256 nm et un retard d'extraction maximum a 32 ms. Nous avons effectué ces me-
sures a deux pressions résiduelles, c’est-a-dire (a) 8,0x10~" mbar (b)1,6 x10~% mbar,
dans la chambre ou se situe le piege de Paul, en faisant varier la durée d'ouver-
ture de lavanne pulsée quiintroduit le gaztampon au moment ou les ions entrent
dans le piege de Paul. Rappelons que le laser interagit avec les ions 40 ms aprés
injection dans le piege afin de pomper le maximum de gaz tampon dans la trappe.
Les traces obtenues sont présentées sur la figure 4.19 pour les fragments m/z 43,

m/z 70 et m/z 96.

a) b)
P=28.107 mbar P =1.6.10° mbar|
@
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Figure 4.19 - Cinétique d'apparition des fragments avec un laser d’excitation a

256 nm, avec une pression résiduelle de (a) 8,0x10~ " mbar (b) 1,6 x10~% mbar.

On remarque sur les fragments m/z 70 et m/z 96, mais aussi m/z 95 non-
représenté sur la figure, que le signal augmente trés rapidement sur les premiers

points puis 'augmentation est plus légere. Le fragment m/z 43 se forme quant a
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lui, a I'échelle milliseconde : le signal augmente pour atteindre un palier a ~8 ms
apres l'excitation laser. Le signal du fragment m/z 43 peut étre modélisé par une
fonction exponentielle croissante avec une constante de temps de 3,3 ms. Pour
les fragments m/z 70, m/z 95 et m/z 96, il faut ajouter une composante permettant
de représenter la fragmentation rapide, et on peut en déduire des constantes de

temps de 15 ms pour le fragment m/z 70 et 32 ms pour le fragment m/z 96.

La cinétique d'apparition des fragments m/z 70 et m/z 96 est tres rapide, le
temps est inférieur a la limite expérimentale. On peut aussi voir que la simulation
ne permet pas de bien décrire le signal expérimental sur les premiers points. En
particulier sur le fragment m/z 70, il semble que le signal du fragment soit trés in-
tense au début puis diminue, soit constant jusqu’a ~3 ms pour ensuite augmen-
ter de facon exponentielle sur une échelle ms. L'explication la plus simple pour
expliquer la diminution d'un fragment serait qu'il se fragmente a nouveau. Or le
fragment 43 est considéré comme étant une voie de fragmentation du fragment
m/z 70 [102] par perte de la molécule HCN. On peut ainsi expliquer pourquoi la
cinétique du fragment m/z 43 est différente, il s'agit d'un fragment créé a partir du
fragment m/z 70. Le signal du fragment m/z 43 qui est constant aprés quelques
ms nous indique que la fragmentation du fragment m/z 70 n'a lieu qu'au temps
court et pas al'échelle ms. On peut donc identifier au moins deux voies conduisant
a la formation du fragment m/z 70. En comparaison avec les cinétiques observeés
sur le fragment keto la voie de cinétique d'apparition rapide peut étre associé a
un processus de retour a I'état fondamental depuis I'état localement excité. Les
fragments apparaissant a I'échelle milliseconde sont formées a partir d'une po-
pulation dans un état excité a longue durée de vie qui se relaxe vers |'état fonda-
mental. Toujours en comparaison avec les cinétiques réalisées sur le tautomere
keto ( cf figure 4.16) I'absence de composante microseconde semble correspondre
a I'absence de relaxation d’'une population d’'un état a transfert de charge nomx

vers |'état fondamental.

La méme expérience a été réalisée pour enregistrer les cinétiques d'apparition
des fragments mais en changeant, comme unique parameétre, la pression du gaz

résiduel dans la chambre.
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La premiére expérience a été réalisée avec une pression de 8,0x10~" mbar. En
augmentant la durée d'ouverture de la vanne pulsé, qui introduit le gaz tampon
pour piéger les ions, on peut I[égerement augmenter la pression résiduelle dans
la chambre. Dans la deuxiéme expérience, la pression résiduelle dans la chambre
est multipliée par un facteur 2, c'est-a-dire 1,6 x10~% mbar. Les cinétiques d'appa-
rition sont représentées sur la droite de la figure 4.19. On constate qu’en augmen-
tant la pression, le pic de signal au temps court, qui est observé sur le fragment
m/z 70 principalement, est conservé. La forme globale du signal de fragmentation
ne change pour aucun des fragments, si ce n'est que le maximum en intensité est
atteint plus rapidement aux temps longs a I'échelle ms. Notons que les intensi-
tés maximales sont les mémes aux deux pressions résiduelles. La modélisation
du signal par une fonction exponentielle croissante, a laquelle s'ajoute une fonc-
tion marche pour modéliser la fragmentation rapide observée pour les fragments
m/z 70 et m/z 96, permet d’extraire une constante de temps de 1,5 ms pour le frag-
ment m/z 43,11 ms pour le fragment m/z 70 et 8,5 ms pour le fragment m/z 96. On
constate que la pression a un effet important sur les fragments m/z 43 et m/z 96
ou le temps d'apparition des fragments est divisé par 2 et 4, respectivement. Par
contre, le fragment m/z 70 semble beaucoup moins impacté par I'augmentation

de la pression.

L'augmentation de la pression du gaz entraine une augmentation du nombre
de collisions dans le piege a ions. Les fragments formés par photo-dissociation
sont produits apres une relaxation vers |'état fondamental d'une population exci-
tée. Lors du retour a I'état fondamental cette population présente un important
exces d'énergie qui permet lui notamment de franchir les barriere des dissocia-
tions. Or 'augmentation des collisions va "refroidir" cette population de molécules
et diminuer son énergie interne, ceci a pour effet de ralentir 'apparition des frag-
ments ce qui se traduit expérimentalement par des valeurs de constantes d'appa-
rition de fragments plus grandes. Expérimentalement on observe pourtant une
cinétique d'apparition de fragment plus rapide. L'augmentation du nombre de
collisions a aussi pour effet de mieux confiner les ions au centre de la trappe, ce

qui va augmenter la quantité d’ions extraits, on atteint donc le palier plus rapide-
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ment, ce qui peut expliquer le raccourcissement de la constante de temps calculée.
L'augmentation de la pression du gaz a un effet sur deux processus différents qui
influent sur la cinétique d'apparition de fragments mais de facon opposé, il faut

donc rester prudent sur l'interprétation de ces valeurs.

D’apres ces expériences de cinétiques d'apparition on peut donc conclure que
les fragments primaires m/z 70 et m/z 96 présentent deux voies distinctes de for-
mation apreés absorption d'un photon UV. Les fragments m/z 70 et m/z 96 appa-
raissent trés rapidement a I'échelle nanoseconde et possédent une seconde crois-
sance a |'échelle milliseconde. Ceci peut nous laisser supposer que I'on peuple un
état a longue durée de vie, dont la population met plusieurs ms pour retourner

au fondamental.

4.1.12 . Expériences pompe-sonde sur uracile énol

Les expériences pompe sonde multi-échelle ont été réalisées sur la bande ori-
gine du tautomere énol. Le spectre de masse a deux couleurs de la figure 4.18
présente I'apparition des fragments m/z 40 et m/z 44 ainsi que la déplétion des
fragment m/z 43, m/z 70, m/z 95 et m/z 96. Le signal pompe-sonde enregistré a
I'échelle picoseconde est présenté sur la figure 4.20. On peut observer un signal
décroissant sur le fragment m/z 96 et un signal croissant sur le fragment m/z 44.
Les deux signaux atteignent un plateau au bout de 400 ps. De la méme maniere,
on observe un signal décroissant sur les fragments m/z 43, m/z 70 et m/z 95. Le si-
gnal du fragment m/z 40 suit le comportement croissant du fragment m/z 44 mais
plus lentement. En modélisant le signal sur les nouveaux fragments par une fonc-
tion exponentielle croissante et le signal des fragments en déplétion par une fonc-
tion exponentielle décroissante, il est possible d'extraire une constante de temps
de l'ordre de 150-200 ps. La simulation donne une incertitude sur les constantes
de temps de l'ordre de 20 ps. Les valeurs sont donc suffisamment proches pour
que 'on puisse considérer qu'on mesure le méme processus. Néanmoins, on peut
s'interroger sur le fragment m/z 40 dont la durée de vie mesurée est le double de
celle mesurée sur le fragment m/z 96. Le signal pompe-sonde a cette échelle de

temps suggere qu'un état est en cours de peuplement. Il s'agit donc de la popula-
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Figure 4.20 - Signaux pompe-sonde enregistrés a I'échelle picoseconde du tauto-
mere énol de 'uracile protonée sur le fragment (a) m/z 96 (b) m/z 44 et (c) m/z 40.
Le laser de pompe est sur la transition origine du tautomeére énol a 256 nm et le
laser de sonde est a 355 nm. Ces expériences sont réalisées avec une pression
résiduelle dans la chambre de 8 x10~7 mbar. En rouge la simulation des temps de

montée/descente.

tion dans I'état en cours de peuplement qui est sondée par le laser a 355 nm et

permet d'observer ce signal croissant sur les nouveaux fragments.

A I'échelle us, le signal a deux couleurs présente une déplétion rapide suivie
d’'un plateau (signal constant) pour les fragments m/z 70 (voir figure 4.21(a)), m/z 95
et m/z 96. Sur le fragment m/z 40, le signal a deux couleurs présente a l'inverse
une augmentation rapide suivie d'un plateau (voir figure 4.21(b)). Comme dans le
cas de l'uracile kéto, on observe aussi la disparition de la voie de fragmentation
m/z 44 a I'échelle ns (voir figure 4.21(c). En effet, on observe seulement le signal
d'auto-corrélation des lasers qui montre que cette voie de fragmentation est spé-

cifique a I'échelle ps. Notons ici que nous avons observé le méme comportement

109



dans le cas du tautomére kéto a partir de 260 cm ™! d’'excés d'énergie dans I'état
excité '7m*. Ces expériences pompe-sonde mettent en évidence I'absence de dy-
namique a I'échelle ns et s dans le tautomere énol sur la bande origine, a l'inverse

du tautomeére kéto.
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Figure 4.21 - Signaux pompe-sonde enregistrés a |'échelle microseconde du tau-

tomere énol de l'uracile protonée : (a) m/z 70, (b) m/z 40 et (c) m/z 44.

Pour commencer a observer un signal transitoire, il faut poursuivre les expé-
riences jusqu’a I'échelle milliseconde. En effet, le signal du fragment m/z 40 dis-
parait en quelques ms, tandis que les signaux sur les autres fragments m/z 43,
m/z 70, m/z 95 et m/z 96 reviennent a leurs valeurs d'origine. La figure 4.22 montre

les signaux pompe-sonde enregistrés sur les fragments m/z 96, m/z 70 et m/z 40 a
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deux pressions résiduelles différentes. Pour les expériences réalisées a une pres-
sion résiduelle de 8 x10~" mbar, la modélisation par une fonction exponentielle
décroissante des signaux transitoires permet d'extraire une constante de temps
de ~2,6 ms pour les fragments m/z 96 et m/z 40. Cependant, la modélisation du si-
gnal transitoire enregistré sur le fragment m/z 70 donne une constante de temps
plus longue, c'est-a-dire 4,8 ms, ce qui représente a peu pres le double du temps
mesuré sur les fragments m/z 96 et m/z 4o0. L'incertitude estimée est au maxi-
mum de 0,4 ms, ce qui implique que I'on peut considérer ces deux valeurs tempo-
relles comme I'évolution de deux populations distinctes. Avec une pression rési-
duelle deux fois plus élevée, c'est-a-dire 1,6 x10~% mbar, les constantes de temps
extraites des différents fragments sont environs deux fois plus petites que les

constantes de temps mesurées avec une pression de 8x10~" mbar.
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Figure 4.22 - Signaux pompe-sonde enregistrés a 'échelle milliseconde du tauto-
mere énol de l'uracile protonée sur les fragments m/z 96, m/z 70, m/z 40 a une
pression résiduelle de 8x10~" mbar (figure de gauche) et 1,6 x10~% mbar (figure
de droite). Le laser de pompe est sur la transition origine du tautomere énol a

256 nm et le laser de sonde est a 355 nm.
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Comme dans le cas des cinétiques d'apparitions de fragments, 'augmentation
de la pression du gaz augmente le nombre de collisions dans le piege de Paul.
L'augmentation du nombre de collisions "refroidit" non seulement la population
de molécules qui retourne a I'état fondamental mais aussi la population encore
excité. C'est a dire que les population dans des états excités vont dissiper une par-
tie de leurs énergie interne par collisions, ce qui a donc pour conséquence d'aug-
menter la durée de vie de ces états excités. Or expérimentalement on observe un
raccourcissement de la constante de temps mesurée avec une augmentation de

la pression du gaz.

Il faut donc prendre en compte que la population que I'on sonde a I'échelle mil-
liseconde est probablement dans un état triplet chaud. Il est possible que lorsque
la population se relaxe dans I'état triplet, a partir d'un certain moment, on ne soit
plus capable de sonder cette population encore présente dans le triplet si le laser
de sonde n'est plus résonant avec un état plus haut en énergie. Or précédemment
on a montré que l'augmentation de la pression du gaz entraine une diminution
de I'énergie interne dans les états excité et expérimentalement on observe des
constantes de temps plus faibles. On peut donc les expliquer par une diminution
plus rapide de I'énergie interne de la population présente I'état triplet, ainsi on
peut sonder moins longtemps la population présente dans I'état triplet lorsque la

pression de de gaz est plus importante.

4.1.13 . Processus derelaxation a I'oeuvre dans le tautomeére énol sur la bande

origine

L'ensemble des expériences de cinétique d'apparition des fragments et pompe-
sonde multi-échelle permet d’'avoir une idée du processus de relaxation apres
excitation du tautomere énol avec un laser UV sur la bande origine a 256 nm. A
partir de I'élargissement de cette bande origine, qu'on attribue a la durée de vie
de I'état localement excité, on peut déduire un temps de 30 fs en utilisant le prin-
cipe d'incertitude d’'Heisenberg comme on I'a vu précédemment. Les expériences
pompe-sonde ont permis de mesurer (i) un temps de ~ 200 ps a I'échelle picose-

conde et (ii) un temps ~ 1 a 5 ms a I'échelle milliseconde. On peut souligner ici
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I'absence de composante us sur la bande origine.

Omidyan[99] et al. ont réalisé une étude théorique et ont proposé un proces-
sus de relaxation ultra-rapide invoquant le passage par une intersection conique
entre I'état ln7* (état S;) et I'état fondamental (état Sy). Comme on I'a vu dans
le cas du tautomere kéto, I'existence d'une intersection conique ne signifie pas
forcément que la conversion interne vers |'état fondamental est 'unique voie de
relaxation du systéme. En effet, ce n‘est qu'a partir de +260 cm ™! d’excés d'éner-
gie a I'état excité que la conversion interne devient possible depuis I'état S;. Donc,
I'acces vers une zone de l'intersection conique de la surface d’énergie potentielle
ne se fait pas forcément sans barriere. C'est justement le point mis en avant par
Omidyan et al. pour justifier leur approche. Dans leur article, ils ont utilisé la mé-
thodologie LIIC (pour Linearly Interpolated Internal Coordinate) pour explorer la sur-
face d’énergie potentielle qui relie la région Franck-Condon des états S et Sy et
les régions des intersections coniques. C'est ainsi que les auteurs ont trouvé au
moins trois intersections coniques (voir figure 4.23). Les géométries optimisées
au niveau CASSCF(8,8)/aug-cc-pVDZ présentent toutes une déformation hors-plan
(ring puckering) d'un atome de carbone, et plus précisément le Cg, Cy et Cy. Parmi
ces trois structures, seule la déformation hors-plan du Cs améne vers une inter-
section conique avec I'état fondamental sans barriere d'énergie a franchir. L'ab-
sence de barriére le long de ce chemin réactionnel est en faveur d'une relaxation
trés rapide du systéme vers la géométrie de l'intersection conique, compatible
avec une durée de vie de I'état !rr* de ~ 30 fs. Rappelons que les expériences
pompe-sonde a I'échelle picoseconde ont aussi mis en évidence une constante de
temps de 200 ps. D’'aprés I'étude théorique de Omidyan et al, on pourrait émettre
I'hypothese que cette constante de temps est le temps nécessaire au systeme
pour accéder a cette région de la surface d'énergie potentielle. Ce passage vers
I'intersection conique avec I'état fondamental Sy est sans doute a l'origine de la

fragmentation tres rapide observée sur les fragments m/z 70, m/z 95 et m/z 96.

Ce chemin que nous venons de mentionner n'explique pas le temps long ms
observé lors des expériences pompe-sonde a I'échelle ms. Les auteurs ont aussi

cherché a mettre en évidence une géométrie de la surface d'énergie potentielle
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Figure 4.23 - Interpolation linéaire des coordonnées internes calculée par Omi-
dyan[99] au niveau ADC(2)/aug-cc-pVDZ et géométrie des intersections coniques

au niveau CASSCFK(8,8)/aug-cc-pVDZ.

de I'état S; qui serait dégénérée avec la surface d'un état 3rn* pour explorer la
possibilité d'un croisement intersysteme. Il se trouve que la structure de l'intersec-
tion conique présentant une déformation hors plan du Cj est aussi tres proche
en énergie de I'état triplet a la méme géomeétrie. Tous ces éléments suggerent
la présence d'un point triple ou I'état Sy, I'état triplet et I'état fondamental sont
dégénérés.

Le temps de 200 ps mesuré peut donc étre attribué au temps nécessaire a la
population excitée pour atteindre cette région de la surface d'énergie potentielle.

Le fragment m/z 44 observé a deux couleurs semble étre une sonde de cet état.

Outre la possibilité de faire une conversion interne vers I'état fondamental,
la population portée a I'état excité a la possibilité de se retrouver a I'état triplet
pour ensuite retourner a I'état fondamental par un deuxieme croisement inter-
systeme. Le fragment m/z 43 pourrait étre le fragment spécifique du passage par
I'état triplet car c'est le seul fragment qui ne présente pas de temps court lors des
expériences de cinétique d'apparition.

En résumé, l'excitation UV du tautomere énol correspond a une transition
m — 7*. Le sytéme se relaxe trés rapidement vers la géométrie du point triple

ou les états Sy, Sy et I'état triplet sont dégénérés. Une fois le point triple atteint
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la population peut se séparer dans deux directions différentes : (i) une partie de
la population retourne directement vers I'état fondamental via l'intersection co-
nique et (ii) une autre partie de la population peut se retrouver a I'état triplet par
un premier passage intersysteme ou la population va rester piégée pendant au
moins ~ 1-4 ms avant de se relaxer a nouveau par un deuxieme passage intersys-
teme vers I'état fondamental. Ce processus de relaxation est schématisé dans la
figure 4.24.

Tout en gardant une certaine réserve, les différences de temps de peuple-
ments observées a I'échelle ps, et des durées de vie mesurées a la ms en fonction
des fragments pourraient étre la signature d’'un point triple différent permettant

I'acces vers I'état triplet.

1 x
nn T=200ps

-
———

Conversion
interne

Energie

Figure 4.24 - Schéma de relaxation proposé pour le tautomere enol de l'uracile

protoné
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4.2 . Thymine protonée - forme énol

Figure 4.25 - Représentation de la forme énol de la thymine protonée.

La thymine est tres proche au niveau de sa structure de l'uracile, avec la substi-
tution en C5 d'un atome d’hydrogene par un groupement méthyle (voir figure 4.25).
Cette molécule possede donc une différence de 14 unités de masse atomique par
rapport a l'uracile, avec un m/z 127 pour la thymine protonée (TH"). Le schéma de
fragmentation de TH" est identique a celui de UH" aprés absorption d’'un photon
UV. Les fragments majoritaires observes sont la perte de NH5 donnant le frag-
ment m/z 110, la perte de H,O donnant le fragment m/z 109 et la perte de HNCO
donnant le fragment m/z 84 (voir figure 4.26).

Le spectre de la thymine protonée a été enregistré entre 37000 et 41000 cm~!
(244 nm et 270 nm). Ce spectre est assez similaire au spectre de photodissocia-
tion de UH" dans la zone d’absorption du tautomére énol avec des bandes d’ab-
sorption relativement larges entre 100 et 200 cm~!. La bande origine est située &
37431cm~! et on peut observer deux bandes vibroniques 4 37931cm~—! et 38159 cm !
avant une zone d'absorption relativement large et peu structurée située plus haut
en énergie. Berdakin et al [92] ont attribué ce spectre de photodissociation au
tautomere énol, le plus stable présenté dans la figure 4.25, en se basant sur des
calculs théoriques. La transition électronique 'n7* est calculée a 4,57 eV, ce qui
est trés proche de la bande origine expérimentale & 4,64 eV (37431 cm™!). Contrai-

rement a l'uracile protonée et la cytosine protonée, le tautomere kéto n'est pas

observé dans le spectre de photodissociation. Ce tautomere est moins stable par
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Figure 4.26 - Spectres de masse a une et deux couleurs de la thymine protonée.
(@) a une couleur (1C) avec le laser d’excitation a 256 nm et (b) a deux couleurs (2C)
avec le laser de pompe a 256 nm et le laser de sonde a 355 nm, avec un délai de

1 us entre les deux lasers.

rapport a la forme énol d’environ 0,1 eV (en fonction du niveau de calcul utilisé).
Si le tautomeére kéto est présent au sein du piége sa signature spectrale en UV
devrait se situer autour 3,55 eV (350 nm), une région spectrale que I'on ne peut
pas couvrir avec nos lasers. La présence de ce tautomeére ne peut donc pas étre

vérifiée avec les lasers a notre disposition.
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Figure 4.27 - Spectre de photodissociation UV de la thymine protonée, enregistré

et moyenné sur I'ensemble des fragments.
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4.2.1. Cinétique d’apparition des fragments sur la thymine

La cinétique d'apparition des fragments formés a partir de la bande origine
est présentée dans la figure 4.28 sur deux échelles de temps. Les trois fragments
m/z 84, m/z 109 et m/z 110 présentent le méme comportement cinétique. Sur une
échelle de temps de 0 a 3 us (voir figure 4.28(a)), la cinétique d’apparition du frag-
ment m/z 110 peut étre modélisée par une fonction exponentielle croissante avec
une constante de temps de 670 ns sur la bande origine. En augmentant 'éner-
gie d'excitation, on observe une diminution de ce temps jusqu’a 360 ns (temps

mesureé sur la bande a 257 nm).

a)

0.10

Intensité fragment (u.a.)
Intensité fragment{u.a.)

: T T : T T T T .
0 1000 2000 3000 o 5 10 15 20
At Laser/exctraction (ns) At Laser/Exctraction  (ms)

Figure 4.28 - Cinétique d'apparition du fragment m/z 110 sur une échelle de (a)
3 us et (b) 25 ms, en excitant la bande origine a 267,2 nm. La courbe en rouge sur
la figure (a) est une modélisation du signal avec une fonction exponentielle avec
une constante de temps de 670 ns et sur la figure (b) est une modélisation du
signal avec une fonction marche pour tenir compte du signal produit a I'échelle
sub-us et une fonction exponentielle croissante avec une constante de temps de

7 ms.

Sur une échelle de temps de 0 a 25 ms (voir figure 4.28(b)) on observe une
augmentation rapide du signal qui correspond au signal produit a I'échelle sub-us
et une composante de formation du fragment plus lente que I'on simule avec une

fonction exponentielle croissante avec une constante de temps de 7 ms.
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Les expériences de cinétique nous indiquent qu'il existe au moins deux voies
permettant a une population excitée de retourner a I'état fondamental pour en-
suite se fragmenter. Le temps mesuré de quelques ms peut étre la signature d'une
population provenant d'un état triplet en comparaison avec les expériences réa-
lisées sur 'uracile protonée. Le comportement des fragments m/z 110 aux temps
d'extraction les plus courts est la signature d'une fragmentation rapide apres re-

tour a I'état fondamental.

4.2.2 . Expériences pompe-sonde sur la thymine

Le spectre de masse a deux couleurs de la figure 4.26(b) avec un laser d’exci-
tation a 256 nm et un laser de sonde a 355 nm montre la création du fragment
m/z 54 et la diminution des fragments m/z 84, m/z 109 et m/z 110. Le délai entre
les deux lasers est de 1 us. Des expériences pompe-sonde ont été réalisées avec
un laser de pompe fixé sur la bande origine a 267,2 nm et un laser de sonde a
355 nm. Les résultats des expériences pompe-sonde a I'échelle ps sont présentés

sur la figure 4.29.
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Figure 4.29 - Signal pompe-sonde a I'échelle picoseconde avec la thymine proto-
née enregistré sur le fragment : (a) m/z 44, (b) m/z 54, (¢) m/z 110 et m/z 84 et (d)
m/z 109, avec un laser de pompe a 267,2 nm et un laser de sonde a 355 nm. La

courbe en rouge est une modélisation du signal (voir texte).
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On peut voir, en comparaison avec le spectre de masse a deux couleurs de la
figure 4.26, qu'a cette échelle de temps, on observe a la fois I'apparition du frag-
ment m/z 54 et du fragment m/z 44. Il apparait que suivant le fragment observé
on ne mesure pas le méme signal pompe-sonde. Les fragments m/z 44, m/z 84
et m/z 110 suivent le méme processus, c'est-a-dire qu’on observe une augmenta-
tion (ou une diminution) tres rapide du signal puis un temps de montée (ou de
descente) jusqu’a la fin de I'expérience. Pour modéliser ce signal, on utilise une
fonction marche pour simuler la montée rapide et une exponentielle croissante
avec un temps de 2,7 ns pour simuler la croissance du signal.

Sur le fragment m/z 54 on observe un signal qui monte en une centaine de ps
avant d'atteindre un palier. La modélisation de ce signal par une fonction exponen-
tielle croissante permet d'extraire un temps de 300 ps. Le méme comportement

est observé sur le fragment m/z 109 mais en déplétion du signal.
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Figure 4.30 - Signal pompe-sonde a I'échelle picoseconde avec la thymine proto-
née enregistré sur le fragment : a) m/z 44 et b) m/z 54, avec un laser de pompe a
257 nm et un laser de sonde a 355 nm. Les courbes en rouge sont les modélisa-
tions : pour le fragment m/z 44, c’'est une somme de deux contributions avec une
fonction marche en vert et une fonction exponentielle croissante (7 = 739 ps) en

mauve, et seulement une fonction marche pour le fragment m/z 54.

On s'est ensuite intéressé a I'évolution de ces signaux pompe-sonde a I'échelle
ps en augmentant I'excés d'énergie a I'état excité. La figure 4.30 présente les résul-

tats en excitant TH* sur la bande a 257 nm du spectre UV (voir figure 4.27). A cette
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énergie d’excitation, on augmente I'énergie interne de +1485 cm~!. Les fragments
m/z 44 et m/z 110 présentent encore le méme comportement avec une compo-
sante du signal rapide et un temps de montée (et de descente) croissant. A partir
de la simulation, on voit que I'augmentation d'énergie interne conduit a la dimi-
nution du temps de montée observé jusqu’a environ 739 ps. Un effet similaire est
observé sur le temps de montée du fragment m/z 54 ce temps est fortement rac-
courci comparé a celui observé en excitant a 267,2 nm, a tel point qu'il n'est plus
mesurable avec notre laser.

L'évolution de la durée de vie ns mesurée a I'échelle ps sur les fragments
m/z 44, M/z 84 et m/z 110 a été étudiée sur les différentes bandes qui apparaissent
au dessus du fond continu d’absorption a 267,2 nm, 263,7 nm, 262,0 nm et 257 nm.
La figure 4.31 montre 'évolution linéaire de cette durée de vie en fonction de I'ex-

ces d'énergie par rapport a la bande origine dans un repere semi-logarithmique.

1000

durée de vie (ns)

T T T T T
o 400 200 1200 1600 2000

Excés d'énergie (cm ')

Figure 4.31 - Durées de vie nanoseconde de TH+ mesurées sur les fragments

m/z 44, m/z 84 et m/z 110 en fonction de l'excés d'énergie d’excitation (cm™1).

En conclusion, des expérience pompe-sonde a I'échelle ps, on peut dénombrer
trois constantes de temps différentes : un temps inférieur a 12 ps (limite expéri-
mentale avec le laser ps), un temps de l'ordre de grandeur de quelques ns et un

temps de 300 ps qui correspondent a des états en cours de peuplement.
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Sur les signaux pompe-sonde a I'échelle de quelques us ,la premiére remarque
importante est la disparition du fragment m/z 44 a I'échelle us. Le fragment m/z 54
(voir la figure 4.32(a)) présente un signal croissant sur quelques us avant d'at-
teindre un palier. Le fragment m/z 109 suit le méme comportement que le frag-
ment m/z 54 mais en déplétion. En modélisant le signal expérimental de ces frag-
ments, on peut extraire une constante de temps de 400 ns. Le signal du fragment
m/z 110 est constant sur 4 us et ne présente pas de dynamique sur la suite de
I'échelle microseconde. La partie (b) de la figure 4.32 présente le signal pompe-
sonde observé a une échelle ms. Le fragment m/z 54 diminue jusqu'a disparaitre
avec un temps caractéristique de 4 ms. On voit que le fragment m/z 109 (de méme

que les fragments m/z 84 et m/z 110) revient a sa valeur d'origine.
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Figure 4.32 - Signal pompe-sonde a I'échelle microseconde avec la thymine pro-
tonée a 267,2 nm : a) a I'échelle us et b) a 'échelle ms sur les fragment m/z 54 et
m/z 109 avec un laser d'excitation a 267,2 nm et un laser de sonde a 355 nm. Les

courbes en rouge sont les simulations du signal avec les constantes de temps 7.
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Les expériences pompe-sonde multi-échelle sur la thymine protonée ont per-
mis d’observer trois temps différents sur le fragment m/z 54. Contrairement au
cas de l'uracile énol, le fragment m/z 44 ne présente pas le méme comportement
temporel que le fragment m/z 54, I'attribution des constantes de temps observées
est donc plus difficile a réaliser. Dans la suite de cette partie, nous essayerons de

nous appuyer sur les calculs pour proposer un chemin de relaxation.

4.2.3 . Calculs théoriques

Des calculs en CC2/aug-cc-pVDZ ont été réalisés sur la forme énol de TH™. Le
calcul vertical prédit une premiére transition électronique vers un état 'rn* 3
5,07 eV avec une force d'oscillateur de 0,1127. Cette transition est plus susceptible
d'étre attribuée au bandes du spectre expérimental de la figure 4.27, la valeur es-
timée expérimentalement est de 4,64 eV. Le second état calculé en vertical est
de nature 'ny7* et est localisé a 5,85 eV avec une force d'oscillateur beaucoup
plus faible de 0,0019. Cette transition se caractérise par la transition d’'un électron
d’'une paire libre de l'azote vers une orbitale moléculaire 7 antiliante. Une repré-

sentation des ces états électroniques est donnée dans la figure 4.33.

TEV
4

9

Figure 4.33 - Représentation des orbitales moléculaires impliquées dans les tran-

sitions électroniques de la thymine protonée, obtenues par un calcul CC2/aug-cc-

pVDZ.
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Enol TH*

Etat Energie

T 37T7T* 3,80

51 17T7T>l< 4,81

Ty 37 5,14

T3 Sk 6,01

Ty 3 6,28

Solnyms | 6,47

Table 4.3 - Energie des transitions électroniques (en eV) vers les états singulets
et triplets de la thymine protonée dans la géométrie Cs de l'état '7n*, avec la

méthode SCS-CC2/aug-cc-pVDZ.

La structure de l'état z7* a été optimisée en conservant la symétrie C;. Le
tableau 4.3 présente les énergies de transition vers chaque état dans la géométrie
optimisée de I'état '77*. L'optimisation de I'état S; (‘r7*) conduit & une énergie
de transition de 4,81 eV. En tenant compte de la correction de I'énergie de point
zéro, la transition adiabatique est de 4,61 eV, ce qui est en tres bon accord avec la

valeur expérimentale de 4,64 eV.

En conservant la géométrie de I'état 'z, le second état singulet 'nym* est lo-
calisé environ 1,5 eV plus haut en énergie a 6,47 eV (tableau 4.3). L'optimisation
de géométrie de cet état 'nm* est calculée a 5,12 eV en conservant la symétrie
Cs. Au vu de l'écart énergétique avec l'état 7, on peut supposer gqu'aucun croi-
sement n'existe entre I'état 'n7* et I'état ', L'état 'ny7* ne joue donc pas un

réle dans le processus de relaxation autour de la bande origine.

Le premier état triplet est localisé 1eV plus bas dans la géométrie de I'état Lrr*.
La relaxation vers cet état semble donc possible comme dans le cas de l'uracile

protonée.

De la méme facon que l'uracile énol, la structure optimisée en symétrie C
de l'état '77* n'est pas un minimum de la surface d'énergie potentielle et pré-

sente une fréquence négative (-73 cm~!) sur un mode hors plan de la liaison
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CgH-CeCHs. En enlevant la contrainte sur la symétrie, la structure se déforme
et évolue vers une intersection conique. Cette région de croisement 5;/5j est es-
timée & 0,2 eV en dessous de I'état !rr*, La géométrie de l'intersection conique
présente une structure de type éthyléne comme dans lintersection conique de
l'uracile énol. La présence de cette intersection conique offre une voie de relaxa-

tion directe entre I'état L 77* et I'état fondamental.

4.2.4 . Processus de relaxation dans le tautomeére énol de la thymine proto-

-

nee

Au vu des résultats théoriques et expérimentaux on percoit des points com-
muns avec le cas de l'uracile énol. On peut donc penser que le processus de re-
laxation est similaire. L'élargissement spectral permet d’estimer la durée de vie de
l'état 'w7* & environ 60 fs. Les calculs prédisent qu'a partir de cet état, le systéme
devrait évoluer vers au moins une intersection conique. Shahrokh et al [103] ont
aussi réalisé une étude théorique avec des méthodes multiconfigurationelles sur
la thymine protonée afin d'étudier I'acces vers différentes intersections coniques
de la surface d’énergie potentielle. lls ont mis en évidence 'accés a une intersec-
tion conique sans barriére entre 'état S; et Syp. Comme dans le cas de l'uracile
énol, la géométrie de cette intersection conique présente une déformation du
carbone Cg hors du plan de la molécule. lls ont localisé cette intersection conique
3 0,18 eV plus bas en énergie que la géométrie de la transition verticale du 'rr*,
Toutefois, une différence se présente par rapport a l'uracile énol : dans ce dernier,
ils ont déterminé qu'a la géométrie de I'intersection conique I'état triplet 377* est
quasiment dégénéré avec 'état 'wn*, ce qui permet a une partie de la population
d'accéder a I'état triplet. Dans le cas de TH”, I'étude ne discute pas de la présence
d’'un état triplet a proximité de l'intersection conique. Or, expérimentalement, on
mesure un temps de 4 ms et, par comparaison avec l'uracile énol, il pourrait étre
attribué a l'état 37+,

En observant la dynamique multi-échelle du fragment m/z 54 on peut propo-
ser un mécanisme de relaxation similaire a celui de l'uracile énol. L'état localement

excité a une durée de vie de ~60 fs avant d'évoluer vers une région de la surface
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d'énergie potentielle en 300 ps, ol I'état excité 'nr* et I'état 3rn* seraient dégéné-
rés et permettraient de se relaxer vers le triplet. La constante de temps de 400 ns
mesurée sur ce fragment impliquerait une autre région de dégénérescence qui
permettrait a la population de se relaxer ensuite vers I'état triplet dont la durée

de vie est mesurée a 4 ms.

Au vu des résultats des cinétiques d'apparition des fragments, la population de
I'état triplet se relaxerait par croisement inter-systeme vers I'état fondamental et
fragmenterait. Avec les résultats théoriques dont on dispose, il n'est pas possible
d'affirmer catégoriquement la nature de I'état conduisant la population excitée

vers ['état triplet.

Au vu des expériences pompe-sonde a |'échelle ps, il semble que le processus
de relaxation soit un peu plus complexe dans le cas de la thymine protonée, les
deux temps observés sur le fragment m/z 44 sont nettement différents du temps
de 300 ps mesuré sur le fragment m/z 54. On aurait donc deux autres régions de
la surface d'énergie potentielle '77* & peupler, une région peuplée a un temps
inférieur a la ps et une région peuplée avec un temps de quelques ns. On peut
supposer que la composante la plus rapide correspond au peuplement de la ré-
gion de l'intersection conique (déformation de I'atome de carbone Cg calculé par

Shahrokh et al) qui s'effectue sans barriére.

Shahrokh et al[103] ont aussi simulé les trajectoires que pouvait prendre la
population excitée pour se relaxer vers le fondamental. Sur I'ensemble des tra-
jectoires, la grande majorité suive l'intersection conique du Cg, mais ils ont aussi
observé que environ 10% des trajectoires se relaxaient via l'intersection conique
présentant une déformation sur le carbone C,. Selon leur calcul, le passage vers
cette intersection conique doit passer par une barriere, ce qui pourrait expliquer
la constante de temps de quelques ns. Il faudrait donc plus de temps a cette po-
pulation pour atteindre la région de l'intersection conique liée a la déformation

du carbone C,.

En conclusion, dans les tautomeres enol (uracil et thymine) on peut claire-
ment identifier un processus de relaxation ou la population excité accede depuis

la région Franck-Condon a une intersection conique sans barriere, ou les états
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Lra*PBrr*/Sy sont dégénérés. La géométrie de cette intersection conique est ca-
ractérisé par une déformation hors du plan du carbone Cg. A partir de cette région
de la surface d'énergie potentielle la population excité se relaxe soit vers I'état fon-
damental Sy soit vers un état triplet 377*. La durée de vie de I'état triplet est de
'ordre de quelques millisecondes. La population présente dans I'état triplet se
relaxe ensuite vers |'état fondamental par passage inter-systeme. L'observation
de plusieurs constantes de temps différentes a I'échelle picoseconde suggere la
présence d'autres intersections coniques entre I'état '7n*, I'état 377* et/ou I'état
fondamental. La détermination de ces intersections coniques nécessiterait I'appui

supplémentaire de calcul multi-configurationelle.
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4.3 . Guanine protonée

4.3.1. Spectroscopie de photodissociation

La guanine est une purine, elle possede un cycle a 6 atomes proches de la cy-
tosine dans lequel la double liaison C=C appartient aussi a un cycle a 5 atomes
de type imidazole. La molécule protonée est représentée sur la figure 4.34. Le
tautomere le plus stable de la guanine neutre est la forme possédant un atome
d’hydrogene sur I'azote Ng. A partir de ce tautomere Chandra et al. [104] ont es-

timé le site de protonation le plus favorable sur 'atome d'azote N-.

Figure 4.34 - Structure de la guanine protonée avec numérotation des atomes

d'azote.

La spectroscopie de la guanine protonée a été publiée précédemment par Ber-
dakin et al.[92] Le spectre présente une succession de bandes vibroniques a par-
tir de 32665 cm~1! (306,1 M, 4,05 eV) puis présente une large bande d’absorption

plus haut en énergie.

Le spectre de masse de la guanine protonée apres photoexcitation a 292,95 nm
est présenté sur la figure 4.35. Gregson et al[105] ont proposé plusieurs méca-
nismes pour attribuer les fragments observés par CID. Le fragment majoritaire
correspond a la perte de la molécule de NH;. Les fragments m/z 110 et m/z 109
proviennent de la perte des molécules neutres NH,CN et HNCO. Un pic de masse
de faible intensité est observé a m/z 43 qui correspond a la méme voie de frag-
mentation que l'ion m/z 110 mais avec un transfert de proton pour former l'ion

NH,CNH™.
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Figure 4.35 - Différence de spectre de masse de la guanine protonée avec un laser

d'excitation a 292,95 nm.

Le spectre de photodissociation UV a une couleur présenté sur la figure 4.36 a
été enregistré dans la région 308-290 nm. Sur le fragment m/z 135 (perte de NH;)
on observe deux bandes assez faibles en intensité a 301.85 et 302.5 nm suivies
par la présence de plusieurs bandes résolues qui sont superposées a un fond
qui débute autour de 300 nm. Le spectre de photodissocition enregistré sur le
fragment m/z 43 est assez différent du fragment m/z 135. On a principalement
une bande large dans la région 300 - 290 nm, ce qui correspond a la région ou on
observe le fond d'absorption sur le fragment m/z 135. On percoit tres faiblement
quelques bandes vibroniques qui ressortent de ce fond continu.

La figure 4.37 présente la spectroscopie enregistrée avec deux couleurs (un
laser accordable UV + 532 nm avec un retard de 1 ns). On peut observer sur le
fragment m/z 135 I'apparition de nouvelles bandes dans la région des basses fré-
guences qui n"étaient pas observées a une couleur entre 306 et 303 nm. La bande
a 305.5 nm correspond a la bande origine. On observe également une augmenta-
tion de l'intensité des bandes a 302.6 et 301.85 nm par rapport au spectre a une
couleur. Le signal sur le fragment m/z 135 aprés 300 nm est identique au signal a
une couleur. On observe le méme comportement sur le fragment m/z 43.

A partir de la spectroscopie UV on peut déja avoir des informations sur le pro-
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Figure 4.36 - Spectroscopie de photodissociation UV de la guanine protonée a 1

couleur enregistré sur le fragment m/z 135 et m/z 43

cessus de relaxation. On n‘observe pas de signal de photofragmentation a une
couleur sur les premiéres bandes du spectre. Pour observer un signal de photo-
fragmentation, il est nécessaire de rajouter un deuxieme photon. Cela montre
que le premier laser UV a bien excité une population de I'état fondamental vers
une bande de I'état excité, mais il semble que la population portée a I'état excité
ne conduit pas a la fragmentation. On peut proposer plusieurs hypotheses pour
I'expliquer.

Premierement, il est possible que lors du retour a I'état fondamental la molé-
cule n‘ait plus assez d'énergie pour franchir les barriéres de dissociation et donc ne
puisse pas se fragmenter. Cette hypothése semble néanmoins relativement faible

dans la mesure ou I'absorption d'un photon a ~300 nm (~4,13 eV) représente un
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Figure 4.37 - Spectre de photodissociation de la guanine protonée a deux cou-

leurs enregistré sur le fragment m/z 135 et m/z 43

apport en énergie qui doit étre suffisant pour étre au dessus des barrieres de

dissociation a I'état fondamental.

Deuxiémement, la population excitée se retrouve piégée dans un état excité
a tres longue durée de vie, et le retour a I'état fondamental est beaucoup plus
long que ce que nous pouvons mesurer expérimentalement, c'est-a-dire au dela
de plusieurs dizaines de millisecondes. Toutefois, sur les échelles de temps les
plus longues avec les bases pyrimidiques, on a mesuré des temps de l'ordre de
quelques millisecondes a une dizaine de millisecondes. Cela peut donc paraitre

surprenant au premier abord.

Une derniere hypothese serait un processus de relaxation radiatif a I'ceuvre
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sur les premieres bandes vibroniques.

Pour les longueurs d'onde inférieures a 300 nm, on remarque que le signal de
photofragmentation obtenu a deux couleurs est identique a celui obtenu a une
couleur. On peut noter que I'absence d'un effet a deux couleurs se manifeste dans
la méme gamme d'énergie que I'apparition du fond d'absorption continu observé.

Ces changements drastiques dans la spectroscopie de photodissociation sur
une gamme énergétique aussi restreinte, sont le signe d'une dynamique com-
plexe de I'état localement excité. Ce type de comportement a déja été observé
sur l'uracile Kéto, comme vu précédemment [106] et plus particulierement, I'ab-
sence de fragmentation a une couleur quand on excite la bande origine a déja été

observée sur les aminopyridines protonées [100].

4.3.2 . Spectroscopie nanoseconde

spectre pico

b)
— spectre nano

304 3(I)3 3(I)2 3(I)1 3(I)0 2SI)9 2!;8 2$I)7 296
longueur d'onde (nm)
Figure 4.38 - Spectres UVPD de la guanine protonée obtenu avec (a) le laser pico-

seconde et (b) le laser a colorant nanoseconde.

Afin de vérifier sila largeur des bandes vibroniques est limitée par la résolution
du laser ps (8-10 cm~1), on a enregistré le spectre UVPD avec un laser a colorant
pour avoir une meilleure résolution dans la région 304-296 nm. Le spectre obtenu
avec le laser a colorant nanoseconde est comparé au spectre obtenu avec le laser

picoseconde dans la figure 4.38.
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Dans la région 303,5-302 nm, on observe plusieurs bandes vibroniques trés
fines qui ne sont pas discernables sur le spectre UVPD a une couleur obtenu avec
le laser picoseconde. On résout parfaitement les bandes a 303,2 nm et 302,5 nm
et on peut donc conclure que ces bandes sont constituées de plusieurs bandes
vibroniques.

On peut aussi se demander s'il n'y avait pas la possibilité d'avoir plusieurs tau-
tomeres de la guanine présents au sein du piege bien que la spécificité Ng/N7 de
la guanine neutre disparaisse avec la protonation. Pour Vérifier cette hypothése,
on a effectué des expériences de hole-burning (voir figure 4.39(b)).La spectrosco-
pie hole-burning a été enregistrée dans la région 303,5-302,2 nm et dans la région
301-299 nm.

Puisque toutes les bandes du spectre UVPD apparaissent dans le spectre hole-
burning, on peut conclure que le spectre enregistré entre 296-303 nm est celui
d’'un seul et méme tautomeére dans la région de la bande origine de la guanine.
Berdakin et al ont attribué ce spectre au conformére présentant un hydrogene

sur 'atome Ng et un proton sur I'atome N-5[92]
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0.0085 HB région —— signal de dépopulation

0.006

Intensité (u.a)
s
3

0.004 4 0.02

0.00
0.002 {
-0.01 4

0.000

-0.03
T T T T T T T T T T T T T T T
304 303 302 301 300 299 298 297 3035 3030 3025 3020 3015 301.0 300.5 3000 2995 299.0

longueur d'onde (nm) longueur d'onde (nm)

Figure 4.39 - Spectroscopie hole burning de la guanine protonée : (a) région du
spectre nano balayée pour la spectroscopie hole burning (b) spectroscopie hole-
burning enregistrée sur le fragment m/z 135. Le spectre en noir est obtenu en
balayant le laser a colorant, le signal en rouge est celui de dépopulation obtenu

en excitant avec un laser burn a 299,5 nm et en balayant le laser a colorant.

133



4.3.3 . Cinétique d’'apparition
La bande origine ne présentant pas de voie de fragmentation avec un photon
UV, la cinétique d'apparition des fragments sur une échelle us a été obtenue en

excitant la bande a 301,85 nm (figure 4.40).
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Figure 4.40 - Cinétique d'apparition des fragments a I'échelle us de la guanine
protonée en excitant la bande a 301.85 nm enregistrée sur les fragments m/z 110

etm/z 55

La cinétique d'apparition des fragments enregistrée sur le fragment m/z 110
ou m/z 135 présente une composante tres rapide mais qui diminue trés rapide-
ment en quelques us, puis le signal augmente de facon plus lente sur 200 ps. La
composante lente est simulée avec une exponentielle croissante comprenant une
constante de temps de 66 us a la longueur d'onde d'excitation de 301,85 nm. Le
fragment m/z 55 est aussi présenté sur la figure 4.40, on voit que la formation
du fragment m/z 55 est trés rapide, on ne peut pas la mesurer expérimentale-
ment (inférieure a la centaine de ns), mais le fragment m/z 55 ne présente pas
de composante ps. On peut expliquer I'apparition du pic "trés court" dans la ciné-
tique d'apparition du fragment m/z 110 par une relaxation trés rapide vers |'état
fondamental permettant une fragmentation rapide (inférieure a la centaine de
ns). Ce fragment a ensuite la possibilité de se dissocier également rapidement
pour former des fragments plus petits tels que le fragment secondaire m/z 55,
c'est pourquoi on observe une diminution de son signal. En effet Gregson, a par-

tir d'expériences de dissociation induite par collisions, a proposé un mécanisme
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de formation de I'ion m/z 55 a partir du fragment m/z 110.[105]. A I'échelle us, on
continue a produire du fragment m/z 110, alors que le signal sur le fragment m/z
55 n'évolue plus, signe que plus aucun fragment m/z 55 est formé. A cette échelle
temporelle, le fragment m/z 110 n'a pas assez d'énergie interne pour se fragmen-
ter et donner du m/z 55. On peut émettre alors 'hypothése que ce comportement
est la signature de deux processus de fragmentation conduisant a la formation du
fragment m/z 110, un a I'échelle ns et 'autre a I'échelle us. Laugmentation de I'éner-
gie d'excitation de 400 em ™! par rapport a la bande origine permet d'ouvrir deux

voies de relaxation différentes.

4.3.4 . Expériences pompe-sonde.

Bande origine a 305,65nm.

La figure 4.41 présente le signal pompe-sonde enregistré sur le fragment m/z
135 en excitant la bande origine a 305,65 nm et en sondant la population excitée

avec un laser a 532 nm a l'échelle ps.
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Figure 4.41 - Expérience pompe-sonde sur la bande origine a 305,65 nm avec un

laser de sonde a 532 nm sur I'échelle ps

Comme sur le spectre de photodissociation UV a deux couleurs on observe

I'apparition du fragment m/z 135 apres absorption a 532 nm. Ce signal transitoire
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diminue en une centaine de ps pour atteindre un palier. On extrait une constante
de temps de 400 ps.

la figure 4.42 montre le signal pompe-sonde sur une échelle us obtenu en ex-
citant la bande origine avec un laser de sonde de 532 nm. Le signal enregistré
sur le fragment m/z 55 montre que 'on a un signal trés intense qui diminue trés
rapidement, puis qui présente une diminution plus lente que I'on simule par une
exponentielle décroissante avec une constante de temps de 16 us. Le signal reste
ensuite sur un palier d'intensité. La composante rapide du signal est associée a
I'auto corrélation des lasers consécutive a une population qui se désexcite sur une
échelle nanoseconde. La présence du palier est encore incertaine, nous n’avons
pas vraiment vu ce palier décroitre mais des expériences a une échelle ms pour-

raient le confirmer.
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Figure 4.42 - Expérience pompe-sonde sur la bande origine a 305,65 nm avec un

laser de sonde a 532 nm sur une échelle us enregistrée sur le fragment m/z 55

Bande a 301,85 nm.

La figure 4.43 présente les signaux pompe-sonde obtenus sur une échelle us
en utilisant un laser de sonde a 532 nm. Sur le fragment m/z 135 on observe une
augmentation du signal trés rapide au temps zéro puis une déplétion du signal. Le

fragment m/z 135 retrouve sa valeur d'origine avec une constante de temps que
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I'on estime aussi de l'ordre de 12us. Sur le fragment m/z 82 on observe le signal
d’'un fragment en apparition qui décroit en quelques dizaine de us, une simulation
par une exponentielle décroissante permet d’obtenir une constante de temps de

12 yS.

Le signal en augmentation au début du signal pompe/sonde sur le fragment
m/z 135 est en accord avec le spectre de photo-dissociation a 2 couleurs puisque la
bande a 301,85 nm augmentait fortement avec 'ajout du laser a 532 nm. Ce signal
est caractéristique d'une population qui se désexcite avec un temps inférieur a 10

ns.
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Figure 4.43 - Expériences pompe-sonde sur la bande a 301,85 nm avec un laser
de sonde a 532 nm sur une échelle us enregistrées sur les fragments m/z 135 et

m/z 82

La constante de temps mesurée d'une dizaine de us a la fois sur la bande ori-
gine ou sur la bande a 301.85 nm indique qu'a partir de |'état localement excité,
on atteint un état caractérisé par un temps d'une dizaine de us. La durée de vie

de cet état raccourcit avec 'augmentation de I'exces d’énergie, ce qui est attendu.
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Région d’'énergie supérieure a 300 nm.

Dans cette région spectrale ou la spectroscopie de photofragmentation a une
ou deux couleurs est identique, aucun signal pompe-sonde n'a été obtenu sur les
bandes situées a 298,75, 297,35 et 292,95 nm quand on les sonde avec un laser a
532nm. Pour de nouveau obtenir un signal pompe-sonde, il faut utiliser un laser
de sonde a 355 nm. Les signaux pompe-sonde sur les bandes a 298,75, 297,35 et

292,95 nm sont présentés sur la figure 4.44
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Figure 4.44 - Expériences pompe-sonde a I'échelle us sur les bandes a 298,75 nm,
297,35nm et 292,95 nm avec un laser de sonde a 355 nm enregistrées sur le frag-

ment m/z 82

En excitant la bande a 298.75 nm on observe sur le fragment m/z 82 un si-
gnal décroissant sur 100 us qui s'approche de zéro. En simulant avec une mono-
exponentielle décroissante on obtient une constante de temps de 66 us. En aug-
mentant I'énergie d’excitation on voit que la constante de temps estimée diminue
a 44 ps pour A= 297,7 nm et 30 us pour A= 292,95 nm. Lorsqu’on réalise I'expé-
rience avec la sonde a 355 nm les expériences pompe-sonde sur la bande origine
et celle située a 301.85 nm, les signaux obtenus présentent toujours une compo-
sante ns et une composante de 11 us comme mesurée avec la sonde a 532 nm,
auxquelles se rajoute une composante plus longue que nous n‘avons pas mesu-

rée.

138



Dans cette région spectrale, on mesure une constante de temps (> 30 us) beau-
coup plus longue que la 16-12 us mesurée a plus basse énergie d'excitation. Cela
révele que deux états a longue durée de vie entrent en jeu dans le processus de
relaxation de la guanine protonée et que leur accessibilité dépend de la longueur
d’onde d’excitation de I'état localement excité.

Les données spectroscopiques a deux couleurs, 'absence de signal pompe-sonde
avec une sonde a 532 nm et l'allongement de la durée de vie a 30-60 s dans la
région spectrale 300-290 nm indiquent qu’'une nouvelle voie de désexcitation est
ouverte et qu'elle semble conduire vers un état excité différent de I'état sondé a

I'échelle us sur les premiéres bandes.

4.3.5 . Calculs théoriques

Les calculs théoriques ont été réalisés pour essayer d'identifier les états excités
impliqués dans le processus de relaxation. Des calculs verticaux et des optimisa-
tions de géométries ont été réalisés avec la méthode SCS-CC2/aug-cc-pVDZ. Les

résultats des calculs verticaux sont présentés dans le tableau 4.4.

Le premier état accessible est I'état S; (état 'nr*, ou L, dans la littérature)
localisé & 4,68 eV. Le second état excité a +0,39 eV est aussi un état ' 77* (L) mais
dont la densité électronique est transférée d'un cycle a l'autre. Un état a transfert
de charge 'npn* est aussi calculé comme étant le troisiéme état excité possible
a +0,59 eV. Le quatriéme état excité est un état de type 'mo* calculé & +1,50 eV.
Les calculs verticaux prédisent ainsi trois états excités relativement proches en

énergie qui pourraient intervenir dans le processus de relaxation.

Des optimisations de géométrie avec la méme méthode de calcul ont été réa-
lisées sur ces états. Les structures obtenues apres optimisation et leur énergies
adiabatiques sont données dans la figure 4.45 et ??. La structure optimisée de
I'état L77* présente une légére distorsion hors du plan de la liaison N, - H. La tran-
sition adiabatique entre I'état fondamental et I'état S; est calculée a 4,03 eV, ce qui
esttrés proche de la valeur expérimentale de 4,05 eV (La valeur expérimentale est

déterminé a partir de la spectroscopie deux couleurs figure 4.37). En conservant la
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Energie (eV) | Force d'oscillateur
Lrr*(Ly) 4,68 1,4%x101
Lrn*(Ly) 5,07 2,9x10°1
lnor* 5,27 1%107°
Lro* 6,18 5%10°°

Table 4.4 - Energies des transitions (calculs verticaux) de la guanine protonée en

SCS-CC2/aug-cc/pVDZ.

géométrie de la structure de I'état 'r* optimisée, I'état npo7* est localisé +1,55 eV
plus haut en énergie et le deuxieéme état 'z7* est localisé +1,83 eV.

L'optimisation de I'état 'non* donne un minimum & 4,20 eV soit +0,17 eV par
rapportau minimum de I'état S;. La géométrie est aussi quasiment plane avec une
déformation hors du plan de la liaison N, - H. Dans cette géométrie I'état ' rr* est
situé a +0,72 eV on peut donc avoir un croisement entre ces deux états entre +0,17
et +o0.72 eV.

Le deuxiéme état 'z7m* ne peut pas étre optimisé avec la méthode SCS-CCa.
Au cours de l'optimisation, cet état devient dégénéré avec I'état S| et empéche
la convergence du calcul. Il y a donc un croisement possible entre les états ¥,
Mais pour connaitre la position de cette intersection il faudrait employer des mé-
thodes de calcul multi-configurationnelles. Le premier état triplet 377* est opti-

misé & 3,01 eV, soit 1 eV plus bas en énergie que I'état '7n* optimisé.

Etat Lrrs | Inoms | 3nms

Energie adiabatique (eV) | 4,03 | 4,20 3,01

Valeur expérimentale (eV) 4,05

Table 4.5 - Energies de transition adiabatique de la guanine protonée calculée au

niveau SCS-CC2/aug-cc-pVDZ

Les tableaux 4.6 et 4.7 donnent les transitions électroniques des états non™* et
3nr* depuis leur géométrie optimisée. On peut voir que I'état a transfert de charge

ala possibilité d'absorber a la fois un laser de sonde a 532 nm (excitation du S2) et
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Figure 4.45 - a) Orbitales moléculaires impliquées dans les transitions électro-
niques de la guanine protonée. b) Structures optimisées des états excités calcu-

lées au niveau SCS-CC2/aug-ccpVDZ

un laser de sonde a 355 nm (excitation du S5) L'état triplet ne peut pas absorber
un photon a 532 nm, il peut cependant absorber un photon a 355 nm. Ceci permet
de proposer une attribution des états excités impliqués dans les signaux pompe-
sonde enregistrés : 'état a durée de vie 16-11 us est I'état no™ qui absorbe a 532
nm et 355 nm, alors que I'état & durée de vie 60-30 us est I'état triplet 3rn* qui

absorbe uniquement a partir de 355 nm.
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Transition | Energie(nm)

S1—S2 1714 (1,7.1079)

S1—S3 876 (3,2.1079)
S1— 5S4 687 (5,8.1072)

S1— Ss 592 (8,0.10°)

S1-3S6 | 498 (7,4.1072)

Table 4.6 - Transitions électroniques (nm) dans la géométrie optimisée de I'état
nom* avec la méthode SCS-CC2/aug-cc-pVDZ, (en parentheses les forces d'oscilla-

teur les plus importantes)

Transition | Energie (nm)

T1—T2 539 (1,1.10™%)

T1—T3 513 (1,1.1072)

T1—Ta | 447 (1,4.1072)

T1—Ts5 413 (1,5.102)

Table 4.7 - Transitions électroniques verticales (nm) dans la géométrie optimisée

de l'état 37n* avec la méthode SCS-CC2/aug-cc-pVDZ

4.3.6 . Processus de relaxation

La transition adiabatique calculée a 4,03 eV est tres proche de la valeur ex-
périmentale de 4,05 eV. Le premier état excité optiquement actif est bien I'état
Irn*. Dans un premier temps, je vais discuter du processus de relaxation sur la
bande origine, I'information importante est qu'aucune voie de relaxation non ra-
diative n'est ouverte vers I'état fondamental car aucun signal de fragmentation
n'est observé a une couleur sur cette bande. Il doit donc exister une voie de re-
laxation radiative. Ce type de processus a déja été observe sur les aminopyridines
protonées[100]. Les bandes origines du 3-aminopyridine et du 4-aminopyridine
ne sont pas visibles dans le spectre de photodissociation UV. Dans le cas du 3-

aminopyridine, 'unique voie de relaxation possible est la désexcitation par fluo-

rescence. Dans le cas du 4-amynopyridine, apres excitation UV, la population ex-
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citée se relaxe vers un état a transfert de charge ou elle se retrouve piégée sans
possibilité d'effectuer de conversion interne vers I'état fondamental. Dans la gua-
nine protonée, une durée de vie de 400 ps a été mesurée par des expériences
pompe-sonde que l'on peut attribuer au premier état 'n7* (L,). Les expériences
pompe-sonde ont permis de mesurer une constante de temps de 16 us, cette va-
leur est trop grande pour l'attribuer a la durée de vie d’'un état '77*. La durée de
vie de la guanine est estimé a 10 ns (a partir de la force d'oscillateur de 'état Lom®).
Comme dans le cas de l'uracile kéto un état 'nom+ est estimé 0.17 eV au dessus
en énergie, on est donc proche des barres d’erreur. Par analogie au mécanisme
proposé pour l'uracile kéto, il est possible que I'état '77* soit couplé a I'état 'nomx.
L'absence de signal de fragmentation indique que I'état localement excité 'n7* et
I'état 'npm+ ne sont pas couplés a I'état fondamental. Il y a forcément un proces-
sus de fluorescence qui a lieu au niveau de la bande origine mais pour l'instant il
est difficile de savoir depuis quel état se réalise la relaxation radiative, mais cer-
tainement pas depuis I'état localement excité 'rm*( L,).

Quand on excite la bande a 301.85 nm on augmente I'énergie interne d’environ
400 cm ™1, cet exceés d'énergie semble suffisant pour que l'on voie apparaitre une
compétition entre la voie radiative et la conversion interne. Sur cette bande nous
avons aussi mesuré une durée de vie de 12 us, la population doit donc aussi re-
joindre I'état 'np7*. La composante ns observée avec l'apparition de fragments
primaires quand on excite a une couleur indique qu'il existe un croisement ac-
cessible entre I'état!z7* et I'état fondamental, la composante ps montre aussi un

croisement entre I'état 'non* et I'état fondamental.

Le processus de relaxation dans la région d’énergie plus haute que 300 nm
semble différent. Les expériences pompe-sonde indiquent que la population ini-
tialement excitée atteint une région ou un état qui n'absorbe plus le 532 nm avec
une durée vie différente et non compatible avec la durée de vie de I'état 'np7*.
De plus, la spectroscopie a une couleur dans la région 300-290 nm présente une
bande large d'absorption que l'on caractérise facilement sur le fragment m/z 43

qui est peut étre le signe de I'absorption d'un autre état électronique. Les calculs

143



théoriques nous indiquent que l'état '7m* (L;) est trés proche en énergie. Ainsi
dans cette région spectrale, la voie de relaxation vers I'état lnor* se ferme au
profit d'une autre voie qui semble impliquer I'état L, permettant d'accéder a un
point triple de la surface d’énergie potentielle entre un état '77*, un état triplet et
le fondamental. En effet les calculs indiquent que seule une sonde a 355 nm peut
sonder l'état triplet 377*. De nouveaux calculs seront nécessaires pour localiser
les croisements et couplages entre les différents états électroniques. Il faudra uti-
liser des méthodes multiconfigurationnelles pour déterminer les structures de la

molécule aux points de croisement (singulet/triplet/So).
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4.4 . Conclusion sur les bases de I'ADN protonées

Dans ce chapitre, nous avons pu mettre en évidence différents processus de
relaxation permettant d'accéder a des états triplets a longues durées de vie. Dans
le cas de l'uracile kéto nous avons pu mettre en évidence deux mécanismes per-
mettant d'y accéder. Avec trés peu d’exces d’énergie, la voie menant au triplet
nécessite un passage par un état a transfert de charge, le changement de symé-
trie permet ensuite de faciliter le passage inter-systeme vers l'état triplet. Nous
avons pu observer qu'en augmentant I'énergie d'excitation, on ouvrait une nou-
velle voie de relaxation conduisant a l'intersection conique Eth-Col déja mention-
née dans la littérature comme une voie de relaxation vers le fondamental. Nous
avons pu montrer que dans la géométrie de l'intersection conique, une partie de
la population pouvait se transférer vers I'état triplet au lieu de se désexciter vers

le fondamental.

Les tautomeres énol de l'uracile et de la thymine présentent des processus de
relaxation relativement similaires. Dans les deux cas, une relaxation ultra-rapide
depuislarégion FC conduit vers l'intersection conique déja observée Eth-Col. Dans
la région de lintersection conique, on retrouve encore une compétition entre
la relaxation vers I'état fondamental par conversion interne ou le passage inter-
systeme vers I'état triplet. Dans le cas de la thymine les différentes constantes
de temps mesurées a I'échelle ps semblent suggérer que plusieurs intersections

coniques pourraient étre peuplées a partir de la région Franck-Condon.

Dans le cas de la guanine protonée, il apparait que I'excitation UV proche de
la bande origine conduit a des régions de la surface d'énergie potentielle tres dif-
ficiles a décrire. La présence de plusieurs états excités proches en énergie, poten-
tiellement couplés a I'état localement excité offre plusieurs chemins de relaxation
possibles. L'état 'nom* estimpliqué dans la relaxation de la guanine protonée exci-
tée a l'origine de la bande. Avec 400-500 cm~! d’excés d'énergie, il existe une voie
de relaxation vers I'état fondamental qui rentre en compétition avec le transfert
vers I'état 'npm*. Plus haut en énergie, la conversion interne vers le fondamental

ainsi que le passage aux états triplets (inter system crossing) sont dominants. Bien
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que notre dispositif expérimental ne nous permet pas d'étudier précisément les
processus de relaxation radiatif, dans le cas de la guanine protonée nous avons pu
mettre en évidence la présence d’'un processus de relaxation radiatif en excitant
la bande origine. A partir des résultats actuels on ne peut pas conclure si ce pro-
cessus radiatif est toujours présent lorsque I'on augmente I'énergie de transition

électronique.
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5 - Spectroscopie et exploration conformationnelle sur

les bases de 'ADN protonées monohydratées

Dans ce chapitre, je vais m'intéresser a I'étude des bases de 'ADN protonées
mono-hydratées. Les bases de 'ADN présentent de nombreux sites permettant
d’interagir avec une molécule d'eau par liaison hydrogene ou interaction électro-
statique. Ceci complique fortement le paysage conformationel de ces espéces.
Dans cette partie, je vais donc présenter les résultats des expériences de photo-
dissociation UV et IR obtenus sur les monohydrates de la cytosine et de la guanine
protonée. Des recherches conformationnelles et des calculs ab inito ont été utili-

sés pour interpréter les résultats expérimentaux.

5.1. Cytosine protonée et mono-hydratée

Les formes tautomeres de la cytosine protonée piegées dans le piege de Paul

ont déja été déterminées par Broquier et al[81] et sont présentées dans la figure 5.1.

Keto Enol

Figure 5.1 - Représentation des formes tautomeres de la cytosine protonée pré-

sentes dans le pieges.

L'octopole refroidi a 80 K permet de former des complexes avec des molé-
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cules d’eau avant de les piéger une nouvelle fois dans le piege de Paul refroidie
a 10 K. Le spectre de masse de la figure 5.2 montre la distribution en taille des
especes hydratées avec I'octopole maintenu a une température de 8o K. On peut
constater sur ce spectre de masse que l'ion majoritaire est la cytosine protonée et
représente 45% du signal. On observe ensuite une distribution assez homogeéne
pour les complexes CH* -(H20),-5, chacun de ces complexes représente entre 8 a
15% des ions piégés au sein de la trappe. Les plus gros complexes observés sur le
spectre de masse ne représentent que 3 a1%, pour CH* - (H,0)e et CH" - (H;0), de
la population du piége. On a ainsi accés a une distribution en taille d’hydrates qu'il
est possible de controler, d'une part en travaillant typiquement sur un domaine
de température compris entre 8o et ~200 K et, d'autre part, sur la quantité de
gaz tampon, I'nélium, qui contient également une portion de vapeur d'eau, pour

piéger et former les hydrates dans I'octopole.
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Figure 5.2 - Spectre de masse des complexes hydratés de la cytosine protonée
formés a 8o K dans 'octopole refroidi et piégés dans le piege de Paul a 10 K. Le pic
majoritaire correspond a la cytosine protonée suivi d'une distribution d’hydrates

CH"-(H,0), avecn=13a 7.

Nous nous sommes intéressés principalement au complexe monohydraté. Comme
nous le verrons dans la suite de cette partie, 'absorption dans le domaine UV aussi
bien que dans le domaine de IR entraine la fragmentation du complexe avec

comme unique fragment la perte de la molécule d’eau complexée pour donner
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Figure 5.3 - Spectre de masse aprés photodissociation UV de CH" - (H,0), avec

une longueur de 290 nm.

comme fragment CH", comme le montre le spectre de masse figure 5.3. Avant les
expériences de photodissociation, il s'agit d'abord de conserver uniquement l'es-
péce CH" - (H,0), dans le piége de Paul. Comme décrit précédemment dans la par-
tie expérimentale du manuscrit, on utilise une séquence de radiofréquences, ap-
pelé tickle, pour éliminer toutes les autres especes du piege. La séquence d’extrac-
tion utilisée consiste a extraire les complexes les plus gros par ordre décroissant
avant d’éliminer le monomeére CH+. La durée de la radiofréquence générée pour
extraire un complexe ionique est d'une milliseconde. En général, le monomere
nécessite un temps d'excitation plus long avec la radiofréquence car il est plus
difficile a extraire, probablement a cause d’'une fragmentation partielle des com-
plexes hydratés éjectés du piege. Pour se débarrasser complétement du mono-
mere, la durée de la radiofréquence générée est au minimum de 2 millisecondes.
L'amplitude de la radiofréquence est aussi ajustée pour éliminer le monomere
tout en gardant un maximum de signal sur le complexe monohydraté. L'ordre de

grandeur de cette amplitude est 1,9 V.
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Figure 5.4 - Spectre de photodissociation de la cytosine protonée (trait bleu) enre-
gistré sur les fragments de la cytosine et du complexe monohydraté (trait rouge)

enregistré sur le fragment m/z 112.

Le spectre de photodissociation du complexe CH™ - (H,0), est donc obtenu en
tracant l'intensité du fragment CH* m/z 112 en fonction de la longueur d'onde du la-
ser. Le spectre de photodissociation du complexe monohydraté, CH" - (H,0),, est
comparé au spectre de la cytosine protonée dans la figure 5.4 entre 32000 cm ™!
et 42000 em ™~ L. Pour rappel, la cytosine protonée présente deux tautomeres, kéto
et énol, piégés au sein du piege, et absorbant dans des régions spectrales diffé-
rentes.

Le spectre de photodissociation du complexe hydraté présente une bande ori-
gine & 33444 cm ™. La suite du spectre présente un fond continu d'absorption dés
la bande origine jusqu’a la fin du spectre. Plusieurs bandes vibroniques sortent du
fond d’absorption a 33967, 34153, 34482 et 35014 cm L. Aprés 35500 cm ™1, il n'est
pas vraiment possible de discerner de bande excepté a 37425 cm~!. En compa-
rant le spectre du complexe monohydraté avec le spectre de la cytosine protonée,

il apparait que, pour le complexe, I'origine de la transition du CH" - (H,0), se situe
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dans une zone d’absorption du tautomére kéto avec un décalage de 450 cm ™!

dans le bleu.

Le changement drastique avec I'ajout d'une molécule d'eau est I'absence de
bandes intenses dans le bleu, c'est-a-dire dans la région des bandes tres intenses
attribuées au tautomére énol autour de 37000 em ™. La bande & 37425 em ™! pour-
rait étre associée a la bande origine d'une forme énol du complexe étant tres
proche de la bande origine du tautomeére énol & 37397 cm~!. Cependant, aprés
cette bande, le signal du fragment diminue fortement dans la suite du spectre
contrairement au tautomere énol de la cytosine dont le signal de photodissocia-
tion augmente aprés sa bande origine et continue d'absorber trés intensément

jusqu'a 43000 cm~! comme I'a montré Berdakin en 2014[92].

Le spectre de photodissociation du complexe monohydraté peut paraitre sur-
prenant au premier abord car on ne s'attend pas a ce que le processus d’hydrata-
tion favorise un unique tautomere. Perdersen et al ont montré que les molécules
d'eau se lieraient plus facilement au tautomeére kéto[68], mais les tautomeres énol
devraient aussi étre formés. En effet, Bakker et al[67] ont attribué une bande de
leur spectre IR a un tautomere énol ou la molécule d’'eau forme une liaison hydro-
géne avec I'un des groupes hydroxyles. Si on suppose que le complexe monohy-
draté issu de la forme énol absorbe dans la méme région que le tautomere énol
de la cytosine protonée, plusieurs possibilités pourraient expliquer I'absence de

bande caractéristique de I'énol dans la région supérieure a 37000 cm ™.

Une premiere possibilité serait que toutes les formes hydratées, énol ou kéto,
absorbent dans la méme région spectrale. Ceci impliquerait un décalage impor-
tantdans le rouge de la transition origine du tautomere énol, ce qui indiquerait un
changement important de la structure électronique induit par I'hydratation. Une
deuxiéme possibilité serait le processus inverse avec un déplacement tres impor-
tant de la transition électronique des tautomeres énol dans le bleu, en dessous de
240 nm. Une autre possibilité serait un mauvais facteur de recouvrement Franck-
Condon qui conduirait a l'excitation d'un grand nombre d'états vibroniques de
I'état excité, ce qui se traduirait par la présence d'une bande large qui serait res-

ponsable du fond continu d’'absorption. L'excitation de plusieurs états vibroniques
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est possible si I'état fondamental et I'état excité présentent des changements de
géomeétries importants. Mais cela impliquerait que la molécule d'eau complexée
ait un effet trés important sur la géométrie de I'état excité comparé a I'état fonda-

mental.

5.1.1. Spectroscopie de photodissociation infrarouge

Afin d'attribuer le spectre de photodissociation UV obtenu pour le complexe
monohydraté CH" - (H,0),, il est nécessaire de connaitre le paysage conformation-
nel des espéeces hydratées dans le piege de Paul. Pour ce faire, nous disposons
d’'un laser infrarouge qui permet de réaliser des expériences de photodissocia-
tion infrarouge (IRPD pour infrared photodissociation) et a deux couleurs IR-UV.
L'attribution finale des conformeres observés est réalisée par comparaison avec
les spectres issus des calculs de chimie quantique. (théorie de la fonctionnelle de

la densité, DFT).
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Figure 5.5 - Spectre de photodissociation IR de CH* - (H,0), dans la région 2950-

3800 cm~!, enregistré avec le laser LiNbO,
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La spectroscopie infrarouge est un bon outil qui permet d'obtenir des infor-
mations sur la structure et la conformation de molécules isolées. Dans le cas des
especes hydratées, la spectroscopie infrarouge dans le domaine du proche infra-
rouge devrait apporter des informations sur la position de la molécule d’eau qui
doit perturber les modes de vibrations des liaisons N-H et O-H formant une

liaison hydrogéene avec la molécule d'eau.[67]

Le spectre IR du complexe CH" - (H,0), a été obtenu par deux techniques dif-
férentes (voir les figures 5.5 et 5.6). Il apparait que la seule utilisation du laser
IR est suffisante pour fragmenter le complexe et perdre la molécule d'eau. On
a enregistré le spectre IR en mesurant I'apparition de ce fragment entre 2900 et
38000 cm~!. Deux régions d'absorptions différentes sont identifiés. Entre 3150
et 3330 em ™! (figure 5.5) on observe une bande large non résolue et d'intensité
trés faible. Au dessus de 3300 cm ™!, 7 bandes sont clairement observées jusqu’a
3800 cm~!. Notons que ce spectre obtenu avec l'octopole & 180 K est similaire, a
I'exception de la bande (A) & 3350 cm ™!, au spectre obtenu par Bakker et al.[67]
a température ambiante (300 K), ces auteurs ont proposé au moins 3 structures
différentes pour attribuer 'ensemble des bandes observées. Les structures pro-
posées sont : (i) le tautomére énol de la cytosine avec une molécule d’eau liée par
une liaison hydrogene au groupement - OH, forme la plus stable en énergie (ii) le
tautomere kéto de la cytosine avec une molécule d'eau intercalée entre le grou-
pement amine -NH, et le groupement - NH voisin, structure qui est quasiment
dégénérée, a 0,6 kJ.mol~!, avec la précédente et (iii) le tautomére kéto de la cy-
tosine avec une molécule d’eau en interaction avec le groupement - NH du cycle
qui est a l'opposé du groupement -NH,, forme calculée a 6,5 k.J.mol ! par rap-
port a la structure la plus stable. En conclusion, ce spectre IR n’est pas spécifique
a un conformére et présente les bandes d'absorption de tous les conformeres

présents dans le piege de Paul.
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Figure 5.6 - a) Spectre de photodissociation infrarouge (IRPD) de CH" - (H,0), avec
le laser IR équipé d'un cristal de niobate de lithium (LiNbOs), b) Spectre hole-
burning IR-UV de CH" - (H,0), avec un laser UV & 289 nm, ¢) spectre IR du tau-
tomere kéto de la cytosine protonée obtenu avec la combinaison d'un photon IR
et d'un photon UV non-résonnant a 305 nm, d) spectre IR du tautomere énol de
la cytosine protonée obtenu avec la combinaison d'un photon IR et d'un photon

UV non-résonnant a 269,5 nm. 154



Dans l'objectif d'étre plus sélectif en conformeére, on a enregistré le spectre IR
avec la technique de hole-burning, dans la région 3300-3800 cm~! avec le laser IR
comme laser de burn et un laser de sonde a 289 nm, c'est-a-dire sur une bande
vibronique du spectre du complexe, dans la région d’'absorption du tautomeére
kéto de la cytosine. Le spectre obtenu est présenté sur la figure 5.6b). On peut
aisément constater que ce spectre de hole-burning IR-UV ne présente pas un si-
gnal de dépopulation sur 'ensemble des bandes. Seules les bandes AB,C,F et G
présentent un signal de dépopulation, cela implique que les bandes D et E appar-
tiennent a un/des conformeres différents qui ne sont pas sondés par le laser UV

a289 nm.

L'ajout de la molécule d’eau pour former CH" -(H,0), va perturber les modes
de vibrations des liaisons au voisinage ou en interaction avec celle-ci. A priori, les
modes de vibration des liaisons qui ne sont pas directement en interaction avec la
molécule d’eau ne vont pas étre perturbés du monomere a I'hydrate. C'est pour-
quoile spectre IR des deux tautomeres de la cytosine protonée ont été enregistrés
et sont présentés sur les figures 5.6 (c) et (d). Ces spectres sont obtenus avec un
laser IR (accordable) qui est envoyé en premier suivi d'un laser UV non-résonant
avec une transition vibronique et |égerement dans le rouge de la transition de
la bande origine du tautomére, c'est-a-dire 305 nm pour le tautomeére kéto et
269,5 nm pour la forme énol. Les deux lasers sont décalés temporellement de 1 us.
Le laser IR réalise une transition vibrationnelle a partir du niveau v = o de I'état fon-
damental du tautomeére et le laser UV permet d’'obtenir le signal de fragmentation.
Notons que le laser UV seul ne permet pas d'obtenir un signal de fragmentation
car il est non-résonant et dans le rouge de la bande origine du tautomeére sondé
(kéto ou énol). L'absorption du laser IR permet de préparer le tautomére dans un
état vibrationellement excité a I'état fondamental et par conséquent le laser UV
peut étre absorbé et donner lieu a I'apparition de fragments. On peut obtenir le
spectre IR spécifique a un tautomere en particulier puisque les deux tautomeres
absorbent dans des régions bien distinctes du spectre UV. Les deux spectres IR
présentent des bandes trés proches en énergie, a 3425 em ™! et 3530 em ™. Ces

bandes correspondent aux modes d’élongation de N,-H et de NH, symétrique
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et anti-symétrique et N, - H, puisque ces liaisons sont conservées entre les deux
formes tautoméres. La bande large 4 3390 cm ™! est spécifique au tautomere kéto
et peut étre aisément attribuée a I'élongation de la liaison N3 - H. L'énol possede
aussi une bande spécifique a 3580 cm~! correspondant a I'élongation de la liaison

O-H.

5.1.2. Sonder la tautomérie des fragments de CH* - (H,0), formés par IRPD

o Bande Aet C
0.05
0.04 4

0.03 4

0.02 4

fragment intensité (u.a.)

0.01+4

0.00 A

_001 T I T I T I T I T
305 304 303 302 301 300
longueur d'onde (nm)

Figure 5.7 - Spectroscopie de CH* formé & 3489 cm~! (Bande C) aprés dissociation

de CH" - (H,0), enregistré sur le fragment m/z 69.

Comme vu précédemment le laser IR seul permet de fragmenter le complexe
monohydraté. Cependant l'attribution des bandes est complexe, du fait que le
spectre est composé de I'ensemble des tautomeres piégés dans le piege de Paul.
Sachant que les tautomeéres énol et kéto absorbent dans des domaines disjoints
de I'UV, il est possible d'identifier la forme tautomére de la cytosine dans le com-
plexe dissocié par le laser IR. Pour ce faire, le laser IR est envoyé dans le piege
juste apres l'injection du gaz tampon de maniere a ce que les fragments créés par
le laser IR puissent étre aussi refroidis par le gaz avant d'étre évacués du piege,
avant d'interagir avec le laser UV pour créer de nouveaux fragments provenant

de CH". Le laser UV quant a lui est balayé soit autour de la bande origine du tau-
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tomere kéto entre 300 et 305 nm, soit autour de la bande origine du tautomere
énol entre 265 et 269 nm. Cette expérience répétée sur chacune des bandes du
spectre IRPD de la figure 5.5 permet ainsi de caractériser la forme tautomere de

la cytosine dans le complexe CH™ - (H,0), par spectroscopie UVPD.

a) Région keto b) Région enol

fragment intensité (u.a.)
fragment intensité (u.a.)

-0.01 T T T T T T T T T -0.01 T T T T T T T T T T T
205 204 203 102 301 264 265 266 267 268 269 270

longueur d'onde (nm) longueur d'onde (nm)

Figure 5.8 - Spectroscopie de CH" formé a 3524 em~!(Bande D) aprés dissociation

de CH" - (H,0), enregistré sur le fragment m/z 69.

On a étudié la tautomérie des fragments créés en excitant les bandes infra-
rouge A, C, D et E puis en balayant la longueur d'onde dans la région de la bande
origine des différents tautomeres énol et kéto. La figure 5.7 présente le résultat
observé sur la bande C. En formant la cytosine protonée avec le laser fixé sur la
longueur d'onde de la bande C et en balayant le laser UV entre 300 et 305 nm,
on observe une bande de photodissociation qui correspond a la bande origine
du tautomere kéto. La région de la bande origine de I'énol n'a pas été sondée sur
cette bande car le tautomere kéto présente encore un fond d'absorption dans
cette région, ce qui provoque un faible rapport signal sur bruit. En formant le frag-
ment a partir de la bande A, on observe aussi la bande origine du tautomeére kéto
ce qui implique que les bandes A et C sont des bandes spécifiques d'une forme
tautomere kéto hydratée.

Le fragment formé a partir de la bande D (figure 5.8) présente un signal d'ab-
sorption dans la région de la bande origine de I'énol entre 265 et 269 nm (b), mais

aucune absorption dans la région du tautomere kéto (a) . Donc, la bande D est
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spécifique d'une forme tautomere énol hydratée. La bande E présente elle aussi
cette spécificité de produire un fragment qui n'absorbe que dans la région du tau-

tomeére énol.

5.1.3. Preuve de la conservation de la tautomérie au cours de I'hydratation

Les expériences de la section précédente ont montré la présence des deux
formes tautomeres hydratées au sein de le piege, il faut donc ensuite déterminer
quels sont les conforméres formés a partir de ces tautomeres, c'est-a-dire déter-
miner la position de la molécule d’eau en interaction avec le tautomére. Avec la
spécificité de certaines bandes du spectre IR de I'espéce hydratée et des bandes
IR caractéristiques observées dans le spectre expérimental des deux tautoméres
isolés, il est possible de définir une pré-attribution des bandes du spectre IRPD de
CH" - (H,0),.

La bande B, la plus intense du spectre centrée autour de 3430 cm ™! et relati-
vement large, est probablement composée des modes de vibrations de plusieurs
conformeres de tautoméries différentes. En effet, elle est tres proche en éner-
gie des modes d'élongation symétrique du groupement NH, et de N,-H des tau-

L et

tomeres kéto (3425 cm ™! et 3434 em ™!, respectivement) et énol (3418 cm™
3428 em ™!, respectivement) isolés. Ainsi tous les conformeéres dont les modes ne

sont pas perturbés par la molécule d'eau vont se retrouver dans cette bande.

La bande la plus simple a attribuer est la bande E, cette bande est spécifique du
tautomere énol et si 'on compare au spectre IR du tautomere énol de la cytosine
protonée isolée, elle correspond parfaitement au mode d’élongation de la liaison
O-H a 3580 cm—1. On peut donc conclure a la présence d’'un tautomere hydraté

possédant une liaison O-H libre.

La bande D est aussi spécifique d'une forme tautomeére énol, cette bande peut
étre attribuée au mode d’élongation anti-symétrique du groupement NH,. C'est
assez surprenant de ne pas observer de signal dans la région d'absorption de
I'énol, puisque le mode d’élongation anti-symétrique est identique dans les deux
formes tautomeéres isolées. Pour expliquer que cette bande n'appartient pas a un

conformere kéto, on peut supposer que les potentiels conformeres kéto formés
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dans le piége présentent une molécule d'eau proche du groupement NH,. Ainsi
ce mode normal devrait étre décalé dans le rouge. Cela permet d'apporter aussi
une autre information sur la structure, cette bande implique qu'une conformation
hydratée du tautomere énol ne présente pas de molécule d'eau a proximité du

groupement NH,.

La bande C est spécifique au tautomere kéto. Au vu de sa position dans le
spectre, on peut aisément l'attribuer au mode d’élongation anti-symétrique du
groupement NH, mais présentant un léger décalage (40 cm ™), probablement le
résultat de la présence d'une molécule d'eau proche du groupement NH,. Ce qui

est en accord avec l'attribution de la bande D.

La bande Aestplusincertaine a attribuer. En premiére approximation, on pour-
rait supposer qu'il s'agit du mode d’élongation du N5 - H du tautomere kéto, mais
le décalage d'environ 35 em ™! (par rapport au mode d'élongation N5 - H du tauto-
mer kéto isolé), ne permet pas de l'assurer, sachant que ce mode pourrait aussi
provenir d'un mode d'élongation symétrique du groupement NH, ou de N,-H

décalé par la présence d'une molécule d'eau pres de ces groupements.

Les derniers modes a attribuer correspondent aux modes des élongations sy-
métriques et asymétriques de la molécule d'eau a 3624 et 3709 cm ™!, respective-

ment.

5.1.4 . Recherche conformationnelle et optimisation de géométrie

Pour pouvoir attribuer les spectres de photodissociation IR et UV il est néces-
saire de connaitre tous les conforméres possibles du complexe monohydraté qui
peuvent étre piégés au sein du piege de Paul. Dans un premier temps, je me suis
appuyeé sur les conformeéres calculés par Bakker et al. [67], qui avait déja identifié,
al'aide d’expériences IRPD a température ambiante, deux conforméres provenant
du tautomere kéto et un conformeére provenant du tautomere énol. Le nombre
de conformations calculées a été un peu élargi par une recherche conformation-
nelle en utilisant le programme CREST. Les quatre conformeres les plus stables
de chaque tautomere, optimisés par XTB, ont été sélectionnés pour les calculs de

chimie quantique.
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CONF-Ko1 CONF-Ko2 | CONF-Ko3 | CONF-Kog

&

o, e

wB9g7XD - 11,6 11,6 12,5
B3LYP - 8,6 10,1 9,4
CCz - 10,6 12,5 11,6

Table 5.1 - Structures optimisées des quatre conformeres kéto de plus basse
énergie du complexe monohydraté de la cytosine protonée CH" -(H,0), calcu-
lées aux niveaux wBg7XD/6-311++G(3df,2p), B3LYP/6-311++G(3df,2p) et CC2/aug-cc-
pVDZ. Les énergies relatives par rapport au conformeére le plus stable (différence
des énergies électroniques corrigées de I'énergie de point zéro) sont données en

kJ.mol L.

Les formes CONF-Ko1 et CONF-Ko4 sont les formes calculées par Bakker avec
une molécule d’eau impliquée dans deux liaisons hydrogéene avec le N;-H et le
NH, de la cytosine protonée. Dans le CONF-Ko4, la molécule d'eau forme une liai-
son hydrogene avec le N, - H. Le conformeéere CONF-Ko2 est similaire au CONF-Ko4
avec la molécule d'eau aussi localisée le long de la liasion N5 -H mais cette fois
elle se trouve dans le plan de la molécule. Dans le CONF-Ko3, la molécule d'eau
se trouve le long d'une liaison N -H du groupement amino.

L'optimisation de géométrie des conformeéres kéto a été réalisée en DFT avec
deux fonctionnelles différentes, B3LYP et wB97XD, ainsi qu'avec la méthode CCa.
CONF-Ko1 est la conformation la plus stable d'aprés les trois méthodes utilisées.
CONF-Ko2, CONF-Ko3 et CONF-Ko4 sont trés proches en énergie a ~10 k.J.mol ™"
par rapport a CONF-Ko1. L'ordre en énergie des conformeres varie peu en fonc-
tion de la méthode d'optimisation utilisée et reste dans un intervalle d’énergie
relativement proche.

Les conformeres de la forme énol obtenus par recherche conformationnelle

160



sont résumeés dans le tableau 5.2. Le conformére CONF-Eo01 est le plus stable et
correspond au conformeére énol calculé par Bakker et al[67], avec la molécule
d'eau localisée sur le groupement O - H. Le conformére CONF-Eo1 est calculé 3,52
kJ.mol~! au dessus du CONF-Ko1. Trois autres conforméres formant une liaison
hydrogéne avec la molécule d'eau sont répertoriés dans ce tableau. Nous excluons
les conformeéres ou la molécule d'eau est localisée a proximité d'une liaison C-H
ou en interaction verticale avec le cycle aromatique. Toutes ces structures sont
calculées a plus de 20 k.J.mol~! par rapport a la forme la plus stable. Nous conser-
vons uniquement les conformeres avec la molécule d'eau impliquée dans une liai-
son hydrogene comme c'est le cas pour les conformeres du tautomere kéto. L'opti-
misation des structures a I'état fondamental des quatre conformeres sélectionnés
a été réalisée en DFT avec les fonctionnelles B3LYP et wB97XD avec la méme base
6-311++G(3df,2p). Le conformere le plus stable est CONF-E01, suivi de CONF-Eo2 a
~4 kJ.mol~! (en DFT) avec la molécule formant une liaison hydrogene avec la liai-
son N - H disponible. Dans CONF-Eo3 et CONF-Eo4, la molécule d’eau est localisée
de part et d'autre du groupement amino -NH,. Ces deux structures sont calcu-
lées & ~13 kJ.mol~! et ~18 kJ.mol~!, respectivement, par rapport & CONF-Eo1.
Notons que (i) les conforméres hydratés du tautomére énol sont plus dispersés
en énergie que les hydrates du tautomere kéto, (ii) les calculs DFT avec les fonc-
tionnelles B3LYP et wB97XD donnent le méme ordre avec les mémes énergies
relatives & ~1 kJ.mol ™! pour les quatre conformeres et (iii) avec la méthode CC2,

CONF-Eo1 et CONF-E02 sont quasiment dégénérés.
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CONF-E01 CONF-Eo2 | CONF-E0o3 | CONF-Eo4

AR

¢
e 4

wB9o7XD - 3,62 11,8 18,1

B3LYP - 4,62 13,0 18,1

CCz2 - 0,75 8,37 14,5

Table 5.2 - Structures optimisées des quatre conforméres énol de plus basse
énergies du complexe monohydraté de la cytosine protonée CH" - (H,0), calcu-
lées aux niveaux wB97XD/6-311++G(3df,2p), B3LYP/6-311++G(3df,2p) et CC2/aug-cc-
pVDZ. Les énergies relatives par rapport au conformére le plus stable (différence
des énergies électroniques corrigées de I'énergie de point zéro) sont données en

kJ.mol L.

Spectres IR théoriques

Les fréquences et les intensités des modes normaux de vibration a I'état fon-
damental aprés optimisation des structures des différents conformeres ont été
calculées en DFT (B3LYP/6-311++G(3df,2p)) ainsi que les deux formes tautoméres
de la cytosine protonée de maniere a observer I'évolution des bandes en fonction
dela position de la molécule d’eau. Le spectre IR simulé d'une conformation est ob-
tenu apres convolution du spectre baton (intensité en fonction des fréquences de
vibration) par une fonction gaussienne avec une largeur a mi-hauteur de 5 cm ™!
(comparable a la résolution du laser IR utilisé). Chaque fréquence calculée est cor-
rigée d'un facteur d'échelle de 0,964 [107]. Les spectres IR simulés sont présentés

dans les figures 5.10 et 5.9
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Figure 5.9 - Spectres IR simulés des formes kéto isolées et monohydratées, de la
cytosine protonée. Les fréquences des modes normaux de vibration sont issues

de calculs DFT (B3LYP/6-311++G(3df,2p)) avec un facteur d'échelle de 0,964.
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La complexation avec la molécule d'eau fait apparaitre des bandes supplémen-
taires dans le spectre IR de I'hnydrate comparé a sa forme isolée. Pour tous les
conformeres, les modes de vibrations de la molécule d'eau sont localisés entre

71 7 ’ ’ R <R 4
3650 et 3800 cm ™. Les bandes de la molécule d'eau n'ont aucune spécificité confor-
mationnelle car la molécule d’eau possede le méme rdle d’'accepteur dans la liai-

son hydrogene formée dans tous les conformeres.

On peut clairement observer l'effet tres important sur la fréquence du mode
de vibration d'élongation de la liaison covalente ayant un atome d’hydrogene im-
pliqué dans la liaison hydrogene avec la molécule d'eau. Les fréquences de ces
modes d'élongations, N-H lié et O-H lié, sont fortement décalées entre 2800 et
3350 cm ! et sont calculées avec une trés forte intensité. Notons qu'aucune de
ces bandes n'est observée aussi intensément dans le spectre expérimental ob-
tenu par IRPD. Néanmoins, des bandes large mais tres faible en intensité (~10
fois plus faible que les modes d’élongations N - H libre ou O -H libre) sont obser-
vées expérimentalement dans la région 2800 et 3350 cm !, Ces bandes pourraient
ainsi étre attribué aux modes normaux d'élongation des liaisons covalentes liées
a la molécule d'eau. Ces modes seraient ainsi beaucoup moins bien calculés théo-

riqguement.

L'attribution des bandes expérimentales a partir des modes d’élongation liés
a la molécule d’eau est donc difficile a réaliser. Par contre, la spécificité tauto-
mérique de certaines bandes observées expérimentalement va nous permettre

d'identifier certains conformeéres.

L'attribution du conformere kéto (figure 5.9) semble assez difficile du fait de
I'absence de liaison caractéristique de la forme kéto dans cette région. Néanmoins,
on peut tenter d'apporter une réponse en regardant les décalages des bandes A
et C de 'hydrate par rapport a la forme isolée.

Dans le cas de CONF-Ko1, deux atomes d’hydrogene forment une liaison hy-
drogene avec l'oxygene de la molécule d’'eau, ce qui perturbe trois modes de vi-
bration. Le mode de vibration de N5 -H est décalé dans le rouge a 3267 em L Si
ce conformere est présent, ce mode correspondrait a une bande large et peu in-

tense. Le mode d'élongation symétrique de -NH, se retrouve aussi décalé dans
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le rouge et peut trés bien correspondre a la bande A. Le mode d’élongation anti-
symétrique de - NH, présente un décalage dans le rouge moins important mais
qui peut correspondre a la bande C, le mode d'élongation de N, - H n’est pas mo-

difié et pourrait aussi étre présent dans la bande B.

Les autre conformeéres ne présentent pas de bande avec un décalage impor-
tant pouvant étre attribué a la bande A. Il est peu probable que la bande C ap-
partienne a CONF-Ko2 et CONF-Ko4. Nous pouvons émettre 'hypothese que ces
deux conformeéres ne sont pas présents dans le piege. La présence de CONF-Ko3

est aussi peu probable car aucune bande calculée ne simule la bande A.

Le ou les conformeres de I'énol sont plus faciles a attribuer avec la présence
caractéristique du mode d'élongation O -H libre que I'on a associé a la bande E du
spectre expérimental. De ce fait, CONF-Eo1 n'est pas a l'origine de cette bande. Les
trois autres conformeres énol présentent ce mode de vibration. La bande D est
elle-aussi caractéristique d'un tautomeére énol mais correspondant a I'élongation
anti-symétrique du groupement - NH, libre. Cela implique que la molécule d'eau
n'est pas non plus au voisinage du groupement - NH, sinon cette bande serait
décalée dans le rouge. Ceci exclut CONF-Eo3 et CONF-E04. On peut donc aisément
supposer que le CONF-Eo2 est présent au sein du piege, les différents modes IR
calculés peuvent étre attribué de cette facon :

— Bande B : élongation symétrique - NH, libre

— Bande D : élongation anti-symétrique - NH, libre

— Bande E : élongation O-H libre

D’apres les calculs, CONF-Eo2 n'est pas le conformere le plus stable et se trouve
a ~4 kJ.mol~! plus haut en énergie que la conformation la plus stable, CONF-Eon.
On peut donc émettre 'hypothese que ce dernier est également présent dans le
piege de Paul et contribue au spectre IRPD a travers les bandes B et D. Toute-
fois, d'apres les calculs, le seul mode spécifique de ce conformere est au-dela du
domaine de longueur d'onde accessible par le laser IR. Donc, il est difficile d'en ap-
porter une preuve expérimentale. Cependant, les modes d'élongation symétrique
- NH, et N, -H peuvent participer au signal de la bande B. Aussi, le mode d’élon-

gation anti-symétrique - NH, peut se retrouver dans celui de la bande D. Cela
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apporterait une explication pour la différence d'intensité expérimentale entre la
bande D et la bande E. En effet, la bande D est nettement plus intense que la
bande E alors que les calculs donnent la bande d'élongation O -H libre comme
étant plus intense. La présence de deux conforméres avec un groupement ou les
modes d'élongation symétrique de - NH, sont libres de toute présence de molé-
cule d'eau pourrait expliquer l'intensité de cette bande.

En conclusion, la comparaison des spectres IR simulés avec le spectre expéri-
mental a permis d'identifier la présence de deux conforméres : CONF-Eo2 et CONF-
Ko1. Comme CONF-Eo2 n'est pas le conformere énol le plus stable, on suppose que
CONF-Eo1 est aussi présent dans le piege et que ses bandes IR se superposent aux

bandes du CONF-Eo2.
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Figure 5.10 - Spectres IR simulés des formes énol isolées et monohydratées, de la
cytosine protonée. Les fréquences des modes normaux de vibration sont issues

de calculs DFT (B3LYP/6-311++G(3df,2p)) avec un facteur d'échelle de 0,964.

167



Calculs des états excités

La spectroscopie IR et les calculs ont permis de déterminer les structures des
complexes CH" - (H,0), présents dans le piége de Paul. Nous avons ensuite ef-
fectué des calculs des états excités pour attribuer le spectre UV dans le but de
comprendre l'influence de I'environnement sur les propriétés intrinséques des
especes protonées isolées. Le tableau 5.3 dresse une comparaison des énergies
de transition verticale calculées pour les quatre premiers états électroniques a
partir de la structure optimisée de CONF-Ko1 et du tautomeére kéto isolé selon
quatre méthodes de calcul (CC2, SCS-CC2, wB97XD et CAM-B3LYP) avec la méme
base aug-cc-pVDZ. Les calculs verticaux montrent que la molécule d’eau du confor-
mere CONF-Ko1 n'affecte que tres [égerement les transitions électroniques. Le pre-
mier état électronique optiquement actif est toujours un état 'z7*. La transition
7 — 7" est calculée en CC2 & 0,05 eV (400 em™!) plus haut en énergie dans le cas
du complexe hydraté par rapport au monomere. Rappelons que nous avons ob-
servé expérimentalement un décalage de la transition origine du complexe dans
le bleu de 450 cm ™! en comparaison avec le tautomére kéto isolé. L'énergie de la
transition verticale en CC2 est au-dessus de la valeur expérimentale de la transi-
tion origine (33444 cm ™!, 4,15 eV) de ~0,4 eV. Les valeurs obtenues en DFT ont un

écart encore plus important, a ~0,7 eV.

Au premier abord, il semble cohérent que I'état 77* soit faiblement impacté
par la présence de la molécule d'eau qui forme des liaisons hydrogene dans le
plan de la molécule. En effet, ces liaisons sont dans le plan nodal du systéme 7
de la molécule et donc I'effet de la molécule d’eau doit étre négligeable sur la

transition ™ — 7*.

La transition np — 7* est encore moins perturbée par la molécule d'eau. En ef-
fet, cet état présente une forte densité électronique sur I'oxygene, mais comme la
molécule d'eau est située entre le N3 -H et le groupement - NH,, elle ne perturbe

en aucun cas cet état.

Deux autres états 77* et no7* sont plus hauts en énergie, a ~0,5 eV du premier

état excité. Ces états ne sont pas impliqués dans le processus de relaxation de
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la cytosine protonée isolée. Etant donné que l'impact de la molécule d'eau est
négligeable sur ces états, ces derniers ne devraient pas étre impliqués d'avantage

dans le processus de relaxation autour de la bande origine.

CC2 SCS-CC2 wBPg97XD  CAM-B3LYP

lrm* 4,55 4,64 4,88 4,87
4,50 4,58 4,83 4,82
'nom 528 595 5,97 6,00
5,27 5,93 5,94 5,97
lra* 590 6,10 6,38 6,39
6,03 6,22 6,51 6,57
lnom* 6,14 6,30 6,31 6.30
6,17 6,32 6,33 6,31

Table 5.3 - Energies de transition verticales calculées a partir de la structure opti-
misée du complexe CH" - (H,0), CONF-Ko1 et du tautomére kéto isolé (en italique)
avec différentes méthodes (CC2, SCS-CC2, wB97XD et CAM-B3LYP) et la base aug-

cc-pVDZ. Les énergies sont données en eV.

L'état S; a ensuite été optimisé dans le but de calculer I'énergie de la transition
adiabatique et d’effectuer une simulation du spectre vibronique de CONF-Ko1. Les
optimisations de géométrie ont été réalisées avec les méthodes CC2 et DFT. Les
énergies adibatiques entre I'état S; optimisé et I'état fondamental Sy de CONF-Ko1
ainsi que les écarts avec la valeur expérimentale de la transition origine (AEm*/og)

sont présentés dans le tableau 5.4.
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Expérience | CC2 | wBg7XD | CAM-B3LYP

Lag 4,08 4,00% | 4,42 4,41

AEﬂ.ﬂ.* /08 _0108 +0134 +OI33

Table 5.4 - Energies adiabatiques de I'état'z7r* (en CC2, wB97XD et CAM-B3LYP
avec comme base aug-cc-pVDZ) et I'écart en énergie par rapport a la valeur ex-
périmentale de la transition origine (AE 7+ op) €N &V de CONF-Ko1. *Cette valeur
est obtenue en estimant I'énergie de point zéro comme dans le cas du tautomere

kéto isolé (voir texte).

L'optimisation de I'état Lr7* avec la méthode CC2 donne une transition Syp-5;
trés proche de la valeur expérimentale. Il est important de noter que le calcul CC2
a été effectué de la méme fagon que pour le tautomére isolé. Le calcul des fré-
guences apres optimisation en contraignant le complexe a une géométrie en sy-
métrie Cs aboutit de la méme maniere a une fréquence imaginaire. Pour estimer
la transition adiabatique a partir de ces calculs ou le complexe est contraint dans
une géométrie plane, il est nécessaire d’évaluer 'énergie de point zéro comme dé-
crit dans l'article de Broquier et al.[60] Les méthodes en DFT surestiment la valeur
de la transition de +0,3 eV. Cette comparaison sur les méthodes montre que le cal-
cul CC2 donne une valeur calculée qui est trés proche de la valeur expérimentale,
ce qui représente une erreur relative de I'ordre de 2% alors que l'erreur relative
est de l'ordre de 8% pour les calculs DFT de I'énergie de la transition.

Les calculs des fréquences apres optimisation de la structure du complexe en
symétrie Cs en CC2 ne permettent pas d'effectuer une simulation Franck-Condon
car on obtient une fréquence imaginaire. Le programme TURBOMOLE que nous
utilisons pour les calculs CC2 permet également d’obtenir les cordonnées du com-
plexe aprés déformation de la molécule en fonction d'un mode vibrationnel donné
(outil screwer). Comme dans le cas du tautomere kéto de la cytosine protonée, le
calcul d'optimisation en symétrie C; du complexe, apres distorsion de sa structure
selon le mode de la fréquence imaginaire trouvée précédemment, ne converge
pas. La géométrie se distord et croise I'état fondamental. Expérimentalement, on

observe un spectre structuré présentant des bandes larges. Cet élargissement
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Expérience | CONF-Ko1 | CONF-Ko2 | CONF-Ko3

Lo 4,08 4,46 4,39 4,47

AE /09 +0,38 +0,31 +0,39

Table 5.5 - Energies adiabatiques de la transition Sy-S; calculée pour les confor-
meres CONF-Ko1, CONF-Ko2 et CONF-Ko3 en DFT (wBg97XD/aug-cc-pVDZ) et I'écart
en énergie par rapport a la valeur expérimentale de la transition origine observée

(AEm*/og) en eV.

est dG a une durée de vie de |'état excité inférieure a la ps, ce qui est en accord
avec le probleme de convergence. La bande origine est d'intensité comparable
aux bandes vibroniques de 'ensemble du spectre. Ceci indique que les facteurs
Franck-Condon entre I'état fondamental Sy et 'état excité S; ne doivent pas étre
négligeables et que probablement I'état excité a une structure qui est proche de
la structure obtenue en symétrie C's, comme dans le cas du tautomere kéto de la
cytosine protonée. C'est effectivement le cas avec les calculs DFT ou le plan nodal
du systéeme 7 du cycle est conservé lors de l'optimisation de la structure a I'état
excité S1. Méme si I'écart entre I'énergie de la transition adiabatique calculée et |a
valeur expérimentale est plus importante en DFT, on peut tout de méme effectuer

une simulation Franck-Condon.

Le premier état excité, S;, de CONF-Ko1, CONF-Ko2 et CONF-Ko3 a été optimisé
avec la fonctionnelle wBg7XD. Les énergies des transitions adiabatiques sont ré-
sumées dans le tableau 5.5. D’apres les conclusions des expériences IRPD et les
calculs des états excités, seul le conformere CONF-Ko1 devrait contribuer au signal
du spectre UVPD dans la région d'absorption du tautomere kéto isolé. Les calculs
pour CONF-Ko2 et CONF-Ko3 ont été effectués pour comparaison avec le spectre

expérimental.

Les simulations Franck-Condon des trois premiers conformeres sont présen-
tées dans la figure 5.11. Les spectres vibroniques sont convolués avec une fonction
gaussienne de largeur a mi-hauteur de 10 cm™! pour comparaison avec le spectre

expérimental.
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Globalement, on peut voir que le spectre calculé de CONF-Ko1 simule tres bien
toutes les bandes du spectre expérimental jusqu'a 3000 cm~! d’excés d'énergie.
Les premiers modes vibroniques excités sont des modes de mouvement hors
plan mais aussi dans le plan, qui sont présentés dans la figure 5.12.

Mais la simulation présente deux modes supplémentaires a v; =227 ety =371cm !
dans la simulation qui ne sont pas observés dans le spectre expérimental. Ces
modes, présentés dans la figure 5.13, sont spécifiques a CONF-Ko2 avec un mode
de pliage des liaisons N-H libres hors du plan et un mode de torsion de la mo-
lécule d’eau. D'apreés les calculs des transitions adiabatiques (voir tableau 5.5), la
bande origine de CONF-Ko2 est proche de celle de CONF-Ko1. L'absence de ces
deux modes dans le spectre expérimental peut étre une indication supplémen-

taire que ce conformeére n'est pas présent dans le piege.

0.02

0.01 <

—expérience

0.00 T T T T
0.04

0.02

0.00
0.03 +

Intensity

0.02 ] Conf-K02
0.01

0.00
0.02

0.01

0.00

0 1000 2000 3000 4000

exces d'énergie par rapport a la bande origine (cm")

Figure 5.1 - Simulation Franck-Condon des trois premiers conforméres du tau-
tomere kéto cytosine calculés avec la méthode wBg97XD/aug-cc-pVDZ. Le spectre
expérimental est en rouge, celui de CONF-Ko1 en bleu, CONF-Ko2 en vert et CONF-
Ko3 en noir. Les modes de vibrations ainsi que les combinaisons sont indiqués

pour les bandes les plus intenses.

La simulation du spectre de CONF-Ko3 est similaire a celle de CONF-Ko1 puisque
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Figure 5.12 - Modes de vibration du premier état électronique de CONF-Kon.
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Figure 5.13 - Modes de vibration spécifiques au premier état électronique excité

de CONF-Ko2.

ce sont les mémes modes impliqués. Il apparait que peu importe la position de la
molécule d'eau a proximité du groupement - NH, le spectre vibronique n’est pas
impacte.

Les calculs sur les états excités des conforméres énol ont aussi été réalisés aux
niveaux wBg7XD/aug-cc-pVDZ et CC2/aug-cc-pVDZ. Les formes hydratées de I'énol
présentent le méme probléme que pour le tautomeére énol isolé. En effet, I'opti-
misation du premier état excité converge vers une région de la surface d'énergie
potentielle ou I'état S est dégénéré avec I'état Sy. Nos méthodes de calcul ne per-
mettent pas de calculer les énergies de transition adiabatique pour ces systémes.

Ceci peut indiquer que les processus de relaxation des formes isolées et hydra-
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tées du tautomere énol sont similaires. On ne peut pas simuler le spectre UV des
conformeéres monohydratés du tautomere énol. Néanmoins, nous avons effectué
des calculs verticaux en SCS-CC2/aug-cc-pVDZ (voir table 5.6), afin d’estimer la ré-

gion d'absorption des conformeéres énol par rapport a sa forme non hydratée.

CH" | CONF-Eo1 | CONF-Eo2 | CONF-Eo3 | CONF-Eog
Lrr* | 5,28 5,25 5,21 5,29 5,29
len* | 5,79 577 5,80 5,75 5,76
nyT* | 6,15 5,08 6,19 6,21 6,15

Table 5.6 - Calculs verticaux des trois premiers états excités du tautomere énol
de la cytosine protonée (CH") et des conforméres énol monohydratés avec la mé-

thode SCS-CC2/aug-cc-pVDZ. Les énergies sont données en eV.

Les calculs font apparaitre une tendance sur la transition dans le domaine UV
en fonction de la position de la molécule d'eau. En effet, sila molécule d'eau forme
une liaison hydrogéne avec la liaison O-H ou N,-H, le calcul prévoit un léger
décalage de la transition dans le rouge, de ~0,03 eV (~240 cm™!) et ~0,07 eV
(~560 em™1) pour CONF-Eo1 et CONF-E02, respectivement. Quand la molécule
d’eau forme une liaison hydrogéne avec le groupement -NH, comme dans les
conformeéres CONF-Eo3 et CONF-Eo4, I'état ' m7* n'est quasiment pas pas perturbé.
Notons ici que ces décalages sont dans la marge d'erreur du calcul. Néanmoins,
ces calculs prédisent que la bande origine d'un complexe monohydraté du tauto-
meére énol se situe dans le méme domaine d'absorption que le tautomére énol
isolé. Expérimentalement, la spectroscopie IR indique que CONF-Eo1 et CONF-Eo02
sont présents dans le piege. Mais nous n‘observons pas de bandes intenses sur le
spectre UVPD dans la région d’absorption du tautomere énol isolé comme nous
pouvons le constater sur la figure 5.4. La seule bande qui est visible par rapport
au fond continu est la bande a 37425 cm ™! (Cest-a-dire a seulement +28cm ! par
rapport a la bande origine du tautomere énol isolé).

L'hypothése la plus probable pour tenter d’expliquer I'absence de bandes ca-

ractéristiques des complexes monohydratés issus du tautomere énol est que les
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facteurs de Franck-Condon entre |'état fondamental et le premier état excité dans

ces complexes sont tres faibles.

Conclusions sur les conformations de CH* - (H,0),

L'ensemble des techniques de spectroscopie UV et IR a permis d'identifier au
moins trois conformeres de la cytosine protonée monohydratée, dont au moins
un tautomere kéto et deux tautomeres énol.

Le conformere CONF-Ko1 de la forme kéto est le conformere le plus stable
calculé. Les simulations de son spectre IR et de son spectre vibronique corres-
pondent bien aux résultats expérimentaux. On peut donc clairement affirmer sa
formation dans l'octopdle refroidi. Les autres conformeres de la forme kéto ne
semblent pas étre formés dans le piége. La spectroscopie IR du conformére CONF-
Ko2 ne permet pas d'affirmer avec certitude son absence dans le piége mais la
simulation Franck-Condon semble le montrer. Pour le CONF-Ko3 son absence est
elle aussi difficile a affirmer expérimentalement mais comme il estisoénergétique
du conformeére CONF-Ko2 on peut aussi penser qu'il n'est pas formé dans le piege.

Dans le cas des conformeres énol, la spectroscopie IR permet d'identifier la
présence du conformere CONF-Eo2 et de fortement suspecter la présence du
conformeére CONF-Eo1 étant la forme monohydratée calculée la plus stable des

conformeres énol.

5.2 . Guanine protonée et mono-hydratée

Les complexes hydratés de la guanine protonée ont été produits dans les
mémes conditions que les complexes hydratés de cytosine protonée. Le schéma
de fragmentation est aussiidentique avec la perte de la molécule d'eau complexée

comme fragment principal.

5.2.1. Spectroscopie UVPD

Le spectre de photodissociation du complexe monohydraté de la guanine pro-
tonée GH™ - (H,0), est obtenu en enregistrant l'intensité du fragment GH", dans

la région entre 32000 (312,5 M) et 42000 cm~! (238 nm) avec le laser OPO pico-
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seconde (10 cm ™! de résolution en énergie). En comparaison avec le spectre de la
guanine protonée, on remarque un important décalage dans le bleu (+1850 cm ™1,
0,23 eV) du spectre de I'espece monohydratée. Dans I'ensemble, le spectre est
non-structuré. Seules deux bandes résolues sont observées dans le spectre de
I'espéce monohydratée a 34734 et 34891 cm ™!, qui se superposent a un fond d'ab-
sorption qui crofit en intensité jusqu’a 36000 cm ™!, Entre 36000 et 40000 cm ™! on
peut observer deux bandes larges centrées autour de 36400 cm™! (275 nm) et

39200 cm ™~ (255 nm), puis le signal décroit en intensité sur le reste du spectre.

longueur d'onde (nm)
310 300 290 280 270 260 250 240

QIB— T

b)
—— GH*-(H,0),

OO T T | T | T | T | T | T | T | T | T | T
32000 33000 34000 35000 36000 37000 38000 39000 40000 41000 42000

nombre d'onde (cm™)

Figure 5.14 - Spectre de photodissociation de (a) la guanine protonée et (b) du

complexe monohydraté GH™ - (H,0),.

Nous avons ensuite enregistré le spectre autour de la transition origine avec
un laser a colorant avec une résolution de 2 cm~!. Le spectre obtenu est présenté
dans la figure 5.15.

Dans la figure 5.15, on peut voir que la bande large observée précédemment

peut étre résolue avec un laser a colorant entre 286,5 et 289,5 nm. La bande
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Figure 5.15 - Spectre de photodissociation de GH" -(H,0), dans la région de la

bande origine, avec une résolution de 2 em .

origine est localisée a 289,24 nm et elle est relativement de faible intensité par
rapport a la progression vibronique composée de trois bandes résolues a 288,97,
288,72 et 288,45 nm. Une bande beaucoup plus large (~11 cm™') est observée a
288,14 nm. Nous avons ensuite utilisé la technique hole-burning pour déterminer

le nombre de conformations qui peuvent étre a l'origine de ce spectre.

Un spectre hole-burning a été réalisé avec deux lasers a colorants, I'un des deux
lasers (laser burn) a pour rble d'exciter un conformeére spécifique a une bande
vibronique pour dépeupler son état fondamental. Nous avons choisi 288,71 nm
comme longueur d'onde pour le laser burn car elle correspond a bande vibronique
la plus intense observée expérimentalement. Le signal hole-burning représenté
dans lafigure 5.16 a été réalisé en couvrant un large domaine entre 287 a 289,5 nm.
Le signal en noir correspond au signal des ions créés par le laser accordable a
10 Hz. Le signal rouge est obtenu en soustrayant le signal (laser accordable + laser

Burn) au signal du laser accordable.

Chaque trou observé au niveau d'une bande vibronique est spécifique au confor-
mere dépeuplé par le laser burn. De maniere générale, toutes les bandes vibro-
niques présentent un trou dans cette région spectral. Ceci peut signifier que le
spectre dans ce domaine spectral est le spectre d'un seul et unique conformere.

Néanmoins, le rapport signal sur bruit du spectre hole-burning n'est pas optimal
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Figure 5.16 - Spectre hole-burning de GH™ - (H,0), dans la région de la bande ori-
gine avec le laser burn a 288,70 nm. La courbe en noir est le signal du laser a 10 Hz
etla courbe en rouge correspond au signal provenant de la combinaison des deux

lasers.

et on peut éventuellement s'interroger sur le signal de dépopulation de certaines

bandes, en particulier dans la région 288,25 - 287,5 nm.

Nous avons ensuite réalisé des expériences de hole-burning dans les mémes
conditions expérimentales sur des bandes spécifiques du spectre a plus haute ré-
solution (pas =0.005 nm), en particulier labande a 288,70 nm, la bande a 288,42 nm
et la bande a 288,12 nm. Les spectres obtenus sont présentés dans la figure 5.17.
On peut clairement voir une dépopulation importante sur les bandes vibroniques
a 288,7 nm et 288,42 nm qu'on dépeuple a ~30-40%. Sur ces deux bandes, le
contour rotationnel est bien visible sur le signal de photodissociation tout comme
sur le signal hole-burning. Par contre, le signal hole-burning est beaucoup plus
faible sur la bande large a 288,12 nm. Il peut seulement s'agir d'un mauvais rap-
port signal sur bruit, ou cette bande pourrait étre la superposition de bandes de
plusieurs conformeres dont certains ne seraient pas dépeuplés avec le laser burn

a288.7 nm.
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Figure 5.17 - Signal hole burning sur des bandes vibroniques spécifiques enregis-
tré avec un pas de 0.005 nm : (a) bande a 288,70 nm, ce qui correspond également
a la longueur d'onde du laser burn, (b) bande a 288,42 nm et (c) massif vibronique

a 288,12 nm.

La figure 5.18 a pour but de bien mettre en évidence la différence de dépo-
pulation sur la bande a 288,12 nm compareé aux bandes voisines. Entre 288,00
et 287,50 nm les transitions de faible intensités sont trés bien observées dans le
signal hole-burning contrairement a la figure 5.16 ou la dépopulation était moins
nette. En regardant la bande autour de 288,12 nm, on peut constater qu’elle est
beaucoup plus fine sur le spectre hole-burning (en rouge dans la figure 5.18) et que

'ensemble de la bande large n'est pas dépeuplé.

Les expériences de hole burning montrent que la grande majorité des bandes
vibroniques résolues du spectre expérimental de GH™ -(H,0), dans la région de
la bande origine appartiennent a un unique conformere. La bande a 288,12 nm
de par sa largeur spectrale et des faibles signaux de dépopulation en expérience

hole-burning laisse penser qu'elle pourrait appartenir a un autre conformere.
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Figure 5.18 - Signal hole burning dans la région 288.25-287.5 nm

5.2.2 . Spectroscopie IRPD sur GH* - (H,0),

Afin d'obtenir une meilleure compréhension des especes constituant le spectre
de photodissociation UVPD, nous avons effectué des expériences IRPD a la fois
sur la guanine protonée et sur sa forme complexée par une molécule d'eau. Le
laser IR avec un crystal de LiNbO3 a été utilisé pour enregistrer les spectres de
la figure 5.19. Le spectre de GH' a été obtenu en utilisant une combinaison de
deux lasers, c'est-a-dire un laser IR suivi d'un laser UV non-résonant (spectre en
rouge), tandis que le spectre de l'espéce monohydratée GH* - (H,0), a été obtenu

par IRPD (spectre en bleu).
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Figure 5.19 - Spectre IR de (a) la guanine protonée enregistré en utilisant une
combinaison d'unlaser IR avec unlaser UV non-résonanta 308 nm, (b) le complexe

monohydraté de la guanine protonée GH" - (H,0),.

Le spectre IR de la guanine protonée dans la région 3000 - 3650 cm ™!, pré-
sente quatre bandes d'absorption & 3152, 3395, 3433 et et 3538 ¢ L. La guanine
protonée possede trois liaisons N-H et un groupement -NH,. On devrait donc
s'attendre a cing bandes IR : les élongations N,-H, N, -H et Ng-H et les modes
symeétrique et antisymétriques du groupement -NH,. Comme dans la cytosine
protonée, on s'attend a retrouver les modes d’élongation N-H dans la région de
3400 cm ™!, ce qui pourrait correspondre a la bande large & 3433 em ™. La bande
a 3538 em ™! correspond a I'élongation anti-symétrique du groupement - NH,. La
bande a 3152 cm ™! est trop éloignée pour appartenir a des élongations N - H libre,
le seul mode d’élongation restant est I'élongation C-H du Cs.

Le spectre de GH" - (H,0), en bleu présente cing bandes d’absorption dans
cette région. Les bandes & 3152, 3395 et 3538 cm ™! sont identiques au spectre

de GH'. La bande a 3450 cm ™! est beaucoup plus fine que la bande & 3433 em ™!
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dans GH" ce qui implique que certaines liaisons associées a ces modes normaux
de vibrations sont impliquées dans une liaison hydrogéne et sont décalées dans
le rouge dans le spectre du complexe monohydraté. Une nouvelle bande est ob-
servée a 3505 cm ™!, de plus faible intensité et relativement large. Deux possibi-
lités peuvent expliquer la présence de cette bande dans le complexe monohy-
draté : (i) la molécule d'eau peut étre localisée a proximité du groupement - NH,
et perturbe le mode anti-symétrique, ou (ii) cette bande correspond au mode
d'élongation symétrique de la molécule d’eau. Ce mode de vibration est plutdt
attendu dans la région de 3600 cm~!. Aucune bande n'est observée entre 3600
et 3650 cm~! ce qui oriente plutdt vers I'hypothése que la bande a 3505 em ! est
une bande de la molécule d’'eau complexée. Néanmoins, comme dans le cas des
expériences avec la forme hydratée de la cytosine protonée, le laser IR équipé du
cristal LINbO3 ne permet pas d'aller sonder le mode d'élongation antisymétrique

de la molécule d’'eau complexée.

Dans la suite de cette partie, nous allons nous appuyer sur des calculs pour

attribuer le spectre IRPD de GH" - (H,0),.

5.2.3 . Recherche conformationnelle et optimisations de géométries

Une recherche conformationnelle a été réalisée avec la méme méthode que
pour les monohydrates de la cytosine protonée. Elle a permis d’identifier quatre
conformeéres formant des liaisons hydrogénes entre la molécule d'eau et la gua-
nine protonée. La nomenclature des conforméres est donnée en fonction des
atomes de la guanine impliquée dans les liaisons hydrogene. Les conformeres
obtenus ont ensuite été optimisés avec différentes méthodes. Les géométries et

leurs énergies relatives sont données dans le tableau 5.7.

Le conformére le plus stable obtenu est le conformére N5 -0 ou la molécule
d’'eau forme deux liaisons hydrogenes : (i) une liaison hydrogene est formée entre
I'atome d'oxygene de la guanine et un hydrogene de la molécule d'eau et on peut
dire que la molécule d'eau joue le réle de donneur de liaisons d’hydrogene et (ii)
une liaison hydrogene est formée entre 'atome d'oxygéne de la molécule d'eau et

I'hydrogéne de la liaison N, - H et on peut dire que dans cette liaison la molécule
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Conformere N, -0 Ng NH> - N, N,-O
4
T
8
CC2 (kJ.mol™1) - +11,8 +13,8 +18,2
SCS-CC2 (kJ.mol™1) - +9,37 +11,0 +16,7
wB97XD (kJ.mol™1) - +13,0 +14,2 +18,8

Table 5.7 - Géométries et énergies relatives (en kl.mol~!) des différents confor-
méres de GH" - (H,0), obtenues par recherche conformationnelle et optimisées

avec des méthodes CC2/aug-cc-pVDZ et DFT/6-311++G(3df,2p).

d’'eau joue cette fois le role d'accepteur de liaison hydrogene.

Le conformere Ng estle second conformere le plus stable, situéa 9-13 kJ.mol™!
plus haut en énergie que le conformére N, - O en fonction de la méthode utilisée.
La molécule d’eau forme une liaison a partir de son atome d'oxygene avec I'atome
d’hydrogéne lié a 'azote Ng. Dans ce conformere la molécule d’eau est perpendi-

culaire au plan de la guanine protonée.

Le conformére NH,- N, est le troisieme conformere le plus stable. L'atome
d’'oxygéne de la molécule d'eau est lié a la fois a 'atome hydrogéne lié a 'azote N,
et a un hydrogene du groupement - NH,. La molécule d’eau vient donc se situer
perpendiculairement dans I'étau des deux hydrogenes. Ce conformeére se situe a
11-13 kJ.mol~! plus haut en énergie que le conformére N, - O en fonction de la

méthode utilisée.

Le dernier conformere optimisé est le conformere N, - O ou la molécule d'eau
forme deux liaisons hydrogenes : (i) une liaison hydrogene a partir de I'atome
d'oxygene de la molécule d'eau avec I'atome d’hydrogene sur l'azote N, de la gua-
nine et (ii) une liaison hydrogéne a partir de I'atome d'oxygene de la guanine et
un hydrogene de la molécule d’eau. Ce conformeére est plus énergétique de 16 -

19 kJ.mol~! que le conformeére N - O.

Il apparait que la protonation de la guanine modifie la localisation privilégiée
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par la molécule d’eau. Dans la guanine neutre les calculs théoriques donnent le
conformere N; - O comme étant la forme la plus stable[108].

A partir des géométries obtenues on peut voir que la molécule d’eau peut se
complexer avec la guanine protonée difféeremment du cas de la cytosine proto-
née, notamment en formant des liaisons hydrogenes avec les hydrogenes de la
molécule d’eau. Les fréquences des modes de vibrations de la molécule d'eau des
conformeres N5 - O et N, - O vont donc étre différentes des mémes modes dans
les conformeéres Ng et NH, - N,. Ceci devrait avoir un impact sur le spectre infra-
rouge des complexes et donc constitue un moyen de les différencier, autrement

que par les élongations N -H liées par liaison hydrogene.

5.2.4 . Spectres IR théoriques

Les spectres théoriques de la guanine protonée et de ses conformeres hydra-
tés, calculés avec la méthode SCS-CC2/aug-cc-pVDZ, sont représentés dans la fi-
gure 5.20 dans la région des élongations N-H et O-H. Les spectres sont convo-
lués avec une fonction gaussienne de largeur a mi-hauteur de 10 ecm ! .

La figure 5.20 présente le spectre théorique de la guanine protonée. On peut
voir comme sur le spectre expérimental quatre bandes, avec une bande large a
3450 cm~ L. On peut donc aisément attribuer les modes de vibration du spectre
expérimental de la guanine protonée. La bande de faible intensité & 3152 cm ™!
correspond a I'élongation C-H. La bande d'élongation du N,-H est localisée a
3395 cm L. Le mode d’élongation - NH, antisymétrique est la bande & 3538 cm ™!,
il apparait que ce mode n’est pas tres bien calculé avec cette méthode avec un
écart proche de 60 cm ™! par rapport ala bande expérimentale. La bande 83433 cm ™!
est composée de trois modes de vibrations, ce qui explique le fait qu'elle soit plus
large que les autres bandes. Les trois modes de cette bande sont I'élongation

Ng-H et N, -H ainsi que I'élongation symetrique du groupement - NH..
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Les spectres théoriques des conforméres hydratés présentent, comme dans
le cas de la cytosine protonée, des bandes intenses pour les modes de vibration
des élongations N-H liées. Néanmoins, ces bandes ne sont pas observées dans
le spectre obtenu par IRPD et donc on ne peut pas les utiliser pour discriminer les
conformeres présents dans le spectre expérimental. Un constat identique peut
étre fait pour le mode d'élongation antisymétrique de la molécule d'eau, comme
dans les monohydrates de la cytosine, ce mode est en dehors de la région spec-

trale couverte par le cristal LiNbOs.

Toutefois, on peut s'intéresser au mode d’élongation symétrique de la molé-
cule d'eau qui differe en fonction du conformeére suivant la localisation de la mo-
|écule d'eau et son implication dans les liaisons hydrogéne.

Dans le cas du conformeére N5 -0, ce mode est calculé a 3547 em™1, C'est-a-
dire bien plus rouge que I'élongation NH, antisymétrique a 3596 cm~!. Ce mode
est fortement décalé dans le rouge car le mode est affaibli par la liaison hydro-
gene avec l'oxygéne de la guanine. Pour les conformeres Ng et NH, - N, le mode
d'élongation symétrique de H,O est calculé & 3620 em ™! ce qui est plus bleu que
le mode d’élongation NH, antisymétrique. Or, dans le spectre expérimental, au-
cune bande n'est observée aprés ce mode de vibration ce qui semble éliminer ces
conformeres.

Pour le conformére N,-0, le mode d’élongation symétrique de la molécule
d’'eau se mélange avec la bande du NH, antisymétrique. Ce mode est moins dé-
calé vers lerouge que le conformére N, - O car la liaison O - H de la molécule d’eau
est moins dirigée vers 'atome d’oxygéne dans le N, - O que dans le N, - O. Expéri-
mentalement, on a donc peu de moyen de voir si ce conformére est présent.

A partir de ces observations on peut aisément déduire que la nouvelle bande
observée dans le spectre de la guanine hydratée est spécifique au conformere
N- - O, d'autant que les autres modes de vibrations de ce conformere ne sont pas
modifiés par rapport au monomere de la guanine protonée.

Par la suite, on peut se demander si on peut completement éliminer les autres
conformeéres sachant que les expériences de hole-burning laissent un doute sur

la présence d'un autre conformére. Dans le cas du conformére Ng aucun mode
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Figure 5.20 - Comparaisons des spectres IR expérimentaux et théoriques de la guanine protonée et des quatre conformeres

monohydratés, calculés en SCS-CC2/aug-cc-pVDZ, avec un facteur d'échelle de 0,9631[107]



de la guanine ne permet de discriminer I'nydrate par rapport a son monomere,
les modes de vibrations ne sont pas affectés par la molécule d'eau a I'exception
de la liaison Ng-H mais qui n'est pas observable avec la configuration du laser
IR. La seule différence réside dans le mode d’élongation symétrique de la molé-
cule d’eau & 3620 em~! qui ne semble pas présent dans le spectre. On peut donc
supposer I'absence de ce conformeére. Si 'on suppose I'absence du conformere
Ng, on doit aussi supposer 'absence de NH, - N, pour les mémes raisons. Enfin
pour le conformére N, -0, il n'y aucun moyen a partir du spectre expérimental
IRPD de pouvoir apporter une réponse car le seul mode discriminant est mélangé
avec le mode antisymétrique du NH,. Néanmoins, comme les calculs prédisent ce
conformeére comme étant moins stable que les deux précédents, on peut aussi
partir du principe qu'il n'est pas formé. Le spectre IR obtenu ne serait donc issu

que du conformere le plus stable, c'est-a-dire N, - O.

5.2.5 . Calculs des états excités

Pour compléter l'interprétation de la spectroscopie IRPD, nous avons réalisé
des calculs sur les états excités des conformeéres monohydratés de la guanine
protonée. Nous avons aussi cherché a simuler le spectre UV du conformere le

plus stable N, - O afin d'attribuer le spectre UVPD.

Des calculs verticaux ont été réalisés avec la méthode SCS-CC2/aug-cc-pVDZ
sur les différents conformeres et sont comparés au monomere de la guanine
protonée dans le tableau 5.8. On peut observer qu’en fonction de la localisation
de la molécule d’eau le premier état excité !77* n'évolue pas de la méme facon.
Les deux conforméres les plus stables, N;-O et Ny, ont des énergies d'excita-
tion verticale plus grandes que la guanine protonée, tandis que les conformeres
les moins stables, NH, - N, et N, - O, possedent une énergie d’excitation verticale
plus proche de celle de la guanine protonée, mais légerement plus faible en éner-
gie. Ce qui pourrait expliquer cette différence est l'influence de la molécule d'eau
sur la densité électronique des deux cycles du chromophore, c'est-a-dire dans les
conforméres N, - O et Ng ou la molécule d’eau semble plutdt interagir avec la par-

tieimidazole de la guanine (cycle a 5 atomes), a l'inverse des conformeres NH, - N,
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et N, - O ou la molécule d’eau interagit avec la partie pyrimidine (cycle a 6 atomes).
La transition '77* est décrite notamment par une orbitale moléculaire antiliante
localisée majoritairement sur le cycle imidazole (voire figure 5.21). L'ajout de mo-
lécules d’'eau a proximité du cycle doit déstabiliser cette orbitale moléculaire ce
qui augmente |'énergie de transition verticale. Expérimentalement, le spectre de
l'espéce monohydratée est décalé dans le bleu. Les conforméres N, - O et Ng sont

donc de bons candidats pour interpréter le spectre de photofragmentation UV.

GH" [ N;-O | Ng | NH,-N; | N,-O

lrer* | 4,68 | 4,83 | 476 | 4,58 4,60

T 5,07 5,13 5,14 5,06 5,08
nom* | 527 | 548 | 5,30 522 5.30

Table 5.8 - Energies verticales des trois premiers états excités de la guanine pro-
tonée et de ses conformeres hydratés calculées avec la méthode SCS-CC2/aug-cc-
pVDZ.

d Transition

Figure 5.21 - Représentation des orbitales moléculaires du conformére N7-O im-

pliqué dans la transition 7

Le second état excité est aussi un état !z7* mais il semble moins affecté par la
présence de la molécule d'eau. L'état S, des conformeéres N, - O et Ng est encore
une fois calculé plus haut en énergie tandis que I'état So des conformeres NH, - N,
et N, - O n'est pas perturbé. Au vu de la proximité énergétique entre les états S et
Sy pour tous les conforméres, en moyenne a 0,4 eV au dessus, on peut supposer
que la bande observée aprés 37750 cm ™! est le signal provenant du second état

excité.
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Enfin I'état nom* est toujours localisé plus haut en énergie que les états '77*,

CC2 | SCS-CC2 | wB97XD
Valeur expérimentale 4,28
N,-0 4,16 4,23 4,50
Ng 3,96 4,09 4,36
NH, - N, 3,75 3,88 4,21
N,-O 3,77 - 4,23

Table 5.9 - Energies des transitions adiabatiques entre Sy et S; des différents
conforméres de GH" - (H,0), calculées avec les méthodes CC2/aug-cc-pVDZ, SCS-

CC2/aug-cc-pVDZ et wBg7XD/aug-cc-pVDZ.

Le premier état excité S; de tous les conforméres de GH" - (H,0), a été opti-
misé avec différentes méthodes pour déterminer le minimum d’énergie de I'état
S ainsi que la géométrie de cette état. A partir des valeurs du tableau 5.9, on peut
voir que l'optimisation d'énergie du S; avec la méthode CC2 de tous les confor-
meres prédit une énergie de transition Sy-S; bien plus faible que la valeur expéri-
mentale. Seul le conformeére N, - O ne semble pas trop éloigné de cette valeur a
-0,12 eV (-968 cm ).

Les optimisations réalisees en DFT donnent les trois conformeres (Ng, NH, - N,
et N, -O) relativement proches en énergie de la valeur expérimentale. La transi-
tion du conformere N, - O est calculée a +0,22 eV au dessus de la valeur expéri-
mentale.

Avec la méthode SCS-CC2 les valeurs des transitions obtenues sont comprises
entre les valeurs obtenues en CC2 et wBg7XD. Le conformere N5 - O posséde tou-
jours la transition la plus énergétique des quatre conforméres mais en SCS-CC2
c'est la valeur la plus proche de la valeur expérimentale avec un écart de -0,05 eV
(-403 em™1). Les transitions des autres conforméres sont calculées avec un écart
de -0,19 eV (-1532 cm~!) pour Ng et -0,40 eV (-3226 cm~!) pour NH, - N,.

La figure 5.22 présente les simulations Franck-Condon obtenues avec la mé-

thode SCS-CC2/aug-cc-pVDZ et comparées au spectre expérimental dans la région
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de la bande origine. Les simulations avec la méthode CC2/aug-cc-pVDZ ne sont
pas présentées car les spectres simulés sont quasiment identiques a ceux basés
sur la méthode SCS-CC2/aug-cc-pVDZ sauf pour le conformere N7-O ou la géomeé-
trie du premier état excité est trop déformée par rapport au fondamental pour
permettre I'excitation verticale. Les simulations réalisées a partir des calculs DFT
ne sont pas non plus représentées car les spectres simulés ne correspondent pas
du tout au spectre expérimental en présentant une bande origine trés intense et

aucune progression vibronique.
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Figure 5.22 - Simulation Franck-Condon des conformeéres de GH™ - (H,0), calculée
en SCS-CC2/aug-cc-pVDZ a proximité de la bande origine comparée au spectre

expérimental

Les spectres simulés sont placés de facon a essayer de correspondre au mieux
au spectre expérimental. La transition 0 des spectres théoriques est fixé sur la

premiere bande visible du spectre de photodissociation UV, sauf pour le confor-
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meére N7-O dont je vais discuter ensuite. Parmi les quatre conformeres calculés,
celui dont le spectre simulé correspond au mieux au spectre expérimental est
le conformére Ng. Ce conformére permet de bien simuler les quatre premieres
bandes observées, il simule plutot bien les bandes de plus faibles intensités ob-
servées entre +150 et +200 cm ™! d'énergie, qui correspondent & une augmentation
de quanta dans le mode 1 et les trois bandes intenses entre +200 et +300 cm™!
(voir figure 5.22) qui sont des bandes de combinaison des modes 1y et v;. Néan-
moins la bande large localisée & +130 cm ™! d'excés d’énergie n'est pas du tout

simulée dans le conformeére N

Pour essayer d'attribuer cette bande, on fait 'hypothése que c'est une bande
du conformére N -0O. La bande origine de ce conformere n'est pas simulée, le
premier mode visible est I'ajout de deux quanta dans le mode 1y, ce mode a été
placé sur la bande de faible intensité a +50 cm~! de la bande origine du spectre ex-
périmental. En procédant ainsi, on a bien deux modes de vibration du conformere

N- - O qui sont localisés a +135 et +143 cm ™! par rapport au spectre expérimental.

Le conformere NH, - N, est simulé avec une bande origine trés intense et ne
présente quasiment pas de progression vibronique, de méme que le conformere
N, - O. Ces deux conforméres ne sont pas adaptés a la description du spectre de

GH™ - (H,0), dans la région de la bande origine.

On pourrait donc supposer que pour reproduire complétement le spectre ex-
périmental il faudrait combiner les spectres calculés des conformeéres N, - O et Ng.
En effet ceci permettrait d'expliquer en partie les expériences de hole-burning sur
la bande a 288,12 nm qui correspondrait donc aux modes 41 et 21y+1v; donc au
conformére N5, - O. Ceci expliquerait le fait que lorsque le laser burn est a 288,7 nm
on dépeuple uniqguement le conformere Ng et on observe une déplétion sur I'en-
semble des bandes du spectre excepté la bande a 288,12 nm. Soulignons tout de
méme que les intensités calculées pour le conformére N, -0 (1x10~?) sont trés
faibles par comparaison avec celles du conformeére Ng (1x10~7). Cette hypothése
présente néanmoins un point faible au niveau des énergies de transitions cal-
culées, un écart d’environ 0,15 eV est estimé entre la transition électronique du

conformere N7-O et celle du conformeére No, cet écart d'énergie n'est pas pris en
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compte dans les spectres simulés.
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Figure 5.23 - Simulation Franck-Condon des conforméres de GH" - (H,0), sur I'en-

semble du spectre.

Les spectres théoriques des conformeres ont aussi été calculés jusqu’a 4000 cm™

apres la bande origine (voir figure 5.23. La simulation du conformére N, -0 in-
dique que I'on devrait pouvoir observer plusieurs bandes d’absorption entre o et
1500 em ™!, mais celles-ci ne sont clairement pas observées sur le spectre expé-
rimental. Ces bandes ne sont peut étre pas observées a cause de la faible force
d'oscillateur des transitions vibroniques de ce conformere. Le cas du conformere
Ng montre des bandes de faible intensité entre o et 500 cm~! d'excés d'énergie.
Dans le bleu, la progression vibronique est tellement importante que les bandes
se superposent pour former une bande large entre +500 et + 3500 cm~! d’excés
d'énergie.

La simulation du conformére NH, - N, présente plusieurs bandes vibroniques
entre o et +1000 cm~! d’excés d’énergie puis, comme dans le cas du conformére

Ng, la congestion spectrale des bandes vibroniques forme une bande large entre

102

1



+1000 et +3500 cm ! d'excés d'énergie.

Les simulations Franck-Condon des différents conformeres dans la région de
la bande origine et sur 'ensemble du spectre permettent en partie d'identifier les
conforméres présents dans le spectre. Le conformere Nq est celui qui s'accorde
le mieux avec le spectre expérimental a la fois dans la région de la bande origine
mais aussi dans celle de la premiére transition jusqu’a 38 ooo cm~! d'excés d'éner-
gie. En effet, il permet a la fois de présenter une spectroscopie résolue au début
du spectre mais il explique aussi pourquoi on observe un fond continu formant
une bande large par une congestion spectrale de tous les modes vibroniques. Une
bande n'est clairement pas reproduite dans la région de la bande origine qui sug-
gere la présence d'un autre conformere. On peut supposer que cet autre confor-
meére est le N;-O car en plagant sa bande origine a 34784 em~ ! la simulation

permet de reproduire la bande a 34869 cm ™.

Ces résultats sont en accord avec les résultats théoriques obtenus avec les
calculs verticaux qui donnent des transitions verticales décalées dans le bleu par
rapport alabande origine de la guanine protonée, avec la bande origine du confor-
meére N5 -O qui a un décalage dans le bleu plus important que la transition ori-
gine du conformere Nq. Les calculs des transitions adiabatiques prédisent aussi
ce décalage dans le bleu du conformére N, -O par rapport au Ng. A partir des
simulations et des calculs verticaux, on peut aussi supposer que le signal observé
entre 38000 cm ™! et 7000 cm ! d’excés d'énergie est dd a I'absorption du second
état excité 7. Malheureusement, les optimisations de géométrie de cet état ne

convergent pas et ne permettent pas de simuler cette transition Sp-Ss.

5.2.6 . Conclusions sur les conforméres de GH* - (H,0),

A partir des expériences UV et IR ainsi que des calculs théoriques, on peut ar-
river a la conclusion qu'au moins deux conformeres de la guanine sont présents
dans la piege de Paul. Les expériences de hole-burning ont montré que la majo-
rité des bandes vibroniques enregistrées dans la région de la bande origine ap-
partiennent a un unique conformere a I'exception d'une bande. Les simulations

des différents conforméres montrent que le conformére Ng simule tres bien le
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spectre expérimental dans la région de la bande origine, mais aussi la bande large
observée par la congestion des nombreuses bandes vibroniques. La simulation
du conformére N, - O peut étre ajustée de maniére a compléter les bandes man-
quantes mais ce n'est pas un argument suffisant pour assurer sa présence. Au
contraire la spectroscopie IR du complexe GH" - (H,0), montre plutdt une preuve
du conformere N5 -O avec l'apparition d'une bande attribuée au mode d'élon-
gation symétrique de I'eau fortement perturbé par une liaison hydrogeéne. Sou-
lignons qu'il n'y a pas de bande caractéristique du conformere Ng, comme par
exemple le mode d'élongation symétrique de I'eau qui n'est pas impliqué dans la
liaison hydrogéne aprés 3540 cm~!. Comme les conformeéres N5 -0 et Ng sont
les formes les plus stables calculées, on peut aisément supposer d'apres les ré-
sultats expérimentaux qu'ils sont bien formés. Toutefois, le conformeére Ng est
moins stable de ~10 k.J.mol~!, C'est-a-dire & peu prés du méme niveau que les
deux autres conforméres NH, - N, et N;-O. Néanmoins, il n'y a aucune preuve

expérimentale pour confirmer leur présence dans le piege

5.3 . Résultats en cours d’interprétations

5.3.1. Spectroscopie

Au cours de ma these jai aussi pu étudier les monohydrates d'uracile et de
thymine présentés en figure 5.24.

L'uracile hydraté (figure 5.24 (a)) absorbe dans la région 32 750 cm~! — 42
000 cm~!, Le début du spectre présente une bande d'absorption large sur 400
cm~!, cette bande est semblable & la bande origine observée sur GH' — (H20)1.
Dans cette région, on doit avoir la présence d'une progression vibronique qui se
traduit par une congestion spectrale avec la résolution du laser picoseconde uti-
lisé (0,7 nm). Dans la suite du spectre, on observe une bande large d’absorption
entre 33 000 et 38 ooo cm~! & laquelle se superposent des bandes relativement
fines( 50 cm™1!), tout du moins dans le début du spectre. Ces bandes peuvent étre
la signature de conforméres kéto de l'uracile . Un signal de fragment tres faible

est encore observé dans la région 38 000 — 42 0oo cm~!. Il semble que la spec-
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Figure 5.24 - Spectroscopie UVPD de UH" — (H0); et TH' — (H20), compa-
rés a la spectroscopie du monomere enregistré sur le fragment ayant perdu une

molécule d'eau

troscopie de l'uracile hydraté soit assez similaire a la spectroscopie de la cytosine
hydratée avec une zone d'absorption du complexe tres proche de la zone d'ab-
sorption du conformere kéto.

La thymine hydratée présente un spectre dans la région 36 791 — 42 000 cm ™},
on peutvoir que le complexe de thymine est décalé dans le rouge en comparaison
du spectre de la thymine énol. On remarque en plus que l'on perd une partie de
la structure vibronique du spectre. La spectroscopie infrarouge sur ces bases de
I’'ADN est encore en cours d’'obtention. Les calculs théoriques sont aussi en cours
d'interprétation pour l'uracile. Dans le cas de la thymine on n'observe que la forme
tautomere énol hydratée qui présente les mémes problemes de convergence de

I'état Sy, ce qui ne permet pas de simuler le spectre Franck-Condon.

5.3.2. Pompe-sonde

On a aussi essayé de réaliser des expériences pompe-sonde sur les espéces

hydratées. Un probléeme qui s'est rapidement présenté est I'absence de nouveaux
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fragments, induits par I'absorption du laser de sonde. Cette absence de nouveaux
fragments peut étre due aux voies de fragmentations des états excités atteints par
le laser de sonde qui conduiraient également a la perte d'eau ce qui n'entrainerait

pas de modification dans le spectre de masse.

5.3.3 . Conclusion sur la spectroscopie des espéces hydratées

Dans ce chapitre nous avons pu montrer I'obtention des spectres de photo-
dissociation UV de plusieurs bases de 'ADN protonées mono-hydratées formées
dans un piege a ions linéaire refroidi a 8o K puis piégées dans un piege de Paul
refroidi a 10 K. La spectroscopie des espéces hydratées ne présente pas de change-
ment drastique par rapport aux spectres des monomeres. Néanmoins, un doute
subsiste sur le signal de photo-dissociation des conformeres énol notamment
dans la cytosine ou le signal de photodissociation diminue dans la région d’ab-
sorption du tautomere énol isolé. La combinaison des spectroscopies UV et IR
permet d'apporter des informations structurelles complémentaires trés impor-
tantes pour caractériser les especes ioniques de lu piége. La spectroscopie infra-
rouge a notamment permis d'identifier un conformere énol de la cytosine hydra-
tée. Lorsque la spectroscopie d'un hydrate est résolue, les expériences de dépo-
pulations permettent d’identifier le nombre de conformeéres présents au sein du
spectre. Ceci a notamment permis d'identifier le conformeére N, - O de la guanine
hydratée par comparaison avec les simulations théoriques. Les données spectro-
scopiques UV et IR prouvent que les conformeres les plus stables sont bien formés

et piégés dans le piége de Paul.
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6 - Conclusion et Perspectives

Une premiere partie de la these a été consacrée a mesurer et a analyser I'évo-
lution des processus de relaxation des bases de 'ADN protonées en contrélant

I'énergie d'excitation.

Jai pu montrer que les techniques de piégeage des ions combinées aux me-
sures temporelles pompe-sonde permettent de suivre les processus de relaxation
sur une échelle de la picoseconde a une centaine de millisecondes. Jai pu alors
obtenir une vision "quasi-compléte" des mécanismes de relaxation conduisant a
la photofragmentation des bases de 'TADN/ARN protonées. Les fragments obser-
vés apres excitation UV sont identiques a ceux observés dans les expériences de
dissociation induite par collision a I'état fondamental. Ils sont issus d'une dissocia-

tion a I'état électronique fondamental apres conversion interne.

Quelle que soit la base de 'ADN/ARN étudiée, les processus de désactivation
non- radiatifs de I'état localement excité '77* sont complexes et on observe des
changements drastiques avec peu d’exces d’énergie interne.

Lorsque la molécule possede une fonction carbonyle, comme la guanine ou la
forme kéto de l'uracile, la présence d'un état a transfert de charge de type no7*
proche en énergie de |'état localement excité constitue une voie de désexcitation
favorable. Elle peut mener soit directement a I'état fondamental par conversion in-
terne, soit étre la porte d’'entrée vers un état triplet par croisement inter-systeme
avant conversion interne. C'est le cas du tautomere kéto de 'uracile. En revanche,
cet état a transfert de charge peut également ne pas conduire a la conversion
interne, comme dans le cas de la guanine protonée, car on n‘observe pas de pho-
tofragmentation. Toutefois, un excés d’énergie de quelques centaines de cm~!
suffit pour ouvrir une voie de désexcitation non radiative menant a la dissociation
a I'état fondamental. Lorsque I'énergie interne déposée dans ces formes kéto aug-

mente, la voie vers le transfert de charge se ferme au profit d'une voie qui conduit

197



a une région de la surface d'énergie potentielle ou les états !rn*, 377 et I'état fon-
damental sont dégénérés.

L'état a transfert de charge de type no7n* n'existe plus dans les formes tautomé-
riques énol. Cela se traduit par I'absence de temps a I'échelle s dans les signaux
transitoires pompe-sonde. Les tautomeéres énol de l'uracile et de la thymine pré-
sentent des processus de relaxation relativement similaires. Dans les deux cas
une relaxation ultra-rapide depuis la région FC conduit vers l'intersection conique
équivalente a celle observée sur les espéces neutres. Dans la région de l'intersec-
tion conique, il existe une compétition entre la conversion interne et le passage
inter-systeme vers I'état triplet. Nous avons pu estimer le temps que la population

passe dans l'intersection conique a quelques centaines de nanosecondes.

Bien que la protonation permette de supprimer des états a transfert de charge
par rapport aux formes neutres, les processus de désactivation de I'état locale-
ment excité restent complexes et de méme nature que ceux observés dans les
formes neutres. La topologie de la surface d'énergie potentielle est tres difficile a
appréhender par les seules approches théoriques. Cette thése montre que, par
une approche ou on contrdle a la fois la voie d’entrée (énergie déposée dans le
systeme) et les voies de sortie (les fragments) et ou on peut suivre I'évolution des
populations sur une large gamme temporelle, des informations pertinentes et né-

cessaires a la compréhension de ces mécanismes sont apportées.

Dans une seconde partie de cette these, les effets d’environnement ont été
abordés par des études spectroscopiques des bases de TADN/ARN protonées mono-
hydratées. La spectroscopie des espéces hydratées ne présente pas de change-
ment drastique par rapport aux spectres des monomeéres. La combinaison des
spectroscopies UV et IR permet d'apporter des informations structurelles complé-
mentaires treés importantes pour caractériser les especesioniques de la trappe. La
spectroscopie infrarouge a notamment permis d’identifier un conformere énol
de la cytosine hydratée. Lorsque la spectroscopie d'un hydrate est résolue, les

expériences de dépopulation permettent d'identifier le nombre de conformeres
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présents au sein du spectre. Ceci a notamment permis d'identifier le conformere

N- - O de la guanine hydratée par comparaison avec les simulations théoriques.

Les données spectroscopiques UV et IR montrent que le paysage conforma-
tionnel des bases de 'ADN monohydratées est relativement restreint et se concentre

sur les espéces les plus stables.

La spectroscopie de photodissociation pompe-sonde nécessite un changement
dans les voies de fragmentation afin d'observer un signal a deux couleurs (2C). Le
plus souvent, 'absorption de la sonde ouvre une ou plusieurs voies de fragmenta-
tion comme obtenu sur les bases protonées. Ceci représente un grand avantage
car malgré la faible intensité du signal a 2C, la détection se fait sur fond noir, donc
avec une grande sensibilité. Dans le cas des bases nucléiqgues mono hydratées,
nous n'avons pas pu enregistrer les dynamiques des états excités car l'absorp-
tion de la sonde n'a pas changé les voies de dissociation. Seule I'évaporation de
la molécule d’eau est observée. On peut supposer qu'en augmentant I'énergie de
la sonde, I'exces d'énergie ouvre de nouvelles voies de fragmentation. De méme,
I'excitation directe vers un état électronique dissociatif pourrait ouvrir une voie
de fragmentation spécifique autre que I'évaporation de l'eau. Mais il faut toute-
fois s'assurer que la longueur d'onde de sonde ne soit pas dans une bande d’ab-
sorption du complexe, ce qui exclut une sonde dans I'UV. Notre choix de sonde
a 355 nm semble étre le meilleur compromis. Un autre moyen de changer le rap-
port de branchement des voies de fragmentation serait d'étudier des complexes
hydratés de grande taille. En effet, a longueur d'onde d'excitation donnée (pho-
ton pompe), la probabilité de dissociation va diminuer avec 'augmentation de la
taille de l'agrégat. Grace a la trappe octopdle refroidie, on peut espérer former
des agrégats contenant plusieurs dizaines de molécules d'eau qui ne se dissocie-
raient pas apres excitation UV. Par contre, 'absorption de la sonde apporterait I'ex-
ces d'énergie suffisant pour induire la dissociation, ce qui sera alors directement
observable par spectrométrie de masse. Dans les gros agrégats d'eau contenant

un base d’ADN protonée, on peut aussi s'attendre a un transfert de proton de
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la base vers l'agrégat. En effet, la basicité de I'agrégat d’'eau augmentant avec la
taille, on obtiendrait alors un systeme base ADN neutre dans un agrégat ionique
H3O+ -(H,0),. Les études sur les bases protonées que j'ai présentées ont montré
que ces systemes conservaient beaucoup de points communs avec les systémes
neutres. Néanmoins, dans l'optique de se rapprocher des conditions du vivant, il
est évident qu'il serait plus pertinent de réaliser les études sur les bases neutres.
Comme suggéré plus haut, des expériences sur gros agrégats solvatés pourraient
offrir cette possibilité. On peut aussi suggérer de trouver des systemes dans les-
quels la base nucléique serait liée par un linker rigide a une fonction chimique de
basicité supérieure au chromophore afin que le protony soit localisé. Le pointim-
portant ici serait de s'assurer que le groupement protoné n'interagisse pas avec
le chromophore UV de la base grace a un choix judicieux du linker. Un linker
adapté serait composé d'une chaine carbonée d’au moins trois ou quatre atome
de carbone présentant des liaisons multiples. La présence de liaison multiple per-
mettrait de rigidifier le linker et éviterait toute interaction du groupement chargé

avec le chromophore.
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