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Résumé

Sujet : Analyse d’oligonucléotides par bombardement d’électrons rapides

L'objectif de ma thése est d’étudier des oligonucléotides et mononucléotides par de
nouvelles techniques de fragmentation comme I’EDD (Electron-Detachment-Dissociation) et
I’EID (Electron-Induced-Dissociation) qui font intervenir un bombardement d'électrons. Les
échantillons sont d’abord ionisés par une source electrospray (ESI) qui permet une ionisation
douce.

Au cours de mon travail de these, je me suis intéressé a I’étude de petits
oligonucléotides (ADN et ARN simples brins) et de mononucléotides par EDD et EID. Tout
d'abord nous optimisons les différents paramétres qui ont permis d’obtenir en ESI les espéces
multichargées pour étudier les processus EDD, EID d'oligonucléotides a des états de charge
différents, afin d'obtenir le maximum d'ions fragments. Ces spectres seront comparés avec les
spectres SORI-CID (Collision-Induced-Dissociation) et IRMPD (Infrared-Multiphoton-
Dissociation) pour mettre en évidence les spécificités de I’EDD et EID par rapport au SORI-
CID. Les spectres EDD et EID montrent quelques ions fragments qui ne sont pas observés
dans les spectres SORI-CID et IRMPD parce que ces derniers ne conduisent pas aux ions
radicalaires. Grace aux ions fragments radicalaires obtenus en EDD et en EID, nous avons pu
accéder au séquencage d’oligonucléotides riches en thymine pour lesquels il est difficile
d’obtenir des informations par les méthodes conventionnelles. Enfin nous avons utilisé des

techniques particuliéres de la technologie ICR et qui seront présentées dans ce manuscrit.

Mots clés :EDD, EID, FT/ICR, bombardement d’électrons, spectrométrie de masse, affinité
protonique, affinité électronique, SORI-CID, IRMPD.
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Summary

Subject: Oligonucleotide analysis by fast electron bombardment

This work aims to study oligonucleotides and mononucleotides by new fragmentation
techniques such as EDD (electron-detachment-dissociation) and EID (electron-induced-
dissociation) involving electron bombardment. The samples are first ionized by an
electrospray source (ESI), which allows a soft ionization.

During my PhD, | have been interested in the study of smaller oligonucleotides (DNA
and RNA single strands) and mononucleotides by EDD and EID. First the different
parameters have been optimized in order to obtain by ESI multicharged species to study the
EDD process of oligonucleotides with different charge states. These spectra are compared
with SORI-CID spectra (Collision-Induced-Dissociation) and IRMPD (Infrared Multiphoton-
Dissociation-) to highlight the specificities of the EDD and EID. Compared to SORI-CID,
EDD and EID spectra show some fragment ions, which are not observed in the SORI-CID
and IRMPD spectra because they do not lead to radical ions. Thanks to the radical fragment
ions obtained by EDD and EID, we were able to access the sequencing oligonucleotides rich
in thymine for which it is difficult to obtain information by conventional methods. Finally we

used special techniques of ICR technology which will be presented in this manuscript.

Keywords: EDD, EID, FT / ICR, electron bombardment, mass spectrometry, proton affinity,
electron affinity, SORI-CID, IRMPD.
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Avant-propos

Avant-propos

L'objectif de ma thése est d’étudier des oligonucléotides et mononucléotides par de
nouvelles techniques de fragmentation comme I’EDD (1, 2) (Electron-Detachment-
Dissociation) et I’EID (3, 4) (Electron-Induced-Dissociation) qui font intervenir un
bombardement d'électrons. Les échantillons sont d’abord ionisés par une source electrospray
(ESI) qui permet une ionisation douce et le passage en phase gazeuse de complexes non-
covalents en maintenant ces interactions partiellement intactes. La source electrospray est
couramment utilisée dans notre laboratoire pour des études différentes, comme I’analyse des
systemes non-covalents par Ludovic Muller (5) et qui fait objet des collaborations avec
Amina Woods (6), la mesure des valeurs thermodynamique comme basicité/acidité par Sakira
Mezzache (7) et les systemes complexes ADN/APN par Alice Delvolvé (8). Par la suite les
ions multicharges (positifs ou négatifs) sont analysés par un instrument a ultra-haute
résolution FT/ICR (Fourier Transformed /lon Cyclotron Resonance).

Ce travail a été initié durant la thése de Ying Xu (9) ou les expériences EDD (10) ont
été réalisées sur des complexes d’ADN (doubles brins de 12-mers auto-complémentaires), et
des medicaments intercalants et liants de I’ADN (9). Les spectres EDD obtenus ont montré
une bonne efficacité de détachement d’électron mais les ions fragments restent limités. Ce
comportement peut étre expliqué par la présence de nombreuses liaisons non-covalentes qui
restent intactes, apres la rupture de liaisons covalentes.

Au cours de mon travail de these, je me suis intéressé a I’étude d’oligonucléotides
plus petits (ADN et ARN simples brins) et des mononucléotides par EDD et EID. Tout
d'abord nous optimisons les différents parametres qui ont permis d’obtenir en ESI les especes
multichargées pour étudier les processus EDD, EID d'oligonucléotides a des états de charge
différents, afin d'obtenir le maximum d'ions fragments. Ces spectres seront comparés avec les
spectres SORI-CID (Sustained-Off-Resonance-Irradiation Collision-Induced-Dissociation) et
IRMPD (Infrared-Multiphoton-Dissociation) pour mettre en évidence les spécificités de
I’EDD et EID par rapport au SORI-CID. Les spectres EDD et EID montrent quelques ions
fragments, qui ne sont pas observés dans les spectres SORI-CID et IRMPD parce que ces
derniers ne conduisent pas aux ions radicalaires. Grace aux ions fragments radicalaires
obtenus en EDD et en EID, nous avons pu accéder au séquencage d’oligonucléotides riches
en thymine pour lesquels il est difficile d’obtenir des informations par les méthodes
conventionnelles (11, 12), comme le SORI-CID ou I’'IRMPD dans lesquels la fragmentation

15
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est dirigée par la charge. Ainsi, dans certain cas, grace au comportement des ions radicaux,
nous pouvons proposer des structures spatiales des ions précurseurs en phase gazeuse. Enfin
nous avons utilisé des techniques particuliéeres de la technologie ICR et qui seront présentées
dans ce manuscrit. La premiere technique est la double résonnance couplée aux modes EDD
et EID (13, 14) qui permet d’éliminer un ion intermédiaire produit lors de la dissociation
d’ion radicaux, pendant le bombardement d’électrons. En conséquence, les ions fragments
consécutifs a l'ion éjecté peuvent disparaitre également si leur constante de vitesse est faible.
Ce mode a été utilisé avec succes pour mesurer la durée de vie des ions (15, 16), il a aussi été
utilisé dans notre laboratoire pour des études d’effet de stéréochimie par Bourgoin-Voillard
(17). La deuxieme approche que nous presenterons est I’application de processus consécutifs
EXD et CID en mode MS®. Grace & cette technique, les ions fragments issus de processus
consécutifs sont mis en évidence. Avec ces deux techniques (double résonnance, EXD/CID
en mode MS®) nous avons pu prouver l'origine des ions fragments issus soit du processus
EDD, soit du processus EID. Des expériences d’échanges H/D en solution ont aussi été
envisagées pour éclaircir certains mecanismes. Par ailleurs, nous nous sommes
particulierement intéressés a I’étude de systemes repliés par les liaisons non-covalentes, afin
de montrer comment les conformations des oligonucléotides en phase gazeuse peuvent étre

mises en évidence par les techniques EXD.
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1. ADN et ARN

Les ADN et ARN sont des systéemes complexes, comprenant des structures primaires,
secondaires et tertiaires qui sont assurées par des liaisons covalentes et non covalentes. lls

sont construits par les (désoxy)-ribonucléotides, I’ordre de ces derniers permet I’hérédité.

1.1. Nomenclature

Les noms des nucléosides ont comme suffixe :
- "osine" pour les nucléosides puriques
- "idine" pour les nucléosides pyrimidiques

Les noms des nucléobases sont résumés dans le Table 1.

Table 1 : Nomenclature

Bases azotées Ribonucléosides Désoxyribonucléosides
Nom Symbole Nom Symbole Nom Symbole
cytosine Cyt cytidine Cyd 2'-désoxycytidine dCyd
uracile Ura uridine Urd 2'-désoxyuridine dUrd
thymine Thy thymidine Thd (2'-désoxy)thymidine ~ dThd
adénine Ade adénosine Ado 2'-désoxyadénosine dAdo
guanine Gua guanosine Guo 2'-désoxyguanosine dGuo

1.2. Des briques de I’ADN et ARN : les bases azotees

Il existe cing bases nucléotidiques différentes (Schéma 1) dans I’ADN ou I’ARN (18).
Un « brin » d'/ADN ou ARN est formé par la répétition ordonnée de ces nucléobases, sucre et
groupe phosphate. Les bases azotées sont complémentaires deux a deux, une purine
s'associant toujours a une pyrimidine : I'adénine s'associe avec la thymine (ou I’uracile) par

deux liaisons hydrogéne et la guanine avec la cytosine par trois liaisons hydrogéne.
* L'adénine (A) et la guanine (G) sont de la famille des purines.

* La thymine (T), uracile et la cytosine (C) sont de la famille des pyrimidines.

19
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NH, NH,

N ey N |
(T ¢ fk \fk)\ol
ol )\NH /kc PN
adenine guanine uramle thymine cytosine
l Famille purique | | Famille pyrimidique |

Schéma 1: Structure des nucléobases.

Dans I’ARN, la thymine est remplacée par I’uracile (19) qui appartient aussi a la famille

pyrimidique.
1.3. Evolution historique de I'ADN et de ’ARN

En 1869, Friedrich Miescher (20) isole, a partir des noyaux des cellules de pus, une
substance riche en phosphore, qu'il nomme nucléine (du latin nucleus, le noyau). La mise en
évidence de la composition chimique de la nucléine impliquant un sucre, le désoxyribose, et
la reconnaissance de son caractere acide a conduit a [I’appeler ensuite acide
désoxyribonucléique (ADN).

En 1889, Altmann isole I'acide nucléique a partir de la nucléine, des protéines et une
substance acide. Kossel découvre en 1896 que l'acide nucléique est composé en plus du
phosphate et ribose de 4 bases azotées Ade, Cyt, Thy, Gua (21). En 1928, Levene et Jacobs
identifient le désoxyribose (22), on parle alors d'acide désoxyribonucléique (20). Quant a
I’ARN, a partir des années 1939 il a été suspecté de jouer un réle dans la synthese de
protéines (23).

En 1944, Avery découvre que I'ADN est I'agent transformant des bactéries, et prouve
donc que I'ADN est bien le support de I'nérédité (24). En 1952, I'expérience de Hershey et

Chase valide définitivement cette hypothese.

C'est au laboratoire Cavendish de Cambridge le 25 avril 1953, qu'a été établie
la structure en double hélice de I'ADN (25), grace a la technique de diffraction des rayons
X. On doit cette découverte a James Watson, alors agé de 25 ans, Francis Crick, physicien de

formation et Maurice Wilkins. Tous trois recurent le Prix Nobel de médecine en 1962.

20
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En se basant sur les analyses cristallographiques aux rayons X de Franklin, sur les
compétences de Crick en génétique et sur les processus biologiques et celle de Watson en
cristallographie, ils proposent la structure en double hélicede la molécule dADN
(acide désoxyribo-nucléique), publiée en 1953 dans la revue Nature (25,26). lls s'appuient sur
un fait déja établi : pour une espece donnée, les quantités de A et T d'une part et C et G
d'autre part sont sensiblement égales. Par exemple, chez I'homme : A=30,4% & T=30,1% ;
C=19,6% & G=19,9%. Ce sont les regles d'équivalence de Chargaff, établies depuis 1949
(27). Ces regles leurs ont suggeré la complémentarité des bases. En combinant ces données,

ils ont construit, avec des tiges métalliques, le premier modéle en double heélice de I'ADN.

En 1959, le prix Nobel de physiologie de médecine est décerné a Severo Ochoa de
Albornoz et a Arthur Kornberg pour la découverte du mécanisme biologique de la synthese
de ARN (28). La sequence de 77 nucléotides de levure tARN a été trouvée par Robert W.
Holley (29) qui lui permet de recevoir le prix Nobel en 1968.

1.4. Fonctions de I'ADN et ARN

L’ADN

1. La fonction principale de I’ADN est de stocker I'information génétique, information qui
détermine le développement et le fonctionnement d'un organisme. Cette information est
contenue dans I'enchainement non-aléatoire de nucléotides (30).

2. Une autre fonction essentielle de I'ADN est la transmission de cette information de
génération en génération. Cela permet I'hérédité (24,30).

3. L'information portée par I'ADN peut se modifier au cours du temps. Cela aboutit a une
diversité des individus et a une évolution possible des especes. Cela est di a des mutations
principalement induites par des erreurs lors de la réplication des séquences d'ADN (ajout,
délétion ou substitution de nucléotides) ou bien a des recombinaisons génétiques (24).

L’ARN

- I’ARN messager porte des instructions pour former une seule protéine (31).

- ’ARN de transfert est impliqué dans l'adressage des acides aminés vers les
ribosomes lors de la traduction (32).

- ’ARN catalytique est capable de catalyser une réaction d’hydrolyse ou de trans-

estérification spécifique, en I'absence de protéine (31).
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1.5. Structure de I’ADN et de I’ARN

L’ADN et ARN peuvent étre des macromolécules, composées d’une succession de
nucléotides accrochés les uns aux autres par des liaisons phosphodiester (33). Il existe quatre
nucléotides pour I’ADN : Ado, Cyd, Guo et Thd. Pour I’ARN, la Thd est remplacée par Urd
(19).

L’ADN est formé de deux brins complémentaires enroulés en hélice (double hélice).
L’ADN peut prendre plusieurs formes mais la forme B (34) (Figure 1) est la conformation
majeure en solution, ou la double hélice possede les caractéristiques suivantes :

* 10,5 paires de bases par tour ;

* un pas de I’hélice (hauteur entre deux tours) de 0,34 nanometres.

Une forme alternative a la double hélice B est TADN A. Cette forme apparait quand la
quantité d'eau disponible pour hydrater la double hélice est insuffisante. Dans la double

hélice A, le pas est de 2,46 nm et un tour complet de I'nélice demande 11 paires de bases.

Il existe une troisieme forme de I'ADN, qui présente une double hélice tournée vers la
gauche. Elle s'appelle 'ADN Z. Dans cette molécule d'ADN, les liaisons N-glycosyl des

résidus Guanine sont tournées de 180° par rapport a leur conformation dans I'ADN B.

Figure 1. Structure de double hélice B de I'ADN

Certains séquences d’ADN ou ARN peuvent s’associer ensemble si les extrémités de
ces derniers sont complémentaires, dans ce cas on parle de structure Hairpin (épingle a

cheveux Figure 2)
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Figure 2. Conformation Hairpin d’un ADN auto-complémentaire

2. Les interactions non-covalentes impliquées dans le systeme ADN
et ARN

2.1. Role des interactions non-covalentes (en solution et en
phase gazeuse)

L'ADN joue un réle important dans les milieux biologiques, et ce, grace a leur
association a des partenaires co-activateurs ou co-répresseurs, eux-mémes guidés par des
propriétés structurales intrinseques de I’ADN (structures primaire, secondaire et tertiaire).
Ces structures sont assurées en partie par les interactions non-covalentes. Bien que les
interactions non-covalentes mettent en jeu des énergies plus faibles 100 kJ/mol) par rapport
aux liaisons covalentes (150 a 450 kJ/mol) (35), elles sont a I’origine de la conformation de
I'ADN. Elles sont, en outre, responsables de la formation réversible de la plupart des
complexes biologiques et donc capables d'en modifier les fonctions.

L'étude des interactions non-covalentes a conduit a une meilleure compréhension des
systemes complexes ou interviennent des ADNs. Parmi les systemes biologiques les plus
étudiés Figurent les complexes ADN/ADN (duplex, triplex et quadruplex), ADN/protéine,
ADN/ARN, ADN/métal, ADN/médicament.

2.2. Les interactions électrostatiques

Les interactions électrostatiques en solution et phase gazeuse mettent en jeu des
énergies inversement proportionnelles a la distance interatomique r (1/r"). Ces interactions
peuvent se diviser en plusieurs catégories : les forces coulombiennes (interactions ion-ion,
ion-dipdle (e.g., liaison hydrogéne) ou ion-dipdle induit), les forces de van der Waals

(interactions dipole-dipdle) et les interactions n-stacking (Table 2).
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Forces coulombiennes

La force de Coulomb (36) a été décrite comme la force s'exercant entre des particules
chargées de type ion-ion, ion-dipdle, ion-dip6le induit. Les interactions ion-ion répondent a la
loi de Coulomb (Equation 1). Ainsi, I'énergie mise en jeu dans les interactions ion-ion dépend
de ry» et du milieu ou I'effet d'écran des charges dans le gaz a faible pression peut s’approcher

du « vide absolu », dans ce cas (g = &= 8.85x10™2 F.m'l).

0,9,
=—22_ (1
47zg.r112 (1)

Les interactions ion-dipble et ion-dip6le induit sont plus faibles que les interactions
ion-ion puisqu'au lieu d’intervenir entre deux charges, elles ont lieu entre une charge et un
atome partiellement chargé. Donc, la charge totale du systéme est diminuée, leurs énergies
dépendent respectivement de 1/r* et de 1/r* pour les interactions ion-dipdle et ion-dipole

induit.

La liaison hydrogene

La liaison hydrogene est fondamentale dans le contexte de la biologie structurale (37,
38). Elle correspond généralement & une interaction dipdle-dipdle (X>---H>"---X) entre un
atome d'hydrogene (6+) et un atome électronégatif (3-). Par exemple, les groupements
donneurs de proton tel que NH, ou OH s'associent avec les groupements accepteurs C=0, par
ces doublets des liaisons peptidiques pour structurer I'ADN en hélice (Schéma 2). Dans
certains cas, la liaison hydrogéne peut relever d'une interaction ion-dipéle impliquant un
proton (H") et un anion ou un proton et un atome possédant des doublets libres d'électrons.
Ces interactions possédent la propriété d'étre directionnelles puisqu'elles sont disposées de
facon linéaire entre trois atomes en liaison directe. Il apparait ainsi que les liaisons
hydrogenes sont déterminantes dans la structuration des protéines et des complexes non-
covalents. Toutefois, en phase gazeuse les interactions ion-dipble ou dipéle induit et ion-ion
sont renforcees.

(@) N . N (b) N +/R2

C—OHliH——N—— C—OllIH—0O—— Ot H—NH,

~ ~

’ 1

Schéma 2 : Exemples de liaisons hydrogénes de type (a) dipble-dipéle (b) ion-dipble
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Forces de van der Waals

Les forces de van der Waals se distinguent en trois catégories : les forces de
dispersion de London (interaction dip6le induit-dipble induit), les forces de Debye
(interaction dipGle permanent-dipdle induit), et les forces de Keesom (interaction dipble
permanent-dipble permanent). De méme que les forces coulombiennes, ces interactions
difféerent en fonction de la distance entre les atomes mis en jeu et deviennent répulsives
lorsque les atomes sont plus proches et attractives lorsqu'ils sont plus éloignés (39). Ces
forces sont inversement proportionnelles a la permittivité du milieu. En phase gazeuse, ces
forces sont renforcées puisque la permittivité du gaz est plus faible (et négligeable dans le
vide du spectrométre de masse) que celle de la solution.

2.3. Les interactions 7 (z-stacking)

Les interactions non-covalentes =m-cation ou m-m (aromatique/aromatique) sont
caractérisées par des interactions entre les électrons d'orbitales n (de deux groupes
aromatiques), provoquant ainsi Il'empilement de motifs aromatiques (40). Le type
d'interaction n-n posséde une énergie proche de celle des liaisons hydrogene (41). Ce type
d'interaction, plus répandu dans la stabilisation des systémes non covalents d’ADN, est
surtout connu sous le terme d'interaction de type n-stacking (42). La possibilité de former de
telles interactions reste substantielle puisqu'elle dépend du nombre et de l'orientation des
motifs aromatiques. Ces interactions interviennent surtout dans I'organisation des doubles
hélices d’ADN (43).

2.4. Les interactions hydrophobes

Les interactions hydrophobes sont initiées par l'attraction de deux groupements
apolaires qui préférent s'associer entre eux plutét qu'avec des régions hydrophiles (ou
polaires). Dans les milieux biologiques, aqueux par nature, ces interactions sont donc
présentes. Les résidus hydrophobes sont souvent tournés vers l'intérieur de la protéine, alors
que les résidus hydrophiles sont aussi bien orientés vers l'intérieur que l'extérieur. La
possibilité de former de telles interactions dépend de la position des acides aminés, dirigée
elle-méme par d'autres interactions covalentes comme les ponts disulfure. Les interactions
hydrophobes étant fortement impliquées dans la conformation des protéines, de nombreux

efforts ont été realisés pour développer des échelles dhydrophobie afin de prédire la
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probabilité de retrouver tel ou tel acide aminé a l'intérieur ou & la surface d'une protéine
donnée.
2.5. Comparaison des forces d’interactions presentes en solution

et maintenues (ou creées) en phase gazeuse

Le tableau ci-dessous résume les différents types d'interactions non-covalentes ainsi

que I'énergie mise en jeu dans un milieu aqueux.
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Table 2 : Interactions non-covalentes dans un milieu biologique et en solution dont la valeur

dépend de la permittivité du milieu (¢) et de la distance atomique (r)(8)

Type

Forces de coulomb

Energie (kJ/mol)

Parameétres régissant
I'interaction

Ces forces dépendent de r

lon-lon 40-500 1r
lon-Dipdle 15-150 1/r?
lon-Dipéle induit 15-50 1/t
Liaisons hydrogénes
] Dipdle-Dipole 15-200 1
§
% Interactions 7-t 4-10 Les interactions n-cation sont
3 plus fortes que les interactions ©
_§ - (44)
§ Forces de van der Waals
£ Dipdle induit-dipdle induit 2-50
(Forces de London)
Dipole-dipdle induit 1-10 Ces forces sont proportionnelles
(Forces de Debye) alne
Dipdle-dipble 2-160
(Forces de Keesom)
Cette force dépend du degré de
Interactions hydrophobes 20-30 désorganisation de I'eau lors de

la coalescence des groupements
hydrophobes

27



tel-00833409, version 1 - 12 Jun 2013

Chapitre | : Introduction

3. L analyse des ions sous ultra haute résolution : le FT-ICR

3.1. Introduction

Le spectrometre de masse a transformée de Fourier (FT-ICR/MS) est un instrument
tres performant offrant un trés haut pouvoir résolutif (45-47) et conduisant a une haute
précision de masse, ce qui permet d’obtenir les compositions des ions et distinguer leur forme
isobare. D’un point de vue analytique, cet instrument est un outil puissant pour des études
structurales et quantitatives d’un grand nombre de molécules de la chimie et des produits

naturels mais aussi des sciences de la vie.

Le principe de la résonance cyclotronique des éléments ionisés a été développé par
Lawrence et al. en 1930 (48). Lawrence a construit le premier accélérateur cyclotronique
pour découvrir des éléments radioactifs (e.g., le lawrencium). Dans cet instrument, la
fréquence angulaire du mouvement de rotation des particules chargées dans un champ
magnétique crée par un aimant permanent est indépendante du rayon et inversement
proportionnelle au rapport masse sur charge (m/z) multiplié par la valeur du champ
magnétique. Quelques années plus tard, Penning a congu le premier systéme de piege pour les
particules chargées en employant une combinaison d’un champ électrique statique et d’un
champ magnétique pour confiner des électrons (49). En 1949, le principe de la résonance
cyclotronique du proton a été mise en évidence par Hipple et al. (50). Avec ce premier
instrument ICR/MS nommé Omegatron, les ions sont accélérés et dans la zone d’analyse ils
prennent une trajectoire hélicoidale et sont détectés dans une autre partie ou un collecteur de
faraday est utilisé. Cet instrumentation a été dédié a la recherche dans le domaine de la
chimie physique (réactions ion-molécule et processus de dissociation). Il a été I’un des
premiers instruments équipé pour la MS/MS a I’aide de la technique de double résonnance
effectuée par un émetteur d’ions en faisant varier la fréequence. Plus tard, Wobschall a
collaboré avec la société Varian pour I’amélioration de I’ICR/MS (51). Les développements,
apportés au nouvel instrument Syrotron, consistent en une cellule “drift” qui a été divisée en
source d’ions, analyseur et régions de collection et une détection par oscillateur marginal. La
version commercialisée de cet instrument a été beaucoup utilisée pour I’étude des réactions
ion-molécule en phase gazeuse. La grande difficulté a cette époque résidait dans la mesure de

tous les rapports m/z des ions présents dans la cellule ICR.
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L’introduction du piége ionique ICR (52) a ouvert un nouveau chapitre de I’évolution
de I’instrumentation ICR/MS. Les ions sont piégés par des électrodes de piegeage ou des
faibles tensions sont appliquées. Le temps de piégeage étant 100 fois plus long que pour la
cellule “drift” (1-2 ms pour le piege ionique), la sensibilité, la gamme dynamique et la
résolution ont été largement améliorées ainsi que les balayages en double résonnance.

Sur cette base en 1970, la premiére cellule cubique a été utilisée, en 1974, et par
analogie avec la RMN (53) la spectrométrie de masse FT-ICR (résonance cyclotronique des
ions a transformée de Fourier) a été inventée par Comisarow et Marshall (54) grace au
progrés de I’informatique et en particulier des convertisseurs analogique/numérique (ADC)
permettant la digitalisation en temps réel du signal électrique induit par les ions en
mouvement dans la cellule cubique ICR. Depuis, la spectrométrie de masse FT-ICR n’a cessé
de se développer et de s’améliorer. En particulier aprés I’invention des sources ESI, MALDI
(Matrix assisted laser desorption ionisation)...et différents modes d’ionisation internes (dans
la cellule) ont été utilisés (impact électronique EI (55), auto-ionisation, ionisation chimique
ClI (56), la désorption laser (57), la PDMS (58,59)...). Il a fallu attendre la fin des années 80,
aprés que les technologies de désorption/ionisation soient apparues, pour gque ces Sources
soient utilisées avec technique ICR.

En 1989, McLafferty et al. (60) ont couplé une source ESI au FT-ICR ou les ions
formés a pression atmosphérique sont transmis vers la cellule ICR a travers des quadripbles
grace a domaines de pompages differentiels. Ce couplage est trés utile pour I’analyse des
composés non-volatiles, notamment des macromolécules. A partir de cette combinaison, les
modes d’ionisation et éventuellement de désorption externe (61-63) (ESI, MALDI, LD,
APCI, APPI etc.) ont remplaceé les sources internes (El, CI, PI, LD etc.) (45, 64).

Il faut souligner qu’entre les années 85 et 90, les modes ionisations interne a la cellule
ICR avaient été améliorés en introduisant une seconde cellule consécutive. Ainsi, I’ionisation
avait lieu dans la premiére et I’analyse MS/MS s’effectue dans la seconde.

L’evolution de I’électronique et de I’informatique a donné acces a différentes méthodes
d’excitation (65, 66) (“Chirp”, “SWIFT ”, etc.), de la détection (65, 66) (“broad-band”,
“narrow-band”), et de I’introduction du traitement du signal Transformée de Fourier (“Zero-
filling”, (65) et de “I’Apodisation”(66)).

Des nombreuses modifications de géometrie de la cellule ICR (67) ont été mises en

ceuvre pour réduire au maximum I’influence des potentiels de piégeage afin que les
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fréquences mesurées soient les plus proches possible des fréquences cyclotronique

théoriques.

Les grands développements du FT-ICR ont commencé dans les années 1990 avec
I’introduction de champs magnétiques plus élevés (68) de I’accumulation externe des ions
(69) et d’un quadripble pour la sélection externe des ions (70). En méme temps, les
techniques de dissociation comme la dissociation induite par collisions (CID, (71) SORI-CID
(72,73)), par multiphoton infrarouge (IRMPD) (74,75), par la capture d’électrons (ECD) (76)
et par détachement d’électrons (EDD), (77,78), ont été appliquées et développées a la
caractérisation de macromolécules.

Aujourd’hui, la spectrométrie de masse FT-ICR est devenu un instrument majeur et
largement utilisé dans les différents domaines de recherche gréce a ses nombreux
avantages bien que son codt soit élevé :

- ultra haut pouvoir résolutif (10° & 10° FWHM).

- haute précision de mesure de masse (de I’ordre du sub-ppm).

- grande sensibilité et haute gamme dynamique.

- une flexibilité suffisante permettant la combinaison avec différentes sources d’ions

externes (60-63)(LD, MALDI, ESI, APCI, APPI, etc.).

- I’accés aux différents modes d’activation, dont certains sont des techniques

propres a I’'ICR tout comme le SORI-CID(72), I’'IRMPD(74), I’'ECD (76) et ’'EDD
(77).

3.2. Principe de base du FT/ICR

3.2.1. Mouvement cyclotronique des ions dans la cellule ICR
Le principe de la cellule ICR est basé sur le piégeage des ions par un champ
magnétique. Un ion de vitesse v dans un champ magnétique uniforme B subit une force de

Lorentz F qui induit un mouvement circulaire de I’ion, perpendiculaire & la direction du

champ magnétique (Figure 3, Equations 2).
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Figure 3. Mouvement cyclotronique des ions positifs et négatifs dans un champ

magnétique (modifié a partir de schéma publie par Marshall (79)).

F=z2vAB )

[z : nombre de charge J
e=16.10"C

Lorsqu’un ion exécute un mouvement uniforme circulaire avec un rayon r, la force de

Lorentz (Fior) est en équilibre avec la force centripéte (Fcen)

mvi mv#
avec : FlOT‘ = ZevxyB, Fcen = FlOT‘ = rxy — % = ZevxyB

N 1%
Ol Uy, =2mrv, etw = % = 2mv,

/sy Vitesse des ions (m/s), N\
r: rayon du mouvement cyclotronique (m)

w : vitesse angulaire (rad/s);

v, . fréquence cyclotronique (Hz)

o /

La fréquence cyclotronique s’exprime ainsi par :

_ o _ zeB _1.535611><107B
27 2am m/z

(3)

L,

c

Ce mouvement de rotation est appelé mouvement cyclotronique de fréquence v, et ne

dépend que du champ magnétique et du rapport masse sur charge, indépendamment de la

vitesse initiale de I’ion. A partir de cette équation (Equation 3), la mesure de la fréquence
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cyclotronique permet une détermination du rapport m/z d’ions piéges dans la cellule ICR. Il
faut noter que cette fréquence est inversement proportionnelle au rapport m/z : un ion de haut
rapport m/z aura donc une fréquence cyclotronique v, faible.

Bien que la fréquence cyclotronique soit identique pour les ions de méme rapport m/z,
le rayon initial de la trajectoire circulaire de ces ions est variable car il est dépendant de la
vitesse initiale dans le plan xy (Equation 4).

mv,,

r =

4)

zeB

3.2.2. Piége de Penning

La cellule ICR est un piége dit de Penning (49) ou les ions sont piégés par la
combinaison d’un champ magnétique et d’un champ électrique.

Le mouvement cyclotronique des ions induit par le champ magnétique implique un

mouvement hélicoidal infini suivant I’axe 7 (anti-paralléle au champ magnétique B) et sa
vitesse angulaire reste constante (Figure 4). Afin de piéger les ions suivant I’axe Z, deux
plaques de piégeage sont disposées perpendiculairement au champ magnétique, de fagon a
créer un puits de potentiel électrique permettant le stockage des ions. Généralement, un faible
potentiel de I’ordre de 1 V est appliqué sur chacune des deux plagques de piégeage. Les ions
décrivent alors un mouvement d’oscillation entre ces deux plaques dit mouvement de

piégeage (Figure 5).

plaque de piégeage

traiectoire de
JLL.l_I!II'L de -
I'ion =

Az . trajectoire de
) _ I'ion

ion

-
Champ magnétique B

’(‘hamp magnétique B plaque de piégeage

Figure 4 : Mouvement cyclotronique d’un Figure 5 : Mouvement macroscopique d’un
ion dans un champ magnétique ion dans un champ magnétique, piégé entre

deux plaques.

(Figures adaptés par A. Delvolvé a partir de documentation Bruker (80)).
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Si le champ électrique appliqué était homogeéne et paralléle au champ magnétique
avec des plaques de longueur infinie, ce qui est le cas idéal, le mouvement d’un ion serait
hélicoidal avec des oscillations périodiques suivant I’axe Z dans le puits de potentiel

électrique. La fréquence de piégeage v, peut donc étre définie par I’équation 5:

1 |22eV,a
vy = |25 @ 5
T 2z ma? ®)

a: distance entre les plaques de piegeage (en m);

V. potentiel de piégeage (en V);

trap *

o . facteur géomeétrique.

En réalité, le champ électrique ne pouvant pas étre paralléle au champ magnétique, un
troisieme mouvement est induit par la composante radiale du champ électrique. Ce
mouvement, nommé mouvement magnétron a faible fréquence, donne une tendance a
entrainer les ions sur d’autres trajectoires (Figure 6) et se traduit par un abaissement de la

fréquence cyclotronique. Les définitions de la fréquence cyclotronique réduite o, et la

fréquence magnétron v_ sont données dans I’Equation 6 et I’Equation 7 (45) respectivement.

Mouvement Magnétron
»

1
Décélération]
(]

chemin d‘ion

Figure 6. Mouvement magnétron dans la cellule ICR (documentation Bruker).
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Malgré cet affaiblissement de la fréguence cyclotronique, nous appliquons

expérimentalement une approximation : v, =v, . En effet, pour un ion de faible rapport m/z, la

fréquence cyclotronique réduite o, est trés proche de la fréquence cyclotronique wv,.

Cependant, pour un ion de valeur m/z élevée, la fréquence cyclotronique est plus basse,

I’influence de la fréquence de piégeage étant importante, ainsi la différence entre v, et v,

peut étre non négligeable. Afin de réduire cette différence entre la frequence réelle et

théorique, il est préférable d’appliquer un potentiel de piégeage faible (de I’ordre de 1 V).

La combinaison des trois mouvements d’un ion dans la cellule ICR (mouvement
cyclotronique, mouvement de piégeage et mouvement magnétron (41)) est présentée dans la
Figure 7. Parmi ces trois mouvements, le mouvement magnétron ainsi que le mouvement de
piégeage possedent des fréquences beaucoup moins importantes par rapport a celle du
mouvement cyclotronique. En général, la fréquence de piégeage et la fréquence magnétron
sont négligeables sauf si I’ion n’est pas dans I’axe du piége et/ou I’amplitude du mouvement

de I’ion est proche de la distance entre les parois de piege (45).

Axe de cellule

Mouvement cyclotronique

Mouvement de piégeage

Mouvement magnétron

Figure 7. Trajectoire d’ion dans la cellule ICR (45).
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Différents types de cellules ICR ont été développés (Figure 8). L’objectif de ces
modifications géometriques est de tenter d’avoir i) un potentiel de piégeage avec un champ
électrique radial le plus faible possible, ii) un plus grand diameétre possible de piége et iii) une

meilleure linéarité de I’excitation dipolaire.

Figure 8. Différents types de cellule FT-ICR (modifiée a partir du schéma publié par
Marshall), avec ses différents plaques : E = excitation, D = détection; T = piégeage. (a)
cellule cubique initiale, (b) cellule cylindrique, (c) cellule cylindrique dite “Infinie”, (d) et
(e) cellule cylindrique ouverte sans ou avec un couplage capacitif, (f) double cellule

cubique, (g) cellule hyperboloidale et (h) cellule * matrix-shimmed™.

3.2.3. Principe de fonctionnement

L’enregistrement d’un spectre de masse implique la détection des courants induits du
mouvement cyclotronique sur les plaques dites de détection. Or, le signal cyclotronique est,
dans un premier temps, non détectable. En effet, dans les instruments équipés de source
externe, les ions de rapport m/z différents ont été introduits dans la cellule avec des énergies
cinétiques variables et selon des temps différents di a leur temps de vol. lls sont donc
déphasés et en orbite selon un faible rayon. Ainsi, il est nécessaire de faire passer la
population d’ions (de méme rapport m/z) d’un mouvement d’ensemble incohérent
(mouvement d’ions déphasés) a un mouvement d’ensemble cohérent (en phase) avec une
méme orbite. Pour atteindre ce but, une procédure d’excitation préalable a la détection est

utilisée (Figure 9).
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Figure 9. Processus de fonctionnement de la cellule FT-ICR cubique pour I’obtention de
spectre de masse (modifiée a partir de (45)): apres excitation, les ions adoptent un
mouvement cohérent ainsi qu’une orbite de rayon plus important permettant d’obtenir un

signal mesurable sur les deux plaques de détection.
Excitation résonante des ions pour la cohérence du signal

Les méthodes d’excitation résonante classiques consistent en:

i) I’excitation par impulsion rectangulaire (Figure 10a), ou on applique une seule fréquence

d’excitation correspondant & un ensemble d’ions de méme rapport m/z ;

ii) I’excitation “broadband” (large bande) pouvant étre effectuée suivant deux approches :
- par la méthode dite “R.F. chirp” (81,82) (Figure 10b) impliquant I’utilisation d’une
seule impulsion d’excitation qui balaye la gamme de fréquences d’intérét.
- par la méthode “SWIFT” (83,84) (Stored-Waveform Inverse Fourier Transform)
comme montré dans la Figure 10c, ou le domaine de fréquences d’excitation est défini
a priori et I’onde complexe d’excitation calculée en conséquence par transformée de

Fourier inverse.
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Figure 10 : Différentes méthodes d’excitation avec le domaine de temps a gauche et le
domaine de fréquence a droite (modifiée a partir de schéma publié par Marshall(45)): (a)
impulsion rectangulaire (mono-fréquence), et par un ensemble de fréquences appliquées pour
differentes masse (b) R.F. chirp et, (c) SWIFT.

Dans le cas de I’excitation par impulsion rectangulaire (Figure 10a), un champ
électrique sinusoidal dipolaire est appliqué de fagcon homogeéne dans la cellule FT-ICR. Cette
oscillation correspond a la fréquence cyclotronique d’ions d’une valeur m/z donnée pour
conduire a un mouvement cohérent avec une orbite plus importante

Les ions d’autres rapports m/z, ayant des fréquences cyclotroniques différentes, ne
sont pas en résonance avec la radio-fréquence du champ électrique appliqué, ils n’absorbent
pas d’énergie et donc restent piégés au centre du piege. Pour connaitre I’orbite d’un ensemble
d’ions, il est possible de calculer son rayon lorsqu’il est excité a sa fréquence cyclotronique, a
partir de I’Equation 8.

V.t

r= p—p “excit 8
2dB ®)

V,_, : tension d’excitation (en V) ;
t.: - durée de I’irradiation ; (en s) ;
d : distance entre les plaques d’excitation (en m) ;

Par exemple : pour Vpp= 1V, texit = 0,2 ms, d= 2,54 cm et B= 7 Tesla. Le rayon
d’excitation sera égal a 0,5 cm.
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Il faut noter que selon cette équation, le rayon cyclotronique post-excitation des ions,
est indépendant de leur valeur m/z, tous les ions de méme m/z peuvent étre excités a un méme
rayon. En théorique, plus le rayon de I’orbite est grand, plus grande sera I’intensité du signal
obtenu. Néanmoins, cette orbite ne peut pas étre trop grande, car I’inhomogénéité du champ
électrique peut conduire a I’éjection des ions. En pratique, le rayon de I’orbite r doit étre
inferieur a 0,4 fois la distance entre les deux plaques d’excitation. Notons que ce type
d’impulsion limité a un rapport m/z ne présente pas d’intérét pour I’enregistrement d’un

spectre de masse.

Au contraire, I’excitation “large band” est souvent procédée par “R.F. chirp” (derive
de fréquence) (Figure 10b) (82). Cette méthode implique I’utilisation d’une seule impulsion
d’excitation qui balaye la gamme des fréquences d’intérét. Les limites de ce mode
d’excitation sont mises en lumiere par le manque d’uniformité de I’amplitude d’excitation qui
se traduit par une distorsion des abondances relatives de I’ensemble des ions excités, ainsi
que de la gamme de rapport m/z limitée a celle de la fréquence appliquée. La méthode
“SWIFT” (83,84) (Figure 10c) a été ensuite introduite, grace a la bonne cohérence entre
I’excitation et I’émission du signal dans la cellule FT-ICR, permettant une excitation plus
homogeéne des ions. Dans ce cas, une forme d'onde d'excitation particuliere au travers des
battements des fréquences de résonance, est générée par la transformée de Fourier inverse
d’un domaine prédéfini de fréquences dans lequel, les fréquences de résonance des ions a
exciter sont incluses. Ainsi I’ensemble d’ions caractéristiques pour une gamme de rapport m/z

peut étre analysé en limitant les distorsions.

Détection du signal

(a)Origine du signal
Le mouvement cohérent d’un paquet d’ions de méme m/z entre les deux plaques de
détection crée un courant induit (Equation 9) (85). Le signal ICR est en fait proportionnel

a ce courant induit AQ .

AQ = - 9)
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AQ : courant induit par le paquet d’ions ;
v, . lavitesse dans I’axe y ; (Figure 9)"

d : distance entre les plaques d’excitation.
* . Seul I’axe y est consideré, mais en fait, il s’agit de I’intégration des axes qui définit par
les plaques de détection (Figure 9).
Selon cette équation, le courant induit apparait comme étant indépendant de la
fréquence cyclotronique des ions et de I’intensité du champ magnétique. Cependant, il est
fonction du rayon cyclotronique post-excitation d’ions (Equation 8), car la vitesse dans I’axe

y (v,) est proportionnelle au rayon cyclotronique des ions (Equation 7). D’ailleurs, le

courant induit augmente linéairement avec la charge des ions, donc le signal ICR est plus

intense pour un ion multichargé.

(b) Nécessité de long signal transitoire

Pendant la durée d’acquisition du signal, certains effets peuvent influencer le signal et, en
particulier, la conséquence d’un gaz résiduel provoquant des collisions ion/neutre. 1l en
résulte une perte d’énergie cinétique et donc, une diminution du rayon cyclotronique de fagon
aléatoire et une perte de la cohérence (déphasage) des ions d’un méme rapport m/z qui
finissent par induire des courants en opposition de phase dont la résultante du courant devient
nulle (apparition de phénomeéne de battement). Les collisions sont responsables de
I’atténuation du signal suivant une décroissance exponentielle caractéristique du signal (Free
Induction Decay ou FID). Ceci conduit a la limitation de la durée du signal transitoire et donc
a une diminution du pouvoir résolutif de I’instrument (Figure 11). Il est donc primordial de
travailler avec un nombre faible d’ions et sous un vide trés poussé dans la cellule ICR (107°-
10'° mBar).
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Figure 11. Signal transitoire de 0.32 s (512k) correspondant a I’enregistrement de I’ion m/z
531 de la bradykinine (a) sans et (b) avec introduction d’argon dans la cellule suivi d’un

temps de pompage de 1 s.

(c) « Battement » du signal

Il est intéressant de remarquer que, lors de I’analyse d’espéces de haut rapport m/z a
I’aide d’un instrument FT-ICR, le signal transitoire obtenu présente un motif de répétition
périodique appelé “Isotope Beating” (86) (Figure 12). Comme son nom I’indique, ce
phénomene est lié aux interférences constructives et destructives liées au fait que les isotopes
naturels d’un ion ont des fréquences tres proches. Cet effet est plus important pour les ions
multichargés a cause du rapprochement de la fréquence des ions isotopiques naturels (Figure
13). Ainsi, il nécessite un signal transitoire suffisamment long afin d’assurer que le signal

détectable soit enregistré.

(a)

N ey g

(b}

I\

Figure 12 : Spectres de masse d’isolement de I’ion m/z 531 avec une fenétre (a) de 5 Th,

et (b) de 0.5 Th conduisant a la sélection de I’ion monoisotopique uniquement.
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Figure 13 : Signal transitoire du domaine de temps (a) bovine insuline avec un état de
charge +5 (Mw = 5729, m/z 1147 Da), (b) cytochrome ¢ avec un état de charge +8
(Mw=12360, m/z 1544 Da) et (c) myoglobine avec un état de charge +10 (Mw = 17554,

m/z 17544 Da), collecté avec un aimant de 7 Tesla (86).

(d) Importance du taux d’échantillonnage

Comme nous I’avons vu, pour augmenter le pouvoir résolutif, il est necessaire
d’augmenter la durée du signal transitoire enregistré. Pour un taux d’échantillonnage donné
(nombre de points enregistrés), cela va dépendre de la mémoire du convertisseur
analogique/numérique (ADC). Ainsi pour enregistrer en mode dit « large bande » le signal
induit par un ion a m/z 500 avec un aimant de 7 T (v. = 215kHz), il faut au minimum un taux
d’échantillonnage de 430 kHz (critére de Nyquist (87)). Dans ce cas, si I’on utilise un taux
d’échantillonnage de 500 kHz, la longueur du signal transitoire sera de 2s avec
I’enregistrement de 1 million de points.
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Afin d’enregistrer un signal transitoire plus long, il est donc nécessaire d’utiliser le mode de
détection “hétérodyne” (46,88). Ce mode de détection, aussi nommé détection a bande étroite
(“narrow-band”), permet d’utiliser un plus faible taux d’échantillonnage. Avec la détection
“hétérodyne”, le signal produit par le courant induit (f;) est multiplié par une fréquence de
référence (f,) qui est proche de celle du signal d’intérét. La combinaison de ces deux signaux
sinusoidaux donne un signal composite comprenant deux composantes correspondantes a la
somme et a la différence des fréquences de deux signaux originaux, i.e. (f;+f,) et (f;-f,). La
composante de fréquence élevée peut étre éliminée avec un filtre passe-bas permettant de
garder seule la fréquence basse. Ainsi le taux d’échantillonnage nécessaire est fortement
diminué permettant I’enregistrement d’un signal transitoire beaucoup plus long. Bien que la
gamme de rapport m/z devient plus étroite. Le principe de détection “hétérodyne” est présenté

dans la Figure 14.

Signd ot f, Reference at f,

WG - A
MWW Y

heterodyne signa fiter (f,+ f,) oway
i+ ) 6-f) detect at (-1

Figure 14. lllustration du principe de détection ““hétérodyne” (46).

(e) Conséquence de la charge espace sur la qualité du spectre de masse

Comme dans toutes les cellules de piégeage d’ions le nombre d’ions, de méme
polarité peut conduire a des répulsions ion/ion. Dans les piéges a ion de Paul, ceci conduit a
déplacer des rapports m/z des ions et affecte la résolution. De la méme maniere, quand ce
nombre d’ion, présents dans la cellule devient trop élevé, il est nécessaire de prendre en
compte les effets d’interactions de répulsion entre les ions. Ceci peut conduire a la
modification des fréquences des ions dans la cellule. L’amplitude de cet effet dépend du
rayon cyclotronique. Ainsi, pour avoir une précision en m/z optimale, il est nécessaire
d’effectuer un étalonnage de I’instrument dans les mémes conditions en terme de nombre
d’ions présents lors de I’analyse (46). Par ailleurs, lorsque la charge d’espace est tres élevée,
des phénomeénes dits de coalescence peuvent apparaitre c'est-a-dire que des ions de rapports
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m/z proches se confondent conduisant & un signal unique.

Le nombre d’ions a une influence sur la durée du signal transitoire. 1l a été montré que
lorsque le nombre d’ions est plus important, I’atténuation du signal transitoire est plus lente.
Ceci a la conséquence de réduire le pouvoir résolutif sur les isotopes naturels et donc des
difficultés de séparer des ions isobares. En effet, dans certains cas, en particulier, lors de
I’enregistrement d’un signal transitoire relativement long, il apparait une discrimination en
faveur des isotopes de plus grande abondance (89,90). Ainsi dans la Figure 15, le signal

transitoire correspondant aux ions de plus faibles abondances présente une atténuation plus
rapide que dans le cas des ions de plus grande abondance.

-1 | -1 ‘ “
a 10.25 0.5 0.75 41 0

or
-7
20.4 10.25 205 075 41 1] 10.25 205 3075 41
Time {sech Time (sec) Time (sec)

Relative Amplitude
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50 4

0 I 1 LL

1146.5 1147.1 1147.7 1148.3 1l|49
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Figure 15 : Extrait des signaux du domaine temporel pour les pics isotopiques individuels
de I'état de charge 51 de I'insuline bovine (Mw 58548). Les différences dans I'amortissement

du signal varient avec I'abondance des espéces isotopiques (89).
Traitement de signal - Transformée de Fourier

Le signal ICR sinusoidale produit par le mouvement cyclotronique périodique des
ions est amplifié et digitalise avec un taux d’échantillonnage adapté. Selon le critére de
Nyquist (87), la fréquence d'échantillonnage d'un signal doit étre égale ou supérieure a 2 fois
la fréquence maximale (correspond au plus petit ion que I’on veut détecter) contenue dans ce
signal, afin de convertir ce signal d'une forme analogique (continue) a une forme numérique
(discrete). La durée de détections des ions dont dependra le pouvoir résolutif sera ainsi liée au

plus petit rapport m/z détecté ainsi qu’au nombre de points de données utilisées. Le nombre
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de points maximum est défini par I’informatique et est de I’ordre de 1 a 2 millions au
maximum dans les instruments actuels. Le signal transitoire dans le domaine temporel est
transformé en domaine de fréquences par la transformée de Fourier. A la fin, ce domaine de

fréquence est converti en un spectre de masse (Figure 16).

a) Radio fréquence -I >

d'excitation Temps

b) Signal détecté
dans le domaine
temporel.

c) Traitement du signal dont une @

transformée de Fourier.

Temps

d) Spectre de masse ‘ ‘ |

>

m/z
Figure 16 : Obtention et traitement du signal produit par des ions en mouvement cohérent au

sein d’une cellule ICR : obtention d’un spectre de masse.

De facon a améliorer la qualité du spectre de masse obtenu aprés transformée de
Fourrier, différents traitements peuvent étre utilisés au niveau du signal transitoire digitalisé :
“I’Apodisation” (66,91) et “le Zero-filling”(65).

L'apodisation implique la multiplication du signal transitoire par une fonction qui
permet de réduire au minimum les pics présents aux pieds des signaux des spectres de
masses. Ces pics résultent de la troncation brusque du signal transitoire en début et fin
d'acquisition des données dans le domaine de temps. Les fonctions d'apodisation
(sinusoidales) utilisees permettent de réduire au maximum ce probléme en forcant le début et
la fin du signal transitoire a tendre vers zéro de facon monotone (Figure 17). Toutesfois, le
pouvoir résolutif est affecté par ce traitement : il passe de 80000 a 60000.

Dans le cas du traitement par zero-filling (Figure 18), on double (triple, etc...) le
nombre de points permettant de diminuer I’intervalle de fréquence. Ce traitement permet en
particulier de réduire les erreurs sur la hauteur et la largeur du pic. Par ailleurs, avant la

transformée de Fourier, il est possible d’accumuler un grand nombre de FID conduisant a un
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renforcement du rapport signal sur bruit (le signal croit de facon linéaire avec le nombre

d’accumulations alors que le bruit croit en racine carrée en fonction de ce nombre).

1033 9870

R 80000

sinbell
R 80000

Figure 17 : Schéma du traitement par Apodisation, en haut signal avant le traitement, et en

bas apres le traitement.

A 1™ 2M
Figure 18 : Schéma du traitement par Zero-filling, a gauche signal avant traitement et a

droite aprés doublement du nombre de points.

3.2.4. Intérét du FT/ICR

Haut pouvoir résolutif et précision de masse

L’obtention d’un haut pouvoir résolutif nécessite que le signal se maintienne pendant
une durée relativement longue (de I’ordre de plusieurs secondes). Cependant, le facteur qui
limite la durée du signal transitoire est le champ magnétique et la pression au sein de la
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cellule ICR. Comme décrit précédemment, le gaz résiduel peut créer des interactions
ion/neutre avec les ions stockés (la collision avec le gaz entraine une perte de cohérence). Les
ions restent donc moins longtemps cohérents entre eux avec une légére augmentation de
pression. Lorsque la pression est suffisamment faible (10™° mBar), la largeur des pics du
spectre de fréquences ne dépend pas seulement de la fréquence des ions. Comme la fréquence
est inversement proportionnelle au rapport m/z, les pics se rapprochent lorsque le rapport m/z
augmente. Donc, le pouvoir résolutif (m/Amy, ) diminue pour un rapport m/z plus grand
(Figure 19).

m _ zeB (10)
AMgey,, MA @y

{Amw% : largeur du pic & mi-hauteur d’un spectre de masse ; J

Ay, : largeur du pic & mi-hauteur d’un spectre de fréquence.

2.10°| -

4.104
2.104

102 103 104 m/z

Figure 19. Evolution de la résolution en fonction de m/z.

Un haut pouvoir résolutif est un point important pour obtenir une précision de masse.
Or, il n’est pas le seul critéere pour garantir la précision de mesure (92). Il est nécessaire
d’effectuer un étalonnage en rapport m/z. La qualité de I’étalonnage est fortement influencée
par la charge d’espace dans la cellule ICR. Un effet de répulsion est produit lorsque la
distance entre les espéces chargeées est trés faible, la trajectoire des ions est donc légérement
modifiée. Ainsi, les pics observés sont déplacés. Normalement I’étalonnage interne permet
d’obtenir une précision de rapport m/z inférieure a 1 ppm car I’étalon interne est détecté dans
les mémes conditions d’analyse que les ions a détecter. Cette méthode permet de s’affranchir

partiellement de I’effet de la charge d’espace méme si elle reste maintenue. Néanmoins, dans
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certain cas, il est difficile d’effectuer I’étalonnage interne, par exemple dans certaines
experiences MS/MS (ou les ions fragments ne sont pas identifiés). Il faut, alors, effectuer un
étalonnage externe. La qualité des mesures dépend ainsi du nombre d’ions piégés dans la
cellule et il est préférable de piéger le moins d’ions possible afin d’assurer une meilleure
précision de m/z. En général, I’étalonnage externe donne une préecision en m/z de I’ordre du
ppm pour un spectre de masse enregistré dans les mémes conditions (pression, nombre
d’ion...) de la cellule ICR.

Il faut souligner que certains instruments hybrides tels que les piege a ions linéaire /
FT-ICR permettent une mesure préalable du courant ionique (avec le piége a ions) pour
introduire un nombre d’ions constant dans la cellule ICR, conduisant ainsi a améliorer la

précision de mesure de m/z par étalonnage externe.

4. Comportement des acides nucléiques chargés produits par

désorption.

4.1. Etude bibliographique de systeme DNA sous ESI et leur

dissociation

Les acides nucléiques ont été étudiés par plusieurs sources d’ionisation différentes
comme le FAB (Fast-Atom-Bombardment) par McCloskey et al. (93) ou le PDMS (94)
(Plasma-Desorption-Mass-Spectroscopy) et le MALDI (95). Avec l'introduction de I'ESI-MS
(96), l'analyse des acides nucléiques a été considérablement étendue dans un court laps de
temps. En 1988, Covey et al. publient le spectre d'ions négatifs produits par ESI d'un
tétramére d’ADN (97). Des 1989, Edmonds et al. présentent le spectre de masse de 21-mers
d’ADN et d’ARN transférase obtenus a partir de la levure de biére, les spectres de masse
ayant été enregistrés avec un analyseur quadripdlaire (98). Ces spectres de masse montrent
une large distribution d'état de charges qui est caractéristique du mode ESI-MS. En 1990,
Smith et al. décrivent les potentialités et les limites de I'ESI comme une nouvelle technique
d'ionisation/désorption douce pour I'analyse de molécules labiles thermiquement. Ils
présentent des spectres de masse d'échantillons d'’ADN avec un maximum de 61-mers ainsi
que des échantillons ARN (98). Dans tous ces spectres, le probléme de la présence d’adduits

de cations métalliques est discuté par les auteurs. Avec l'utilisation d’un spectrometre de
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masse quadripOlaire, la distribution des cations (métal) peut étre résolue pour un état de
charge donné, jusqu'a une masse moléculaire de 10.000 Da et une détermination de la masse
moyenne a été possible (par exemple, pour I'ADN 21-mer avec une erreur de 0,01% sur sa
masse moyenne) (99). En 1993, Goodlett et al (100) ont étudié un oligonucléotide et ont
produit le quadruplexe d’ADN d(CG)4 en mode ESI negatif. Ce complexe a été observe avec
une faible différence de potentiel de skimmer en raison de sa fragilité. Par contre,
I’échantillon étant dessalé, ils n’ont pu observer que I’ADN simple brin. En 1997, Hoaglund
et al. (101) entreprennent la premiere étude de la conformation en phase gazeuse par mobilité
ionique d’un oligomere multi-déprotoné. Cette étude a permis de mettre en évidence le lien
fort qui existe entre I’état de charge de I’oligothymidine deux a six fois déprotonée et sa
conformation en phase gazeuse (Figure 20). Ces résultats montrent que plus I’oligomeére est
chargé, plus il présentera une forme dépliée comme attendu avec les effets de répulsions
coulombiennes. En effet, dans un milieu sans solvant ni contre-ion, il existe une répulsion
entre les charges de méme signe portées par I’oligomere, conduisant ainsi a son dépliement.
La transition entre la conformation fermée (globulaire) et la conformation ouverte (dépliée)
intervient lorsque les répulsions coulombiennes dépassent, en termes de forces, les liaisons
hydrogene et les interactions de van der Waals. Dans cette étude, la transition est atteinte

lorsque 50 % des phosphates sont déprotonés.

cross section (A?)

Figure 20 : Section efficace d’un polymere en fonction de son état de charge.
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Récemment, Guo et al. (102) ont étudié deux oligoméres dont les conformations en
solution sont connues pour adopter un forme en « épingle a cheveux » pour I’un et linéaire
pour I’autre. L analyse en phase gazeuse par ionisation electrospray en mode négatif de ces
oligoméres, en fonction de la variation de paramétres expérimentaux (concentration en
tampon, en ADN et voltage au cdne), montre que les deux structures (épingle a cheveux et
linéaire) supportent une distribution d’état de charge similaire. La structure en épingle a
cheveux basée sur la complémentarité des nucléobases semble mieux supporter un nombre
élevé de charges négatives. Les auteurs démontrent qu’une partie au moins de la population

d’ADN en éepingle & cheveux subsiste dans cette conformation en phase gazeuse.

Par ailleurs, ils réfutent I’hypothese selon laquelle I’état de charge d’un oligomeére
d’ADN est d0 au fait que ses phosphates, sous forme entierement anionique en solution, sont
moins déprotonés en phase gazeuse. D’apres eux, ce serait les nucléobases qui sont
protonées, conduisant ainsi a des formes zwittérioniques. Du reste, Green-Church et
Limbach (103) avaient démontré que I’affinité protonique d’un azote impliqué dans un
cycle aromatique, dans le cas des nucléobases, était plus élevée que celle de I’oxygene porté

par un phosphate neutre au sein des nucléosides dAMP et dCTP.

Concernant la variation en tampon, I’acétate d’ammonium semble d’une part induire
un repliement de I’ADN en augmentant la force ionique, et, d’autre part, favoriser la
protonation de I’oligomeére par transfert d’un proton de NH;" vers un azote d’une nucléobase
(102).

D’autres modifications de parametres expérimentaux ont permis d’étudier leurs
influences sur la conformation du systeme étudié et, par la méme, sur sa distribution d’état
de charge (102) : la température de la source, la valeur du pH (104,105), la composition du
solvant de I’échantillon.

4.2. Les chemins de fragmentations de I’ADN et de I’ARN

(a) : Nomenclature utilisée pour decrire la fragmentation des ions positifs et
négatifs de I’ADN et de I’ARN

Plusieurs nomenclatures ont été proposées pour décrire la fragmentation des
oligonucléotides, comme celle de McCloskey (106), mais celle la plus acceptée est la

nomenclature proposée par McLuckey et al. (107) (Schéma 3) basée sur celle utilisée pour les
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peptides (108,109). Elle s’organise autour du groupement phosphodiester et décrit deux
groupes d’ions fragments :

- ceux contenant la terminaison 5’ de I’oligomeére sont notés a;, b;, c;, et di.

- Ceux qui contiennent I’extrémité 3’ sont nommés wj, X;, v, et z;.

Les indices i et j utilisés pour la nomination de ces fragments font référence au nombre de
riboses contenues dans I’ion fragment considéré et permettent ainsi d’indiquer la position de
la liaison rompue.

Par ailleurs, la perte d’une nucléobase sous sa forme neutre est décrite par une lettre
désignant sa nature. Ainsi, A désigne I’adénine, C la cytosine, G la guanine, T la thymine et
U I'uracile.

On note que la position de la base perdue est connue. En effet, des études

mécanistiques de perte de base ont montré que c’est une perte de B; qui induit la rupture du

B, B
X, Y2 Zo| WXy Y12 3
O O1
O O
5 5

a1b1 ¢, d, a2b202 2 a3b303 3 a4b4C4 4 a5 by cs

squelette pour libérer I’ion fragment (a;-B;)" (110,111).

Schéma 3 : Nomenclature des fragments d’oligoméres d’ADN proposée par McLuckey et al.
(107)

(b) : La dissociation des ions simplement/multichargés
1) Cas des ions positifs

Le mode positif est trés peu utilisé pour I’analyse des olygonucléotides en
spectrométrie de masse. Les groupements phosphates sont acides et sont facilement
déprotonés. Par conséquent, en mode positif c’est la base qui porte la charge (112). Roger et
al. ont étudié des dinucléotides en mode positif et ont proposé des mécanismes (113) pour
expliquer les ions fragments (Schéma 4 ) observés dans les spectres CID (112).
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Schéma 4 : Structures des ions fragments proposées en mode positif

Dans le cas du dinucléotide d(CA), les affinités protonique de cytosine et adénine sont
comparables, la cytosine peut étre initialement protonée et subir une syn élimination (Schéma
5). La dissociation compétitive de complexe ion-dip6le donne soit la base protonée soit I’ion
fragment complémentaire pour élimination de la base neutre (I1) (112).
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Schéma 5 : Mécanisme proposé pour I’ion fragment Il et la base protonée (112).

Pour le dinucléotide d(TA), la base (AH") est observée comme I’ion fragment
principal. Cet ion correspond & une base protonée en position 3'-terminale, (AH"), et
représente prés de 90% des ions fragments observés (112). La base protonée peut étre
produite directement a partir de I’ion parent. Le mécanisme proposé implique un processus de
syn-élimination, dans lequel la molécule de d(TA) (Schéma 6) est protonée au niveau de
I’adénine, perd cette base mais reste en interaction avec la base dissociée, pour former un ion
dipole. Ensuite la dissociation compétitive donne, soit la base chargée (AH"), soit I’ion
fragment (V1) (114).
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Schéma 6 : Mécanisme proposeé pour les ions fragments 1V et V (112).

La rupture de la séquence d’oligonucléotide est expliquée par un mécanisme (Schéma
7) dans lequel un transfert de proton en position C’4 au groupement phosphate se produit en

méme temps que la rupture de la liaison C’4-O (112).

o, [CHI

H HO— —0OH

5
o [C-H]
]

—~Z/ A’HOO
] K

WQ o

Schéma 7 : Mécanisme proposé pour I’ion fragment V (112).
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Les trois mécanismes proposés par Rodgers et al. sont des syn éliminations qui sont
défavorables thermodynamiquement. En effet, une élimination E2 exige que le proton et le
groupe partant soient anti-planaires. Or, dans ces mécanismes, les protons et les groupes
partants sont coplanaires, dans ce cas on parle d’élimination E2-like. McCloskey et al ont
étudié des oligomeres de plus grandes tailles (4mer) en mode positif qu’ils ont comparé avec
les résultats obtenus en mode négatif (115). lls ont observé des fragmentations similaires au
mode négatif : les ions fragments principaux proviennent également de la série w,™" et [ai-
B]™. Les ruptures donnant les ions fragments des séries w;™" et [a-B]"" ne sont pas observées
quand la base en position i est une thymine. McCloskey et al. ont donc proposé un chemin de

fragmentation dans lequel la rupture de la séquence est initiée par la perte d’une nucléobase

w0 o
>

v O o B+
. [a-BJ™
BH
> )
[0 l—O‘ )
(I) 0 [B-H
V WJ "
:

Schéma 8: Mécanisme proposé pour la fragmentation d’un oligonucléotide en ions

chargée positivement (Schéma 8).

complémentaires a;" et w;™" (115).

Matin et al (116) ont étudié des homopolymeres d’ADN dAg, dCg dGg et dTg en mode
d’ionisation positive. Les spectres CID de dAs, dCs et dGg obtenus en mode positif sont
similaires aux spectres CID obtenus en mode négatif : les ions fragments principaux sont de
la série w;" et [a-B]". Par contre, pour la molécule de dTs, le spectre CID enregistré en mode
positif est totalement différent de celui qu’on obtient en mode négatif. En effet les séries
d’ions w;" et [a;-Bi]" ne sont pas observées : Matin et al. ont observé des séries d’ions [z;-
2H]" et [xi-2H]" et ont proposé un nouveau mécanisme pour expliquer la formation de ces

ions fragments (Schéma 9).
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Schéma 9 : Mécanisme proposé par Matin et al. pour les ions fragments [z-2H]" et [x-2H]"
(116)

I1) Cas des ions négatifs

En mode négatif, I’une des voies principale de décomposition d’un oligomere d’ADN
est la perte de nucléobase neutre ou chargée qui est la moins codteuse en energie. La forme
neutre B est perdue si I’état de charge de I’ion parent est faible, tandis qu’on détecte une
forme chargée B si I’ion parent est hautement chargé (110,117). Plusieurs mécanismes (118),
basés sur le comportement sous dissociation de petits oligonucléotides modeles, tentent
d’expliquer ces pertes de nucléobases (neutre B ou chargée [B-H]).

Rodgers et al (119), a partir d’études entreprises sur un dinucléotide, expliquent la
perte de base (BH et B") par une élimination de type E2. La capture d’un proton en position
C,” par I’oxygéne chargé du groupement phosphodiester induit cette fragmentation,
engendrant la formation d’un complexe ion-dipdle ([M-B]™, [B-H]). La dissociation de cet
ion-dipdle permet la perte sous forme [B-H]". L’implication d’une forme ion-dipdle a aussi
été utilisée par Habibi-Goudarzi et al (120,121) pour expliquer ces fragmentations (Schéma
10).
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Schéma 10 : Mécanisme proposé par Rodgers et al. pour la perte de base neutre et chargee
(119).

+ {B-HJ

Wang et al.(113) ont proposé un autre mécanisme de perte de base neutre (B)
impliquant le transfert du proton du 5’-phosphate vers la nucléobase neutre. Cette derniere est
perdue via un intermédiaire zwittérionique (Schéma 11). L’existence de ce mécanisme a été

mise en évidence par des études d’échanges H/D (11)
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MH,

Schéma 11 : Mécanisme proposé par Wang et al. pour la perte d’une base neutre (113).

La perte d’une nucléobase semble prédéterminée. En fait, les positions 5’ et 3’
montrent un comportement totalement opposé. Expérimentalement, la perte d’une base en
position 3’ est défavorisée. Rodgers et al. (119) justifient ce phénomeéne par la stabilisation de
la base grace a des interactions de type liaison hydrogene entre un proton et le phosphodiester
voisin déprotoné.

De nombreuses études sur la nature et les propriétés thermochimiques des nucléobases
ont ete effectuées pour tenter d’expliquer les pertes de bases observées en spectrométrie de
masse en tandem. Cependant, expérimentalement, les auteurs observent divers ordres de perte
des bases (différences d’abondance relative). Une constante perdure : la perte de la thymine
(ou uracile) sous forme neutre est toujours défavorisée (75,107,121,122). L’explication la
plus acceptée serait la faible affinité protonique de la thymine (ou uracile). En effet, plus
I’affinité protonique d’une base est élevée, plus cette base se protone facilement et plus sa
perte est favorisée. Trois échelles de basicité ont été envisagées : celle des nucléobases (114,
123-125), celle des déoxynucléosides (123-125) et celle des déoxynucléotides (103). Les trois
échelles concordent avec le comportement de la thymine. En fait, il semble que ce soit I’ordre
de basicité des deoxynucléotides qui détermine la nature et I’ordre dans lesquelles sont

perdus les nucléobases d’un oligonucléotide.

Ordre de basicité des nucléobases
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Gua > Cyt > Ade >> Thy (114)

Ordre de basicité des déoxynucléosides
dG > dA > dC > dT (123,125)

Ordre de basicité des déoxynucléotides
dAp > dGp >dCp > dTp (103)

Les ruptures de séquence.

Dans des conditions de CID, la rupture de la liaison C3’-O du sucre vicinal a une base
donnée est initiée par la perte de cette base (119,126) qui engendre les ions fragments
complémentaires [a-B]™ et w;™ (Schéma 12). Divers mécanismes décrivent cette

fragmentation consécutive.

Nucléobase (i-2) Nucléobase (i-1)
(o}
_— R o]
ion-fragment (a,-B) 5 o o \
HO l l
00— PO oO—P1—
| _|mn1
nucléobase (-1) nucléobase (-2
o o] O
ion-fragment w™ l o
HO—P—0 IL 3
M 0—-P—o0 oH
_u _|n1

Schéma 12 : Structures des ions fragments complémentaires (a;-B)™ et w;™".

McLuckey et al. (122) envisagent la rupture de la séquence d’ADN via la catalyse
acide d’un oxygene chargé du phosphate voisin c6té 3* (Schéma 13), initiant ainsi une

réaction d’élimination E2-like intramoléculaire (Schéma 13).
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Schéma 13 : Mécanisme proposé par McLuckey et al. (122) pour la fragmentation d’un

oligonucléotide en ions complémentaires (a;i-B)" et w;™".

Plus tard, Barltlett et al. (127) ont proposé des mecanismes qui n’envisagent pas la
perte initiale de la base. lls ont travaillé sur un oligonucléotide dont certaines liaisons
phosphodiester sont remplacées par des liaisons méthylphosphonate neutres. Le premier
mécanisme qu’ils ont proposé est une variante de celui publié en 1993 (122) : il fait intervenir
I’oxygéne chargé d’un phosphodiester situé loin de la liaison rompue, sur le squelette de
I’oligomére d’ADN. Le repliement de cet oligomere permet une fragmentation de la liaison
assistée par la charge du phosphodiester éloigné. Le second mécanisme ne fait intervenir
aucune charge. Il est initié par [I’attaque nucléophile de I’oxygéne porté par le
méthylphosphonate situe en 3’, sur le proton du carbone 4’ du sucre (Schéma 14).

En effet, il est tout a fait envisageable que plusieurs mécanismes se produisent lors de
I’excitation multi-collisionnelle d’un oligonucléotide réparti sur les diverses population

d’ions.
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Schéma 14 : Mécanismes proposés par Barlette et al. (127) pour la fragmentation

d’un oligonucléotide en ions complémentaires a;" et w;™".

c) Dissociation des ions a nombre impairs électrons

La dissociation des ions @ nombre impairs électrons a été étudiée depuis longtemps,
notamment dans le cas ou la source est a impact électronique (3). En ce qui concerne la
source electrospray, il y a encore peu d’exemples car ces méthodes sont assez récentes. La
technique la plus connue est I’ECD (78), qui s’applique pour les ions multiprotones.
Récemment, ’EDD (128) a été inventé pour les ions multidéprotonés ainsi que I’ETD (129)
qui peut s’appliquer aux ions multichargés positifs et négatifs. Ces techniques seront

détaillées dans la partie suivante.

5. Comment activer les ions : cas de I’ADN
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Il existe 2 principaux modes d’activation des ions, le premier ou I’énergie se disperse
rapidement sur I’ensemble des liaisons, ce qui provoque la rupture des liaisons les plus
fragiles. On considére ce mode d’activation comme étant ergodique. Dans ce cas, c’est la
charge d’une maniere ou autre, qui oriente la fragmentation a courte ou a longue distance
(ponts salins). La seconde famille d’activation implique la formation d’ions radicaux par
réduction d’état de charge qui se traduit par les fragmentations induites par le radical. Dans ce
cas, la charge peut étre spectatrice, certains considerent ce mode d’activation comme étant

non ergodique.

5.1. Méthodes d’activation ergodique (CID, IRMPD) utilisées avec un
tandem Qh/FT/ICR.

Ces processus ont été largement décrits, car ils sont utilisés depuis plusieurs décennies

et notamment sur les ions simplement chargés.

a) CID (collision induced dissociation)

Initialement les processus CID étaient de haute énergie (plusieur keV). Depuis le
développement des analyseurs avec des faisceaux d’ions a de faibles énergies cinétiques, la
tendance a été d’étudier des collisions allant de quelques dixiémes a une centaine d’eV. Dans
le mode CID de haute énergie, on accéde a une excitation électronique mais aussi
vibrationelle. Il est ainsi possible de former des ions diradicalaires intermédiaires qui
orientent les fragmentations ou la charge n’intervient pas. C’est principalement le groupe de
McCloskey (93) qui a utilisé ce mode d’activation avec la désorption FAB pour I’ionisation
de I’ADN, puisqu’a I’époque la technique d’ionisation par electrospray venait d’étre
seulement introduite.

La dissociation induite par collision (CID) de basse énergie (ou I’excitation est
uniquement vibrationnelle) est un mode d’activation désormais populaire. Les collisions de
basse énergie ont été introduites dans des années 80 par le développement de spectrometre de
masse en tandem de type triple quadripbles, les piéges a ions et plus récemment dans les
tandems hybrides de type Q-TOF. En ce qui nous concerne, on se limitera aux processus qui
se produisent dans un tandem hybride Qh-FT/ICR (130), équipé d’un filtre de masse
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quadripolaire (Q) ainsi que d’une cellule de collisions hexapolaire (h) utilisé aussi comme
piége a ions. Ainsi, un ion precurseur peut étre sélectionné dans le quadripdle, pour étre
soumis aux collisions avec un gaz noble (Ar, Kr, Xe) ou I’azote. Dans le cas de collision, a
basse énergie, le role de la masse du gaz cible est extrémement important pour transférer un
maximum d’énergie. En premiére approximation, lors de la collision ion/cible ce qui importe,
c’est I’énergie au centre de masse (Ecm). Ce parameétre peut étre calculé par I’équation

suivante.

E E Me
cm lab m, + m;

Eian : €nergie laboratoire, m¢: masse du gaz, m;: masse de I’ion

Ainsi, plus la masse du gaz est éleveée, plus la valeur de E¢n I’est également. A priori,
par augmentation de E,q4, I’énergie interne (Ein) devrait s’accroitre mais en fait a partir d’une
certaine valeur de E4, cette énergie décroit. Pour que E.n soit transformée intégralement en
énergie vibrationnelle, il faut que la durée de vie du complexe de collision soit suffisamment
longue. Ainsi, plus le complexe formé au moment de la collision posséde une grande durée
de vie, plus la conversion E.n<>Ein; est efficace. Ici le principe d’ergodicité joue pleinement
son role a des faibles énergies cinétiques. L’augmentation de I’énergie cinétique résulte en
une diminution de durée de vie du complexe, ce qui est le cas le plus courant et ainsi, la
valeur de E¢, est partiellement transformé en E;n. Il faut souligner que I’Ejq, est controlable
par simple modification des « zéro» (ou terre) de chacun des multipoles (multipoles a
potentiels « flottants ») et des lentilles.

Lorsque I’énergie interne est supérieure au seuil d’énergie a fournir (énergie d’activation
augmenté par le déplacement cinétique), I’ion précurseur se decompose en ions produits qui
sont transmis et analysés dans la cellule ICR. Il faut souligner que cette cellule de collision
fait également office de piege a ions linéaire ou les ions sont accumulés avant d’étre transmis
vers la cellule ICR permettant d’accroitre la sensibilité. Selon I’équation précédente, il est
clair que plus la masse de I’ion est grande, plus E.n, est faible, et en conseéquence E;n; devient
aussi faible. Cette situation décrit le cas des ions simplement chargés. Dans le cas des ions
multichargés, les répulsions de Coulomb permettent d’affaiblir les liaisons chimiques pour
conduire sous CID a des fragmentations. Dans tous les cas, c’est la charge qui oriente la

fragmentation. Toutefois, dans les exemples vus précédemment, il est possible d’avoir des
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fragmentations d’au moins une partie de la séquence d’ADN. Pour avoir des fragmentations
complétes, il faut avoir d’autres outils.

Rappelons ici que la dissociation dans la cellule de collision externe offre de
nombreux avantages. Tout d’abord, une augmentation importante de la gamme dynamique de
I’instrument. Ainsi, un ion de faible abondance peut étre sélectionné et lui seul et ses ions
produits seront transmis vers la cellule ICR. Par ailleurs, ce mode de dissociation permet
d’éviter d’avoir a introduire un gaz d’activation dans la cellule (mode SORI-CID) ce qui
conduirait a une diminution du pouvoir résolutif et une augmentation du temps d’analyse. Il
faut souligner que le mode d’activation collisionelle dans I’hexapole ne peut étre considéré
comme similaire a un quadripole ni comme le mode résonant dans un piege a ion. En effet,

dans I’hexapole les collisions ont lieu par aller-retours du faisceau d’ions.

Activation collisionnelle de basse énergie par excitation résonante ou
“presque” (mode SORI-CID) (sous un faible déphasage de I’ordre de centaines

Hz de la résonance)

Les dissociations sous collisions dans la cellule ICR peuvent étre effectuées de
maniere résonante par I’introduction pulsée d’un gaz de collision inerte (e.g., argon) dans la
cellule ICR (au contraire des collisions axiales du faisceau d’ions dans le cas de CID dans
I’hexapble de collisions). En fait, dans la cellule ICR, les ions étant piéges selon des
trajectoires de faibles amplitudes, I’excitation collisionnelle de ces ions ne peut se faire qu’en
augmentant le rayon de I’orbite des ions, c'est-a-dire, en augmentant leur énergie cinétique
tout en évitant leur perte. En effet, dés que les rayons de trajectoire des ions augmentent trop,
les ions peuvent s’échapper et étre éliminés.

Dans le mode d’activation SORI-CID (131), I’ion précurseur est excité a une fréquence
legérement décalée de sa fréquence cyclotronique de 0,5 a 2 kHz. Ainsi, I’ion est
alternativement activé et désactivé suivant que la fréquence d’activation est en phase ou en
opposition de phase avec la fréquence de I’ion précurseur (Figure 21). Ce mode implique un
temps d’activation long (~ 250 — 500 ms), ainsi la probabilité de collision augmente
suffisamment pour conduire a la dissociation. Par ce biais, I’efficacité de dissociation devrait

accroitre.

63



tel-00833409, version 1 - 12 Jun 2013

Chapitre | : Introduction

En phase En opposmon de phase

javaseaiim

Figure 21 : (a) Evolution du rayon cyclotronique des ions en fonction du temps (45) (b)

Cycio&ron Radius

déphasage de la fréquence de résonance vis-a-vis de la fréquence des ions.

Quatre parametres expérimentaux principaux déterminent [I’efficacité de la
fragmentation en mode SORI-CID : le décalage de fréquence (frequency offset), I’amplitude
d’excitation, la durée d’excitation, et la pression du gaz (132,133). La fréquence offset et
I’amplitude sont a optimiser pour chaque expérience afin d’obtenir un taux de fragmentation
selon les besoins de recherche. Plus la fréquence offset est petite, plus I’accumulation
d’énergie interne de I’ion précurseur est rapide, donc la constante de vitesse des
fragmentations augmente. Le mode SORI-CID étant sélectif de I’ion précurseur, les ions
produits ne peuvent pas étre activés simultanément parce qu’ils n’ont pas la méme fréquence.
Les ions consécutifs qui peuvent étre observés sont dus a un exces d’énergie transférée a I’ion

précurseur.

L’inconvénient du mode SORI-CID est la durée d’analyse par rapport aux autres modes
d’activation comme I’'IRMPD (vide infra). En effet, le gaz introduit dans la cellule ICR pour
produire les collisions et la fragmentation de I’ion précurseur provoguent une augmentation
de la pression & prés de 10°® mbar (au lieu de 10™° mbar). Par conséquence, la sensibilité et le
pouvoir résolutif sont largement dégradés. De plus, cette pression élevée peut conduire a la
distorsion du massif isotopique. Il est donc nécessaire apres I’étape d’activation de respecter
un délai de pompage nécessaire a I’obtention d’un vide suffisamment faible (de I’ordre de
quelques secondes pour atteindre un vide de 10 mBar) avant d’effectuer I’étape de détection
car il est souhaitable d’avoir un signal transitoire plus long. La Figure 22 démontre les

différentes étapes pour une expérience SORI-CID.
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Figure 22. Séquence d’analyse pour obtenir un spectre SORI-CID (documentation Bruker).

b) IRMPD (infrared multiphoton dissociation)

Le mode d’activation IRMPD a été développé a I’origine dans le cas de I’ICR pour la
caractérisation structurale de molécules de faible rapport m/z (134). Dans les années 90,
McLafferty et al. ont démontré son intérét pour I’étude de peptides, de protéines,
d’oligonucléotides et d’oligosaccharides. Depuis, ce mode d’activation est devenu un outil

trés utile pour étudier la structure des biomolécules.

L’IRMPD consiste en la dissociation induite par absorption de photons infrarouges. L’ion
précurseur est irradié dans la cellule ICR par un laser IR @ CO; (Amax = 10,6 pum) par
impulsions répétées en continu. La durée de I’impulsion du laser et la puissance du faisceau
laser, mesurée en pourcentage de la valeur maximale, sont les deux principaux parametres a
optimiser, puisqu’ils contrdlent la constante de vitesse de dissociation de I’ion précurseur.
L’acquisition d’un spectre d’ions produits en mode IRMPD est realisee en plusieurs étapes

successives résumées sur la Figure 23.

Injection | <qjation Irradiation
diion d’ion diion Excitation
Quench \ ¢ \, Détection

Time ——

Figure 23. Séquence d’analyse pour obtenir un spectre d’activation IRMPD.

65



tel-00833409, version 1 - 12 Jun 2013

Chapitre | : Introduction

Le mode d’activation IRMPD présente I’avantage par rapport au mode SORI-CID de
ne pas introduire de gaz. Donc, la résolution est préservée. En consequence, le cycle
d’analyse est plus court. Cependant, ce mode par irradiation laser n’est pas sélectif a I’ion
précurseur, a la différence du mode SORI-CID. En effet, tous les ions dont les trajectoires se
superposent sont contenus dans la sélection de I’angle solide du rayon infrarouge et peuvent
étre actives de la méme maniere. Les ions produits, formés lors de la dissociation de I’ion
précurseur, continuent a subir cette activation, conduisant a de nombreuses fragmentations
consécutives. Inversement, les ions évoluant sur une orbite plus grande que le rayon du laser
IR, ne peuvent pas étre activeés. C’est souvent le cas lorsque I’approche de piégeage
« sidekick » est utilisée. Car cette approche, permet de modifier le mouvement magnétron des
ions et peut conduire a un rayon magnétron trop grand, ce qui peut engendre une perte d’ions
(Figure 24a). Afin de résoudre ce probleme, une impulsion de radiofréquences peut étre
utilisée pour augmenter I’efficacité d’activation et détection (Figure 24b).

a) b)

Figure 24 : Combinaison du mouvement magnétron et du mouvement cyclotronique d’un
ensemble d’ions qui posséde une orbite plus grande que le rayon du laser apres application
du sidekick : (a) sans application d’impulsion de radiofréquences, les ions ne sont pas

irradiés, (b) aprés application d’impulsion radiofréquence, les ions sont irradiés (135).

* Rm : rayon magnétron ; Rc : rayon cyclotronique

5.2. Méthodes non ergodiques (ou considérées comme) d’activation
des ions impliquant un bombardement d’électrons (ou le transfert

d’électrons)

Ces processus impliquent I’incident des électrons, s’appliquent a I’étude d’ions

multichargés a I’exception de I’EID.
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ECD (electron capture dissociation)

Pour un ion multiprotoné, la production d’ion a charge réduite est observée apres
capture d’un électron.

MH,"™ +e,, — MH, ™"

La dissociation consécutive a la capture d’électrons (ECD) (78) est trés utile pour
I’étude structurale des biopolymeres et surtout pour les peptides et protéines. Les ions
précurseurs positifs multichargés sont bombardés par des électrons de faible énergie cinétique
(< 0.2 eV) conduisant a la capture d’un (ou plusieurs) électron(s) responsables de leur
dissociation. L’ECD conduit préférentiellement, dans le cas des peptides, aux ruptures de
liaisons plus fortes comme les ponts disulfures S-S et les liaisons N-C,, alors que d’autres
liaisons fragiles telles que des liaisons peptidiques sont conservées. Ce mode de
décomposition conduit a des résultats différents des autres modes d’activation, permettant
ainsi d’apporter des informations structurales complémentaires. Il a été proposé que I’ECD
implique des processus non-ergodiques, c'est-a-dire que les décompositions ont lieu avant
dispersion de I’énergie sur tous les oscillateurs, pour rendre compte du caractére « aléatoire »
des décompositions observées (78). Un mécanisme a été proposé (136) permettant de mieux
comprendre le caractere relativement aléatoire des ruptures observées le long du squelette

peptidique.
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Schéma 15 : Mécanisme général du processus ECD (136).

EDD (electron detachment dissociation)

Cette méthode a été également introduite par I’équipe de Zubarev pour I’analyse des
peptides multidéprotonés (1). Si la capture d'un électron est un processus exothermique, le
détachement d'un électron est de nature endothermique. C’est pourquoi des électrons
incidents avec une énergie cinétique de 21 eV sont utilisés pour effectuer les expériences
EDD. Le mécanisme complet de I'EDD n'est pas encore entierement élucidé, néanmoins un
mécanisme a été proposé dans lequel le détachement d'électron ne s’effectue pas seulement
sur le groupement acide déprotoné mais peut aussi se produire a d’autres sites de la molécule
multidéprotonée. Tout comme I’ECD, les mécanismes mis en jeu par activation EDD
impliquent la présence d’un processus de dissociation radicalaire. L’activation par EDD peut
donc étre utilisée dans la recherche de modifications structurales, dans I'analyse de complexes
non-covalents, etc... Cette technique est particulierement utile pour analyser les
oligonucléotides qui sont plus facilement ionisés en mode négatif puisqu'ils possedent des
groupements acides phosphoriques. En 2005, Hakansson et al. ont étudié la dissociation des
oligonucléotides par EDD (128). Ils ont notamment montré que, le bombardement d'électron

avec une cathode directement chauffée donne de moins bon résultats au niveau du nombre
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d’ions fragments et de leur intensité par rapport aux résultats obtenus lorsque les électrons
sont produit a partir d’une cathode creuse chauffée indirectement (voir I’exemple de la
Figure 25). Ainsi, les ions fragments simplement chargés des séries a;, w; et c; ont été
observés par bombardement des ions [d(As)-2H]*, dont les premiers sont radicalaires. En
dehors des ions fragments simplement chargés, ils ont également observé la production
d’ions fragments doublement chargés, ce qui n'est pas compatible avec le processus EDD. En

effet ’EDD induit la perte d’un électron c'est-a-dire une réduction de charge.

[M - 2H]*
(M-BY"L x5
©2"B), (es-B) | | (w,-BY
(a,-B) * | w2 {  (a,-B) (as-By
LBy 7S GBSy
wy O CH I (-
w, P

co, |4 leer | LRI TS A ez
; . : vi L

200 400 600 800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000

Figure 25 : Spectre EDD de [dAs-2H]* par Hakansson et al.(128)

Beaucoup d’études ont éteé réalisées depuis pour mieux comprendre le processus EDD
(2). Le groupe de Depauw (137) a ainsi utilisé la double résonance pour distinguer I’origine
des ions fragments en mode EDD. Ils ont proposé que certain ions fragments sont
directement issus de l'ion précurseur, avant de perdre un électron et sont donc formés par un

autre processus appelé EID.

EID (electron induced dissociation)

Ce mode qui est inhérent a la technologie utilisé pour I’EDD est similaire a I'impact
électronique. O'Hair et al. ont étudié les dissociations d’un acide aminé aromatique protoné
par EID (4). lls ont compareé le spectre EID avec les fragmentations induites par collisions. Ils

ont proposé que les ions fragments soient issus de I'ion précurseur qui a perdu un radical
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hydrogéne. La formation des ions radicalaires observés peut donc étre expliquée par

I'équation suivante.
[M + H]* %_) [M]™" + H'— ions fragments (radical ou non)
Il semble que selon le principe de Franck Condon, les électrons rapides excitent

verticalement les ions précurseurs ce qui produirait une excitation électronique et non une

excitation vibrationnelle directe.

ETD (electron tranfert dissociation)

Sur un principe proche de I’ECD, la dissociation d’ions multichargés (positifs ou
négatifs) par transfert d’électrons ou ETD (Electron-Transfer-Dissociation) a été développée
(138,139). Au lieu du bombardement d’électrons, un réactif chimique, par exemple chargé
négativement et donneur d’électrons est introduit et réagit par réaction ion-ion avec I’espece a
fragmenter (140). Ce type d’interaction n’est possible que dans des systémes de piégeage
d’ions. Il est en effet, connu que les ions positif et négatif peuvent coexister dans un domaine
particulier du diagramme de stabilité (a,,g,). Durant cette interaction ion/ion, un transfert
d’électron a lieu pour produire la réduction de charge suivi de la dissociation. Dans ce cas le
choix du réactif est primordial. Ainsi, dans le travail initial de Hunt, I’anthracéne a été choisi
pour étre ionisé dans une source d’ionisation chimique en présence de méthane pour produire
des ions réactifs C14H;1". A I’aide d’un tandem multi-pieges, McLuckey a utilisé des anions
nitrobenzénes (140) ou encore des anions radicaux d’azobenzéne (Equation 11 et 12).
Aujourd’hui, le fluoranthéne est couramment employé sur des instruments commerciaux ou
’ETD a été implémenté. Ce réactif conduit a des échanges d’électron particulierement
efficaces grace a son affinité électronique relativement faible (141). Il faut souligner que
I’ETD (alors nommé nETD) a été appliqué également avec succes pour la dissociation
d’especes multidéprotonées de facon analogue a I’EDD (142). L’ETD est ainsi une technique
applicable a la fois aux ions positifs et aux ions négatifs en utilisant différents réactifs.

Récemment I’ETD a éte implanté sur des instruments a transformée de Fourier.
[M+nH]" +C Hy™ > M +nHT " +c H,, (A1)
[M—nH]" +Xe™ - [M —nH]"™ + Xe (12)
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Réactions ion-ion autre que celle utilisée en ETD

La technique de fragmentation basée sur des réactions ion-ion a été inventée par
McLuckey et al. en 1998 et peut étre vu comme les prémisses de I’ETD (143). Des réactions
ion-ion permettent de réduire les états de charge d’ions multidéprotonés du cytochrome C par
des molécules méthylamines (neutres) (144). L’interaction ion-ion consiste a introduire au
sein du piége a ions 2 populations d’ions, positifs et négatifs, pour qu’ils réagissent ensemble
en phase gazeuse. Les réactions entre ces 2 populations sont rapides a cause de I’attraction
coulombienne (145). Mais elles sont aussi efficaces car, il se produit une réduction de I’état
de charge de chacun des réactifs ce qui est un processus trés exothermique.

Deux types d’interactions sont connus. Le premier, est I’interaction entre I’ion
multidéprotoné et les ions monoprotonés ou les réactions impliquent des transferts de proton,
I’attachement d’anion et le transfert d’anion. Le deuxieéme type d’interaction concerne les
ions multiprotonés et les ions monodéprotonés et les réactions envisagées sont des réactions

de transfert de proton et de transfert de cation (145).
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1. Préparation des échantillons

Les ADNSs utilisés :

Table 1. Les oligonucléotides utilisés et leur masse moléculaire

Rapport masse/charge (m/z) [M-nH]™

Masse
moléculaire n=1 n=2 n=3 n=4
ADN 12-mer
3’- T4(GC),A4-5’ 3642. 652 3641.644  1820.318 1213.209 909.655
ADN 6-mer
3’-GCATGC-5’ 1791.343 1790.335 894.663 596.106 -
3’-GGGTTT-5’ 1837.337 1836.329 917.661 611.438 -
3-GTTTTT-5’ 1787.324 1786.316 892.654 594.767 -
3-TTCTTT-5’ 1747.318 1746.310 872.651 581.431 -
3-TTATTT-5’ 1771.329 1770.321 884.657 589.435 -
3-TTTTTT-5’ 1762.318 1761.310 880.151 586.431 -

Les 2’-déoxynucléotides-5’-monophosphates

Table 2. Les 2’-déoxynucléotides-5’-monophosphates utilisés et leur masse

tel-00833409, version 1 - 12 Jun 2013

Masse/charge (m/z) [M-nH]™

masse moléculaire n=1 n=2
2’-deoxyguanosine-5’-monophosphates 347.063 346.056 172.525
2’-déoxyadénine-5’-monophosphates 331.068 330.061 164.527
2’-déoxycytidine-5’-monophosphates 307.057 306.050 152.521
2’-deoxyuracile-5’-monophosphates 308.041 307.174 153.013

Tous les brins ADN ont été obtenus a partir 'EUROFINS MWG Biotech (Ebersberg,
Allemagne) et utilisés sans étape de purification supplémentaire. Tous les autres produits
chimiques et les 2’-déoxynucléotides-5’-monophosphates ont été achetés chez Sigma-Aldrich
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Chimie (St Quentin Fallavier, France). Des échantillons ont été préparés en utilisant I'eau
déminéralisée (18,2 MQ) et méthanol de qualit¢é HPLC en proportion 80/20.

En mode négatif, les échantillons sont dilués dans le solvant eau/méthanol 80/20 a la
concentration finale de 20 uM. Les complexes non-covalents dinucléotides sont dilués dans la

méme condition en ajoutant 1 mM d’acétate ammonium.

En mode positif, les échantillons sont dilués dans les mémes conditions qu’en mode

négatif en ajoutant 1 mM d’acétate ammonium.

2. Systeme utilisé : ESI-Qh-FTICR

Dans notre étude, un spectrometre de masse hybride Qh-FT/ICR (Apex-Qe™ de Bruker
Daltonics) a été utiliseé (Figure 1). Il s’agit d’un instrument en tandem équipé d’un aimant
supraconducteur de 7 Tesla activement blindé, d’une cellule cylindrique dite « infinie » et d’une
source externe ESI de type Apollo Il a injection hors axe. Les ions sont transmis au moyen de

lentilles a restrictions appelées couramment « ion funnel ».

Atm

Cellule ICR
o de type "infinie"
Capillaire/r Gaz de 108 mt
" " . CO”ISIOn mbar
Funnels hexapéle Quadripdle |
Sortie du L
sorveco .} ool | L | -|
»
1 mbar ﬂl]l]l]l]lllﬂllllmllml [ﬂ]ﬂﬂ]ﬂﬂu I r I il
o) o
FI Sk1 Sk2 Lentllle de Lentille Lentllle O t d
. es de
102 mbar piégeage/extraction d'entrée de sortie Ft)r.:-ll?\l:fert Aimant
6 supra-conducteur 7 T
-2
10~ mbar 10 “ mbar -10

10 " “mbar

Figure 1. Schéma du Qh-FTICR (documentation Bruker)

La cellule ICR cylindrique est de type « infinie », cette amélioration de géométrie permet
d’éliminer I’éjection des ions selon I’axe z (1). Ce probléme d’éjection est lié a la dimension
finie de la cellule. La conception de la cellule « infinie » est basée sur la possibilité de moduler le
champ électrique d’excitation d’une cellule infiniment longue a une cellule avec une dimension

finie. Pour cela, les plaques de piégeages sont composées de 11 segments reliés par 10
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résistances de 1 kQ permettant I’application d’un potentiel RF variable le long des plaques de
piégeage (Figure 2). L’élimination de I’éjection suivant I’axe z permet une excitation des ions
avec un rayon d’orbite plus grand, conduisant au renforcement du rapport signal sur bruit. Il en
résulte une meilleure précision de masse, et une procédure d’excitation prévisible. En pratique
sur les spectres de masse I’utilisation d’un rayon d’excitation plus grand conduit & I’observation

de la troisieme harmonique pour les signaux les plus intenses.

Receiver 1
Transmitter {

v

ri>| T K
T—N

; F—
.

-

D

LAY
TR
T

=

LN

Transmitter 2

+— resistoe chain

Receiver 2

Figure 2. Schéma la de la cellule « infinie » présentant les 11 segments de la plaque de piégeage

reliés par une série de résistances.

La spectrométrie de masse a transformée de Fourier couplée a [I’ionisation par
électronébulisation est un outil puissant (2) notamment pour I’étude de systemes non-covalents.
Etant une source de désorption/ionisation douce, I’ESI est capable de préserver les associations
non-covalentes pendant la désorption des agrégats a partir de la solution. De plus, pour les
systemes macromoléculaires, les spectres de masse produits en mode ESI montrent une série
d’ions multicharges a des valeurs m/z réduites et donc facilite leur analyse. Ceci donne acceés a
I’étude de molécules de trés hautes masses moléculaires avec des analyseurs caractérisés par une

gamme de m/z modeste.

Les ions formés dans la source a pression atmosphérique sont focalisés et transférés dans
un filtre quadripolaire qui permet de sélectionner un certain ion, qui peut étre ensuite activé dans
une cellule de collision, faisant également office de piége linéaire (h2). Dans le dernier cas
I’accumulation des ions dans le piége linéaire h2 est possible avant leurs injections dans la

cellule ICR, la sensibilité et la gamme dynamique peuvent étre encore plus renforcées (3-5).
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2.1. Conditions expérimentales de la source electrospray et les
parametres du traitement des spectres de masse.

(@) : En mode négatif, les solutions d'’ADN et de 2’-déoxynucléotides-5’-monophosphates ont été
infusées dans une source d'électronébulisation Apollo 11 & débit de 120 L.h™* avec l'aide de gaz
de nébulisation N, chauffé a 150°C. Une tension de 3500 V est appliquée au capillaire
d’introduction. La sortie du capillaire de transfert est fixée a 300 V : Le skimmer | est fixé a 40V

et le skimmer Il est fixé a 8V.

(b) : En mode positif les solutions d’ADN ont eté infusées dans une source d'électronébulisation
Apollo 1l & débit de 120 L.h™ avec l'aide de gaz nébulisation N2 chauffé & 200°C. Une tension
de -3000 V est appliquée au capillaire. La sortie du capillaire a été fixée a -300 V : Le skimmer |

est fixé a -40V et le skimmer |1 est fixé a -6V.

(c) : Tous les spectres de masse ESI ont été acquis avec le logiciel xmass (version 6.1, Bruker
Daltonics). La gamme m/z est fixée de 200 a 2000 Th. Le signal transitoire a été amplifié et
numérisé a l'aide de 512K points résultant de l'enregistrement d'un signal dans le domaine
temporel de 0,47 s transformé en domaine fréquentiel par une transformée de Fourier (un
remplissage de zéro et de Sinbell apodisation). Les rapports m/z expérimentaux ont été comparés
aux m/z theoriques et des erreurs de mesure moins de 5 ppm sont retenues. Les pics des spectres
de masse (spectres ESI) ont été marqués a l'aide de nomenclature de McLuckey (6) qui a été
modifiée ainsi (Schéma 1) : afin de décrire la perte de base nucléique dans la molécule, des
formes radicales ou anion, la nomenclature a été modifiée a I'aide du capital B (Schéma 1) au lieu
de BH pour nucléobase neutre. Une apostrophe a été utilisée pour montrer la perte de H (i.e., 'B).

Un anion ou une espéce radicale, ont ainsi été notés ‘B ou 'B".

O
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Scheéma 11.1 : Nomenclature utilisée pour décrire la nucléobase (thymine) en phase gazeuse.

3. Parameétres de I’instrument et conditions des expériences en MS/MS

3.1. SORI-CID et ’'IRMPD

Les modes d’activations (SORI-CID) ont été accomplis a l'aide d'argon comme gaz de
collision. Un décalage de fréquence de 600 Hz est appliqué pendant un temps de 250 ms. Un
retard de 2 s de pompage a été utilisé avant les étapes d'excitation et de détection. Tous les
spectres de masse ont été étalonnés en mode interne. Les ions sont excités en utilisant une
amplitude d'excitation du 7.8 V., pour les oligonucléotides 6mer, 6 V,, pour les 2’-
déoxynucléotides-5’-monophosphates et de 5.5 V,, pour les complexes non-covalents
dinucléotides. Les expériences IRMPD ont été réalisées avec un laser CO, 25 W (Synrad,
Mukilteo, WA, Etats-Unis) a une longueur d’onde de 10,6 um. L’énergie d'irradiation de photons
a été fixée a 50% de la puissance maximal du laser. Un temps d'irradiation variable de 50 a 80

ms a éteé imposé.

3.2. EDD-EID

Pour les expeériences d’activation en mode EDD, les électrons ont été produits a partir
d'une cathode creuse chauffée indirectement (diametres intérieur et extérieur de 3.5 mm et 7.6
mm, respectivement), située a 88 mm de la cellule ICR. lls ont ensuite été introduits dans la
cellule ICR. Un courant de chauffage de 1.5A a été appliqué a un élément chauffant situe
derriere la cathode. Une électrode de verre (6 mm de diameétre intérieur) située immediatement
devant la cathode a été porté a -20 V. Le temps d’irradiation des électrons et une tension de

polarisation ont été variés d’une expérience a I’autre et sont décrits dans le tableau suivant:

Table 3. Temps d’irradiation et tension de polarisation pour utilisés les expériences EDD-EID

Temps d’irradiation (S) | Tension de polarisation (ECD bias V)
EDD DN 6mer 3 195
E1D2:_déoxynuciéotide-5"-monophosphate 3 13
EDD (ou charge stripping) apn 0.1 30
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1. Etude des désoxy-oligonucléotides multidéprotonés par

electron detachment dissociation (EDD).

1.1. Introduction

L’electrospray est une source d'ionisation douce permettant d'analyser des especes de
haute masse moléculaire telles que les oligonucléotides (1-3). Cette source conduit a la
production d’especes multichargées intactes en phase gazeuse a partir de macromolécules qui
peuvent méme préserver des interactions non covalentes comme, par exemple au sein des
duplexes d’ADN (4). Différentes techniques d'activation en phase gazeuse ont été utilisées
pour dissocier les oligonucléotides, la plus commune étant la dissociation induite par
collision (CID) (5,6). Cependant, dans ce cas, les séries d’ions fragments de séquences
d’ADN riches en thymine (4) peuvent étre incomplétes (7,8). En fait, il a été montré que la
premiere étape de dissociations d’ADN multidéprotoné implique la perte d’une base
nucléique B; (formation de [M-nH-Bi]™) qui induit consécutivement la formation d’ions
produits complémentaires [ai-Bi]" et w; (9-11). Or, la perte de la thymine est
thermodynamiquement défavorisée en raison de sa relative faible affinité protonique ce qui
explique la grande stabilité des oligonucléotides riches en thymine sous CID (12,13).

Le processus d’activation par capture d'électrons (ECD) a été développé a l'origine par
Zubarev et al (14-16). Cette méthode est généralement appliquée a des molécules
multiprotonées en utilisant des électrons a faible énergie cinétique (0-2 eV). La capture
d'électrons étant exothermique (5-7 eV) en raison de la diminution de I'état de charge, elle
induit la rupture de liaisons covalentes par un processus radicalaire (17). Ce mode de
dissociation est largement utilisé pour I’étude de peptides présentant des modifications post-
traductionnelles. En effet, le processus ECD se produit aléatoirement le long du squelette
peptidique permettant de préserver des groupements labiles comme les groupements
phosphates et donc ceux de I’ADN (17,18). Complémentaire a I'ECD, I’EDD (dissociation
par détachement d'électrons) est dédiée aux molécules multidéprotonées. Or, le mode ion
négatif est choisi pour analyser I’ADN en raison de la présence de plusieurs groupements
phosphates considérés comme de forte acidité en phase gazeuse. Généralement, le processus
EDD est produit par des électrons ayant une énergie cinétique significativement plus élevée

que pour I'ECD (> 10 eV) (19-21). Le mouvement de I'électron est lié a une longueur d'onde
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qui dépend de I'énergie cinétique, qui permet ou non par interférence avec I’ion multichargé
de provoquer le détachement d’un ou plusieurs électrons (electron stripping) (22,23). Il faut
noter que, sous collisions de haute énergie cinétique (24,25) (plusieurs keV) le processus de
détachement d'électrons (ou electron stripping) peut étre observé. Ce processus est observé
surtout dans les collisions de haute énergie mais aussi pour des processus induits par
bombardement d’électrons. Xu et al. ont étudié les fragmentations d’oligonucléotides doubles
brins associés a des médicaments par EDD (21). Ils ont observé une bonne efficacité de
détachement d'électrons mais les ions fragments sont produits avec une trés faible abondance.
Hakansson et al. (26) ont étudié des simples brins d'oligonucléotides doublement chargés
(i.e., 6 mer) par EDD et ils ont observé des ions fragments dont certains difféerent de ceux
produits avec des méthodes d’activation ergodiques telles que le CID ou I'IRMPD. En
particulier, la présence d’ions radicaux de la série a;"" a pu étre mise en évidence. Récemment,
a l'aide d’expériences de double résonance pour éjecter un des radicaux de la série a;" formé
pendant des expériences EDD, ils observent une diminution de I'abondance des ions produits
[ai-T]". Ce résultat suggere que les ions fragments [a;-T] sont produits grace aux dissociations
consécutives des ions radicaux de la série a;" par des processus radicalaires. Différentes
méthodes d'activation peuvent étre utilisées pour obtenir le détachement d'électrons a partir
des molécules multidéprotonées. Par exemple, ce processus peut avoir lieu par
photodétachement d’électrons (EPD) sous irradiation UV (27, 28). En utilisant cette méthode,
Gabélica et al. (27) ont montré que le détachement d’électrons est dépendant de la nucléobase
(présence de la guanine). Cependant, des ions fragments sont peu observeés en mode EPD.
L'objectif de cette étude était de comparer les différences de fragmentations de I’ADN
multidéprotoné par activation CID et EDD. Les expériences de double résonance et de MS?
ont été réalisées sur des ions a nombre impair d’électrons, afin d'obtenir des détails
supplémentaires sur les mécanismes de I'EDD. De ce fait, la contribution respective des
processus de I'EDD et de I'EID dans les spectres MS/MS a pu étre démontrée. Le
comportement et lI'influence des nucléobases dans les processus EDD ont été examinés. Enfin
les mécanismes ont été proposés pour expliquer les fragmentations impliquant des processus

radicalaires.
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1.2. Résultats

1.2.1. Spectres de masse ESI d’ADN 6-mer d(T,CT5) en mode négatif

La Figure 1 montre le spectre de masse ESI de I’ADN d(T,CTs) enregistré en mode
négatif. Le pic principal correspond & I’ion doublement chargé [M-2H]* (m/z 872), trés
intense, ce qui permet facilement d’effectuer des expériences MS/MS particuliéres telles que
la double résonnance ou les expériences MS® séquentielles. On observe également des
especes déprotonées cationisées, pour lesquelles un ou plusieurs protons sont remplacés par
un ou plusieurs cations sodiums, ces ions étant de méme état de charge que I’ion principal
c'est-a-dire doublement déprotonés. Par contre, les ions intacts ayant d’autres états de charge
ne sont pas observés a I’exception de I’ion [M-3H]* (m/z 581) qui est détecté avec une trés
faible abondance. Il faut noter que ces ions pourraient étre formés dans la source ESI, mais le
spectrométre de masse est optimisé pour la transmission de I’ion doublement chargé.
Notamment le quadripdle est réglé pour favoriser le transfert des ions dans la zone de m/z
autour de 900, ce qui conduit a défavoriser la transmission des ions de m/z inférieurs et donc
les ions de plus hauts états de charge. De méme, le temps de vol entre la cellule ICR et la
cellule de collision peut induire une discrimination des ions selon leurs rapports m/z.
Concernant les ions fragments en source, on observe un seul ion de la série y; (ys> m/z 720),
cet ion fragment probablement produit par des réactions d’hydrolyse dans les gouttelettes (ou

les agrégats) lors de leur déprotonation (ou par désorption).
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Figure 1 : Spectre de masse ESI en mode négatif d’ADN 6-mer (T,CTs).
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1.2.2. Activation d'’ADN 6-mer multideprotone par SORI-CID

Une série d’ADN 6-mer [i.e., d(GTs), d(GsTs), d(T.ATs), d(T.CTs), d(Ts) et
d(GCATGC)] contenant un nombre de thymine variable, a été étudié par le mode SORI-CID.
Une faible amplitude d'excitation SORI a été choisie (3,4 V) pour limiter le nombre de
dissociations consécutives. Les molécules doublement déprotonées sont les plus abondantes
dans les spectres de masse ESI. Ces ions doublement chargés ont été sélectionnés et activés
en SORI-CID dans les mémes conditions, le spectre SORI-CID de I’ion [d(GTs)-2H]* (m/z
892) (Figure 2a) présente I’ion ws* (m/z 768) sans formation de son analogue simplement
chargé ws™ (m/z 1537). Toutefois, la série compléte d’ions fragments w; est détectée, mais ces
ions sont produits selon une trés faible abondance pour la plus part & I’exception de I’ion ws*
(m/z 768). Notez que la perte de nucléobase (G) ([M-2H-G]*, m/z 817) est détectée alors
qu'aucune perte de thymine n’est observée. L’ion ws> porte toute la charge initiale de I’ion
précurseur donc I’ion fragment complémentaire [a;-G1]” (m/z 115) ne peut pas étre formé.

Le spectre SORI-CID de I’ion [d(GsTs)-2H]* (m/z 917) (Figure 2b) présente les ions
complémentaires w;/[a;i-Bi]” (avec j = 3,4 et i + j = 6) correspondants aux ruptures dans la
région riche en guanine. A nouveau, I'ion [a;-G;] (m/z 115) n'est pas formé puisque I'ion ws>
reste toujours présent. Néanmoins, I'abondance relative de I’ion ws> diminue tandis que celle
des ions ws* et w, est renforcée. Les pertes directes de G sont favorisées par I’affinité
protonique important de cette nucléobase, et en particulier I'ion fragment interne [G2:G2]
(m/z 506) apparait.

Les spectres SORI-CID des ions [d(T2ATs)-2H]* (m/z 884) (Figure 2c) et [d(T,CTs)-
2H] (m/z 872) (Figure 2d) présentent des ions fragments dus aux pertes directes de bases A et
C, respectivement. Cependant, le couple d’ions fragments complémentaires [as-Bs]/ws™ (m/z
705 et m/z 929, respectivement) apparait avec des abondances similaires. L'abondance
relative de I'ion [as-As]” (m/z 705) est nettement plus élevée que celle de I'ion [as-C3]” (m/z
705). De la méme maniére, I’ion fragment [M-2H-As]* (m/z 817) est nettement plus
abondant que I'ion fragment analogue [M-2H-Cs]* (m/z 817). Enfin, parmi les ions produits
de faibles abondances, la série d’ions compléte w; est détectée, soit sous forme d’ions
simplement chargés (j = 1, 2 et 3) soit d’ions doublement charges W,-Z' (j=4eth).

Le spectre SORI-CID de I’ion [dTe-2H]* (m/z 880) (Figure 2e) présente également la

série complete d’ions w;". De plus, la série d'ions impliquant la perte de thymine ([&-Ti], i =
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2-5) a été détectée en tres faible abondance. Cela montre que la perte de thymine se fait avec
une trés faible constante de vitesse de dissociation.

Enfin, le spectre SORI-CID de [d(GCATGC-2H]* (m/z 894) de) (Figure 2f) qui
présente une seule base thymine est plus informatif. En effet ce spectre présente, en
particulier, plus d'ions fragments internes (i.e., [C2:C2], [T4:T4], [A3:T4] et [C2:T4] m/z
446, m/z 481, m/z 794 et m/z 1083, respectivement) comparés aux autres spectres d'ADN
étudiés. En outre, I'abondance de I’ion w;™ (m/z 306) a été fortement renforcée (d0 a la perte
de G) et les pertes de bases guanine, cytosine et adénine ont donné la série d’ions [M-2H-B;]
(m/z 1639, m/z 1655 et m/z 1679, respectivement) et en conséquence la série d'ions [a;-Bj] est
détectée (sauf pour i =1 et 4).

Par activation collisionnelle, tous les ions d’oligonucléotides 6-mer conduisent a une
série d’ions fragments simplement chargés w; (avec j < 4) en fonction de la séquence d’ADN
et plus particulierement de l'affinité protonique des nucléobases. L’ion complémentaire de
ws, [as-Bg] a été détecté bien que B = T. Les ions simplement chargées ws n'ont jamais été
observés, alors que l'ion simplement chargé w, est produit en compétition avec l'ion
doublement chargé w,* dans la plupart des cas. Dans le cas d'une séquence nucléotidique
plus aléatoire [i.e., (GCATGC)] présentant une seule thymine, les couples d’ions [&i-Bi] /w;
ont été détectés (sauf pour i = 1, 4 en raison de la formation de ws>" qui annihile la formation

de [a;-G1] et de la présence de thymine, respectivement).
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Figure 2. Spectres SORI-CID d’ions doublement déprotonés d’ADN 6-mer. (a) [d(GTs)-2H]*
(m/z 892), (b) [d(G3Ts)-2H]* (m/z 917), (c), [d(T-ATs)-2H]* (m/z 884), (d) [d(T.CTs)-2H]*
(m/z 872), (e) [d(Te)-2H]* (m/z 880) et (f) [d(GCATGC)-2H]* (m/z 894). La fléche plus
grande indique les ions simplement chargés et la fleche plus petite les ions doublement

chargés.

1.2.3. Spectres EDD/EID des ADN 6-mer déprotonés d(T,ATs;) et d(T,CTj)

La Figure 3a montre le spectre EDD-EID de I’ion doublement déprotoné [d(T,ATs3)-
2H]* (m/z 872) (les attributions des ions produits sont données dans le Table 1). Ce spectre
d’ions produits affiche une série compléte d’ions fragments simplement chargés w;
permettant une détermination simple de la séquence nucléotidique. Il est a noter que les
abondances relatives des ions produits ws™ (m/z 929) et ws> (m/z 760) dans le spectre EDD-

EID et le spectre SORI-CID (Figure 1c) sont similaires. Par contre, les ions simplement
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chargés w, (m/z 1218) et ws™ (m/z 1522), absents de spectre SORI-CID, sont détectés dans le
spectre EDD-EID. Il faut remarquer que I’abondance des ions de la série w;” augmente avec
la taille des ions produits, sauf pour I’ion ws™ pour lequel elle est renforcée en raison de la
présence de I'adénine a une position favorisant sa perte. L'ion de charge réduite [M-2H]™ (m/z
1745) produit par détachement d’un électron a été également détecté. En principe, I’ensemble
des ions fragments présents sur le spectre EDD est produit par la décomposition consécutive
de cet ion radical. En particulier, les ions fragments a nombre impair d'électrons sont
probablement obtenus par décompositions consécutives de I’ion [d(T.ATz)-2H]".
L'attribution de ces pics est ambigle, car ces ions peuvent correspondre soit a la séries d'ions
z;", soit a la série a;” (pour i = j = 4 et 5). De plus, deux ions produits liés a la perte inattendue
de la thymine (i.e., [as-T]" (m/z 994) et [as-T]" (m/z 1298) (ou [zs-T]) ont été détectés. Ces
derniers et les ions fragments w,™ et ws n’ayant pas eté observés dans le spectre SORI-CID,
sont probablement produits a partir de la dissociation d'anions a nombre impair d'électrons,
(Figure 1c). Ces ions produits pourraient étre spécifique au mode d’activation EDD.

Le spectre EDD-EID d'ion doublement chargé de d(T,CTs) (Figure 3b) montre des
ions fragments semblables a ceux observés pour d(T,ATs3). Il en est de méme pour les ions
produits impliquant la perte de base thymine, [z;-T]/[ai-T]". Le rapport d'abondance entre
les ions fragments ws et ws> est similaires & ceux observés dans le spectre SORI-CID de
I’ion [M-2H]* pour d(T»CTs) (Figure 1d). L’abondance relative de I’ion [as-C3]” (m/z 705) et
celle de son ion complémentaire ws~ (m/z 929) sont lIégérement inférieurs a celui de l'ion [as-
As] (m/z 705) et ws (m/z 929) du spectre EDD-EID de [d(T.ATs)-2H]* (Figure 3a et b). En
principe, les ions fragments w3 ainsi que les ions w,™ et ws', doivent étre produits a partir de
la décomposition consécutive de l'ion [M-2H]™ (anion a nombre impair d'électrons),
cependant, par la formation de I'ion doublement chargée ws*, une autre voie de
décomposition doit étre considérée. Il convient de souligner que tous les ions formes dans la
source ont été éjectés par une étape de double isolement pour I'ion précurseur, une premiére
étape d’isolement s’opérant dans le filtre quadripdle et une seconde, plus précise dans la
cellule ICR. Ainsi, les ions doublement chargés ([M-2H-B]* et ws*) doivent étre formés
pendant I'étape de bombardement d'électrons. Et donc, ils sont probablement produits
directement & partir de I'ion précurseur [M-2H]* par des processus EID (29) et non par

dissociation d’ions a charge réduite.
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Figure 3. Spectres EDD de [M-2H]% (a) m/z 884 pour d(T-ATs) et (b) m/z 872 pour d(T-CTs)

ADN. La fléche associé a un point () indique la formation d’un ion radical.

Table 1. lons fragments observés dans le spectre EDD-EID of [T,ATs]*

attribution théorique observé (m/z) erreur
(m/2) (ppm)
Wy 321.04878 321.04776 -3.2
Wy’ 625.09482 625.09290 -3.1
Ws 772.61888 772.61622 -3.4
[as-AH] 705.12158 705.11938 -3.1
[M-2H-AH]* 817.13148 817.12847 -3.7
[M-2H]* 884.65873 884.65592 -3.2
W3’ 929.14086 929.13927 -1.7
[as-T4] 1018.17918 1018.17725 -1.9
Z. 7 lag” 1143.21428 1143.21287 -1.2
[ds-H,OT 1224.18612 1224.18591 -0.2
Wy 1242.19848 1242.19766 -0.7
[as-Ts] 1322.22522 1322.22653 1.0
zs las” 1447.25977 1447.26154 1.2
Ws’ 1546.23723 1546.24072 2.3
[M-2H]" 1769.31692 1769.31392 -1.7
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1.2.4. Expériences de double résonance et MS®

Afin d'obtenir plus d'informations sur les différents processus impliqués par
I'activation EDD/EID et pour élucider l'origine des ions fragments doublements chargés, des
expériences de double résonance (Figure 4) ont été réalisées. Dans ce cas, I'anion a nombre
impair d'électrons [M-2H]™ est continuellement éjecté en utilisant une excitation résonante
pendant les expériences d’activation EDD-EID. Avec une amplitude d'excitation résonante
suffisamment élevée, l'ion [M-2H]™ peut étre éjecté de la cellule ICR avant de subir des
dissociations consécutives. En conséquence, seuls les ions fragments générés a partir de la
décomposition directe de I’ion précurseur doublement chargés [M-2H]* sont détectés dans
cette expérience de double résonance. Toutefois, si I'ion de charge réduite [M-2H]" se
dissocie avec une constante de vitesse tres élevée, alors ses ions fragments peuvent étre tout
de méme produits avant son éjection compléte et pourront étre détectés sur le spectre de
double résonance sous EDD. Cette expérience de double résonance a été utilisée pour I'étude
de constantes de vitesse de dissociation d’ions fragments intermediaires (30-33) et également
appliquée pour étudier la dissociation de peptides en mode ECD (34). Par ailleurs, cette
approche, qui peut donner une idée sur l'origine des ions fragments, est trés utile pour étudier
les mécanismes de dissociation (32, 35-39).

a) MS/MS b) DOUBLE RESONNANCE

Fragmentation direct Fragmentation direct

@ O o o O o

lon précurseur lon précurseur

Fragmentation consécutive Fragmentation consécutive
Ejection par résonnance
Figure 4 : a) Spectre MS? b) spectre de double résonance de I’ion [M-2H]" ou I’ion fragment

est ejecté continuellement pendant I’activation du précurseur, par conséquence les ions

fragments consécutifs issus de ce dernier ne peuvent pas étre détectés.
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Récemment Hakansson et al. ont utilisé cette approche pour I'étude des mécanismes
de dissociation d'oligonucléotides déprotonés [24]. Les spectres de double résonance de [M-
2H]" générés par détachement d'électrons de [M-2H]* sous activation EDD pour d(T,ATs) et
d(T,CTj3) (Figure 5a et 5c) présentent des ions fragments semblables a ceux observes dans les
spectres SORI-CID (Figure 1c et d), sauf I'ion w, qui n'était pas formé sous CID de l'ion
doublement déprotoné de d(T,ATs) et d(T,CTj). Ici la formation de I’ion w, peut étre due a
une décomposition avec une grande constante de vitesse de I’ion intermédiaire [M-2H]™ qui
est donc produit bien avant I’éjection de [M-2H]". Les ions fragments doublement chargés
[M-2H-B]% et ws> détectés dans les spectres EDD-EID (Figure 3a et b) sont préservés dans
le spectre de double résonance alors que les ions produits d’une part a;"/z4~ et a5 /zs"~ et ainsi
que les ions [a4-T] et [as-T]/[zs-T] ont disparu des spectres double résonance. Cela signifie
que les constantes de vitesse de formation de ces ions fragments sont suffisamment faibles
pour que ceux-ci ne puissent pas étre produits avant I'éjection de I'ion intermédiaire de charge
réduite. Des expériences MS® peuvent également donner des informations complémentaires
sur ces ions fragments et confirmer nos hypotheses précédentes. L'anion a nombre impair
d'électrons [M-2H]" produit par détachement de Iion [M-2H]* a été activé par SORI-CID
(Figure 5 b et d). La majorité des ions produits simplement chargés détectés dans les
spectres MS® (EDD-EID/SORI-CID) de [M-2H]" étaient aussi présents dans les spectres
EDD-EID des ions précurseurs [d(T,ATs)2H]* et [d(T.CTs)-2H]* (Figure 3a et b).
Cependant, I'ion fragment [as-As]” (m/z 705) produit a partir de la séquence d(T,ATs) est
absent bien que l'ion produit correspondant [as-C3]” (m/z 705) de d(T,CTs) soit détecté en
faible abondance. Il faut noter que l'abondance relative de la série d’ions w; est fortement
réduite par rapport a celle des couples d’ions a nombre impair d'électrons a’/z,".
L'abondance des ions fragments w; augmente avec la taille des ions produits. Enfin, comme
attendu, les ions produits doublements chargés ne sont pas détectés dans les spectres MS®
(EDD-EID/SORI-CID). Ces expériences ont également suggéré que les ions fragments [a;-T]
/[z,-T] sont susceptibles d’étre produits par une dissociation radicalaire et non pas
directement & partir de I'ion précurseur [M-2H]?. En fait, les ions radicaux a;"/z," perdent un

radical thymine pour donner I’ion fragment [a;"/z,"-(T-H)]" (équivalent a [ai/z,-(T-H)]).
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Figure 5. Spectres de double résonance (avec une énergie d'éjection de 19 V) de I’ion impair
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d(T.CTs).
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1.2.5. Spectre EDD-EID d’ ADN 6-mer déprotonés

Des brins d’ADN riches en thymine en association avec des peptides ont été etudié
avec succes par notre groupe (40). Dans ce travail, nous voulions étendre nos connaissances
sur la dissociation d’autres séquences d’ADN. Puisque les spectres EDD-EID de d(T,ATs3) et
d(T,CT3) (Figure 3) présentent des ions fragments semblables, nous avons effectué les
expériences EDD-EID sur des systémes du type d(GTs) et d(G3T3). Ces séquences d’/ADN ont
été choisies en raison de la présence soit d'une, soit de trois guanines qui étaient censées
améliorer I'efficacité du processus EDD. Les sequences d(Ts) et d(GCATGC) sont également
choisies afin de comparer nos résultats avec ceux antérieurs obtenus par Hakansson et al.
[23]. Contrairement aux exemples précédents (Figure 3 a et b), les ions a nombre impair
d’électrons a5~ et zs~ ainsi que la série d’ions w; ont été détectés, indépendamment dans le
spectre EDD du [d(GTs)-2H]* (Figure 6 a). Une série compléte d’ions w;" a eté détectée alors
qu’un seul ion de la série dn I’est (ds, m/z 1562). En outre, les ions & nombre impair
d'électrons as™ (m/z 1463) et zs~ (m/z 1438) sont accompagnés par leurs ions satellites en
raison de la perte de la thymine radicalaire (par exemple, [as-(T-H)]" (m/z 1338) et [zs-(T-H)]
(m/z 1313)). L’ion ws™ (m/z 1357) ainsi que I’ion [ws-(T-H)]" (m/z 1411) ont été également
observés. La perte de guanine neutre (G) a partir de I’ion précurseur [M-2H]* (m/z 892) ainsi
que I’ion de charge réduite [M-2H]™ (m/z 1785) ont été observés mais la perte de la guanine
radicalaire ([G-H]’) n’a pas été détectée.

Le spectre EDD-EID de [d(G3Ts)-2H]* (Figure 6.b) montre des ions fragments
similaires & ceux détectés sur le spectre EDD-EID de [d(GTs)-2H]?. La différence entre ces
spectres EDD-EID est la présence spécifique d’ion fragment [ai-Bi]™ (i.e., [a2-G2]” m/z 426 et
[as-G3] m/z 755) & partir de [d(GsT3)-2H]*. La perte de la guanine radicalaire a été détectée a
partir de I’ion fragment a nombre impair d'électrons zs~ ainsi que la perte de thymine
radicalaire & partir de zs™ dans le spectre EDD-EID de [d(GTs)-2H]*. Pour la séquence d(Ts),
certaines ambiguités sont apparues car les ions w;” ont les mémes rapports m/z que des ions d;’
. Le spectre EDD-EID de la séquence ([dTs-2H]* Figure 6¢) montre la série compléte d’ions
w;/d;i". En plus des ions fragments radicalaires as"/zs~ (m/z 1134) et as/zs™ (m/z 1438), des
ions satellites produits par la perte consécutive de thymine radicalaire ont été détectés.

Enfin, dans le spectre EDD-EID de d(GCATGC) (Figure 6d), une série incompléte
d’ions [a;-Bi] est détecté comme dans le spectre SORI-CID (Figure 2f). Seul I’ion z5™ (m/z

1442) a nombre impair d'électrons (sans son ion satellite [zs-Gs]) est détecté. En général,
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tous les spectres EDD-EID de [M-2H]* ont montré des ions fragments similaires (par
exemple, la série d’ions simplement chargés w, et I’ion doublement chargés ws>). La

thymine radicalaire est libéré & partir des ions a nombre impair d'électrons, a;” ou z;".
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Figure 6. Spectres EDD de I'ADN (a) d(GTs) m/z 892, (b) d(GsT3) (m/z 917), (c) dTe (m/z
880) et (d) d (GCATGC) (m/z 894).
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1.2.6. Spectres EDD d’ADN de plus grande taille (12-mer multideprotonés)

La Figure 7 montre le spectre EDD de I’ion [M-4H]* pour I’ADN 12-mer
(T4(GC)2A4) qui est auto-complémentaire. La perte d’un ou deux électrons méne a des anions
radicalaires. La majorité des ions produits est de la série simplement charge w;, mais cette
série n'est pas compléte, un seul ion fragment triplement chargé wi;> est détecté avec une
forte abondance. Cet ion fragment présente un comportement similaire a celui de l'ion ws
présent dans les spectres EDD des ADN 6-mer. Aucun ion fragment de la série [a;-Bi] n’est
détecté. Au contraire des spectres EDD d'oligonucléotide 6-mers, le spectre EDD de I’ADN
12-mer multidéprotoné présente tres peu d’ions fragments. Aucune série complete d’ions
n’est détectée. L’ion de charge réduite est toutefois détecté avec une forte abondance relative.
Ce comportement peut étre expliqué par le fait que les liaisons faibles, comme des liaisons
non covalentes, peuvent étre préservées dans ce mode d'activation. De plus, cet ADN est
auto-complémentaire et peut conduire a la conformation de type Hairpin. Dans ce cas, méme
si les liaisons covalentes sont rompues aprés le détachement d'électrons, le systeme est
toujours associé par des liaisons non-covalentes. En outre, les deux ions radicaux peuvent se
recombiner pour former un ion & nombre pair électron (41).

[M-4H]*
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Figure 7. Spectre EDD d’oligonucléotide 12 mer T4(GC),As [M-4H]* m/z 910,18.
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1.2.7. Comparaison des spectres EDD/SORI-CID et SORI-CID d’ADN 12mer

multidéprotoné

Le spectre EDD de I’oligonucléotide 12-mer (Figure 7) ne présente pas assez d'ions
fragments, mais I’abondance des ions de charge réduite est relativement élevee. En
comparant les résultats obtenus, par activation EDD, & partir des ions précurseurs [M-4H]*
(12-mer) et [M-2H]* (6-mer). Nos résultats ont montré que l'efficacité de détachement
d'électrons augmente lorsque I’état de charge de I’ion précurseur augmente. Cependant,
I'efficacité de fragmentation n'augmente pas significativement avec I'état de charge. Afin
d'améliorer l'efficacité de fragmentation, I’ion de charge réduite [M-4H]™ est isolé et ensuite
activé par SORI-CID (Figure 8b). Des fragmentations importantes ont été obtenues. Les
ruptures produites sous SORI-CID sont davantage « nucléobase» dépendant que dans le
spectre MS® (EDD/SORI-CID) (Figure 8a). En particulier, dans le spectre CID, les
informations de séquence sont absentes au niveau de la partie riche en thymine. En SORI-
CID, seulement deux ions fragments, d,” et ds’, sont détectés avec une faible abondance pour
la série d,. Les ions produits de la série z, ne sont pas détectés, mais les ions de la série [a;-
Bi]" sont beaucoup plus abondants que dans le spectre EDD/SORI-CID.

Le spectre EDD/SORI-CID montre plus d’ions fragments par rapport au spectre
SORI-CID et donne une série compléte d’ions w;. L’ion fragment wy;> a été observé avec
une tres forte abondance relative, alors que dans le spectre SORI-CID, cet ion n'est pas
détecté et aucune série d'ion compléte n’est produite. En plus de la série d'ion w;™", le spectre
EDD/SORI-CID présente 4 séries incompleétes : di'", ai", [ai-B]™, z™". Il faut noter que dans le
spectre EDD/SORI-CID les ions radicalaires sont de la série a, et z,, et sont observés dans
des hauts rapports m/z. La série d’ions radicalaires commence a partir de as™> pour la série a,
et pour la série de zy, deux ions fragments zy"> (m/z 1507), z11™> (m/z 1604) sont observés.
Toutefois, la perte de base & partir de ces ions n’est pas observée. Seul I’ion [a;-G7]* est
détecté, celui-ci peut étre obtenu & partir de I’ion a;* (m/z 956), mais il peut aussi étre formé
indépendamment de ce dernier, par les voies de fragmentation conventionnelles parce que la
base guanine est facilement protonée. Dans ce cas, cette rupture est favorisée par un
mécanisme classique (impliquant une excitation vibrationelle), ce qui est en accord avec le
fait que cet ion posséde une intensité importante dans le spectre SORI-CID. On observe aussi
la série d’ion d, qui n'est pas radicalaire, sauf I’ion fragment di;">". La perte des bases neutres
guanine, cytosine et adénine a partir de l'ion précurseur est observée dans le spectre

105



tel-00833409, version 1 - 12 Jun 2013

Chapitre Il : Résultats et discussion

EDD/SORI-CID, tandis que dans le spectre SORI-CID la perte de la cytosine n'est pas
observée sans raison précise. Pour avoir une vision plus claire des différents fragments
obtenus, les ions observés sur les spectres sont reportés sur la séquence (Schéma 1). Il est
évident que la séquence est incomplete dans le spectre SORI-CID en particulier dans la
région riche en thymine (-TTTT-), tandis que le spectre EDD/SORI-CID permet un

séquencage complet.
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Figure 8. (a) Spectre SORI-CID de [M-3H]* et (b) spectre EDD/SORI-CID de [M-4H]™ de
I’ADN T4(GC)2As.
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Schéma 1. Fragmentations observées pour I’ADN multidéprotoné par SORI-CID (en haut) et
par EDD/SORI-CID (en bas)
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1.3. Discussion

L’ion doublement chargé ws> a été détecté dans les spectres SORI-CID pour toutes
les séquences d’ADN 6-mers étudiées sans formation d’ion simplement chargé ws™ et de son
ion complémentaire. Ce comportement peut étre lié a la position initiale des charges qui sont
localisées dans les groupes phosphate (Schéma 2). Le fragment [a;-B1]” ne présente aucun
groupement phosphate et devrait donc étre perdu en tant que neutre aprés dissociation des
complexes de type ion-dipdle (42,43). Le spectre SORI-CID de I’ion [dTe-2H]* (m/z 880)
produit une séries d'ions [a-Ti] (i = 2-5) impliquant une perte de base thymine. Cette perte
est difficile a rationaliser par un chemin réactionnel classique. En effet, Gross et al. (7)
considerent la formation d'un intermédiaire zwitterion formé par un transfert intramoléculaire
de proton a partir du phosphate en position 5’ concerté avec la perte de la base. Il a été
démontré que la substitution du OH des diesters par des méthyl-phosphates en position i (i =
1-4) conduit a une diminution de lI'abondance des ions [ai+1-Bi+1]” ce qui est cohérent avec
cette hypothése (10). Contrairement aux spectres SORI-CID des ion [M-2H]%, leurs spectres
EDD-EID montrent la production de I’ion simplement chargé ws, cet ion étant probablement
produit selon une voie de fragmentation de type radicalaire. Dans le spectre SORI-CID des
ions [d(T-ATs)-2H]* et [d(T,CTs)-2H]* et dans les spectres de double résonance des ions de
charge réduite, I'abondance relative de I’ion [a3-Asz] est plus élevée que celle de I’ion [az-Cs]'.
Ce comportement peut étre expliqué par la formation de zwitterions (44-46) qui pourraient
étre produits au cours de I’étape de désolvatation. La protonation de dA est favorisée parce
que son affinité protonique qui est légérement supérieure a celle de dC (APg4s > APga > APgc
>> APyt (47)). La Figure 1f montre le spectre SORI-CID de I’ion [d(GCATGC)-2H]* (m/z
894) dans lequel I'abondance de I’ion w;™ (m/z 306) est fortement renforcée par rapport a celle
de son ion complémentaire (i.e., [as-G], m/z 1332). En fait, I’ion w;~ peut étre produit par la
décomposition consécutive de nombreux autres ions fragments tandis que I’ion [as-G]™ peut
subir des dissociations consécutives et produire des ions fragments internes ([C2:C2]" (m/z
466), [C2:T4] (m/z 1083) et [T4:T4] (m/z 481)). Cette hypothese est confirmée par les
expériences IRMPD sur I’ion [GCATGC-2H]* (m/z 894) effectuées sous différents durées
d’irradiation laser (0,04 s, 0,06 s, 0,08 s et 0,1 s pour chaque expérience). L’ion fragment [as-
Gs]” n’est pas détecté, alors que I'abondance de I'ion w;™ a considérablement augmentée avec
le temps d'irradiation laser, tandis que celle des autres ions produits a diminué. Cela montre

que I’ion w;" a plusieurs origines et est donc renforcé par décompositions consécutives.
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Schéma 2. Séquence d’ADN 6-mer. La charge se trouve sur un ou plusieurs groupes

phosphate.

Le spectre double résonance (EDD-EID de [T,ATs-2H]*, m/z 884 avec éjection de
[T,AT3-2H]" m/z 1769) (Figure 3a) et le spectre en mode MS® (EDD-EID de [d(T.ATs)-
2H]* suivi par SORI-CID de I’ion intermédiaire [d(T2ATs)-2H]") (Figure 3c) ont montré que
I’ion [as-As] est produit & partir de I’ion [M-2H]* par un chemin passant probablement par la
formation de I’ion [M-2H-AJ* comme un intermédiaire. Les ions produits doublement
chargés n’ont pas été détectés dans le spectre d’activation en mode MS® (EDD-EID/SORI-
CID) des ions [M-2H]"~ produits & partir des ions [d(T-ATs)-2H]* et [d(T.CTs)-2H]?), alors
qu’ils étaient présents dans le spectre de double résonance de ces mémes oligonucléotides
(Figure 3a et c). Ce résultat confirme que les ions doublements chargés détectés dans les
spectre EDD-EID (Figure 2a et b) sont produits directement a partir de I’ion précurseur [M-
2H]?* par des processus EID avant le détachement d'électrons (48). En fait, I'EID se produit
lorsque I'énergie d'activation est inférieure a I'énergie de détachement d’un électron mais est
suffisamment élevée pour promouvoir une excitation électronique. En utilisant cette méthode
Lioe et al. ont comparé le mode EID avec le mode CID de faible énergie sur des acides
aminés protonés. lls ont considéré que la fragmentation en EID implique en méme temps des
excitations électroniques et vibrationnelles (49). Cette méthode a été également appliquee
pour fragmenter des saccharides glycosaminoglycanes monochargés (50).

Les ions fragments & nombres impairs d’électrons qui sont isomeéres en séquence (i = j
=4) (as /z4" et as /z5s") avec leurs ions analogues sont toujours présents dans les spectres de
double résonance des ions de charge réduite produits & partir des ions [d(T>ATs)-2H]* et
[d(T-CTs)-2H]%. Ces ions ne sont pas détectés dans les spectres MS® (EDD-EID/SORI-CID)
des ions [d(T,ATs)-2H]* et [d(T.CTs)-2H]?, ainsi que les ions satellites [a,-'T'] et [as-'TT
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[zs-'T'] (équivalent aux ions [as-T4] et [as-Ts]/[zs-Ts]). Ceci est cohérent avec I'hypothese
que [as-'T] et [z5-'T]/[zs-'T] sont produits a partir des décompositions consécutives des
ions a, et as /zs par perte radicalaire d'une base thymine (T°).

Les ions simplement chargés ws ont disparu des spectres de double résonance des
ions de charge réduite produits & partir des ions [d(T,ATs)-2H]?* et [d(T.CTs)-2H]* mais les
ions wy (m/z 1242 et m/z 1218) sont encore présents. Néanmoins, dans les spectres SORI-
CID des ions [d(T,ATs)-2H]* et [d(T.CT3)-2H]*, ces ions ws ne sont pas détectés. Notre
hypothése est que ces ions w, ont été produits a partir d’un processus de dissociation de
grande constante de vitesse ce qui implique qu’ils sont produits avant que I’éjection des ions
a charge réduite [M-2H]" ne soit complete.

Pour confirmer notre hypothése, des expériences de double résonance de I’ion
[d(T.CT3)-2H]™ avec différentes amplitudes d'éjection ont été réalisées. Une telle évolution
en fonction de I’amplitude de la double résonance n'a été effectuée que pour les peptides.
Cette expérience permet I'obtention d'informations sur la cinétique des différents processus de
dissociations [51]. Lorsque I'amplitude d'éjection des ions est augmentée jusqu'a 0.75 Vp.p,
I’ion de charge réduite [M-2H]" a disparu (Figure 9), mais I'abondance des ions fragments
reste inchangée. En fait, si la constante de vitesse de dissociation (kq) est plus grande que
celle de I’éjection (k.), certains ions fragments peuvent étre observés en dépit de I'éjection de
I’ion de charge réduite intermédiaire. L'ion radical a™ et ses séries d’ions consécutifs [a;-'T ]
ont disparu a partir 4 V., (Figure 9). Enfin, I’ion ws™ a disparu a partir de 19 V., alors que
I’ion wy était encore présent.

Il faut noter que, a 19 V,,, I’ion fragment ws™ (m/z 1546) a probablement eté éjecte
directement par excitation hors résonance (comme en SORI-CID avec une grande amplitude)
parce que sa fréquence est relativement proche de celle de I’ion de charge réduite. Dans ce

cas cet ion peut étre produit par les mémes voies de fragmentation discutées pour I’ion wj.
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Relative abundance

VP;P

Figure 9. Courbes d'abondance relative des ions fragments en fonction de I'amplitude

d’éjection des ions [M-2H]" lors des expériences de double résonance.

Voie fragmentation lente

MS/MS
Voie fragmentation rapide
Population d’ion
W4_
VoiefragMn lente
Double /
résonnance Voie fragmentation rapide

Population d’ion w, issue du
processus rapide

Figure 10. Expérience de double résonance de [M-2H]" dans lequel les ions w, ™ issus d’un

processus a grande constante de vitesse de dissociation peuvent étre détectés.
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En particulier, dans le cas de I’ion wy,, I'évolution suggeére qu’il existe plusieurs
populations d'ions fragments qui se dissocient avec des constantes de vitesse différentes. A
notre avis, la population d’ions qui est issue de la dissociation avec kq faible correspond aux
complexes ion-dipble de plus longue durée de vie (par exemple, [wy, a,']) qui sont éjectés
avant leur dissociations (i.e., [wy, a,’] — w4 + ap). L'existence de tels complexes a été
examinée en particulier dans le cas des peptides et leur formation permet d'expliquer la
formation d’ions fragments ¢i"/z;"* en plus des ions ¢i"*/z;"* habituellement observés (34).
Cela explique probablement pourquoi sur la courbe de double résonance les ions a;” et w;
présentent une tendance similaire. 1l est a noter que méme avec une amplitude d'éjection
relativement élevée, une partie de la population des ions w, n’est pas perdue (Figure 10),
correspondant donc a des processus de dissociations avec kq €levé. Nous ne pouvons pas
exclure qu'une fraction des ions fragments w, et ws pourrait venir de processus de
dissociation «classique» (induits par la charge). Dans le spectre de SORI-CID de I’ion [M-
2H]? pour I’oligonucléotide d(T-ATs), les ions ws> et ws> ont, en effet, été détectés. De la
méme facon, I’ion de charge réduite [M-2H]" pourrait donner des ions w, et ws par un
processus non-radicalaire. Dans ce cas, le radical doit étre localisé sur le neutre perdu.

De plus, nos expériences ont montré que la thymine est I'unique nucléobase perdue
sous forme radicalaire. Hakansson et al. (26) ont réalisé une expérience EDD sur I’ion
[d(As)-2H]? et ont trouvé la méme série d’ions radicaux isoméres en séquence (as /z4” et as”
/zs™) avec des ions satellites correspondants a la perte de l'adénine radical. Ces résultats
suggerent que cette base peut également étre perdue par un processus radicalaire, mais cette
hypothése doit étre confirmée par des expériences de double résonance, parce que l'adénine
peut facilement étre perdue par un mécanisme induit par la charge, comme il est montré par
SORI-CID.

L'abondance relative des ions w; présents sur les spectres d’activation en MS® EDD-
EID/SORI-CID de [d(T2ATs)-2H]* et [d(T,CTs)-2H]* augmente avec la valeur m/z des ions
produits. Ce comportement refléte la distribution réguliere de la charge le long de la séquence
et montre que la fragmentation en mode EDD est indépendante de la séquence nucléotidique.
Tres probablement, les charges négatives sont localisées sur tous les groupements phosphates
en competition. Dans un travail récent de dissociation par photodétachement d’électrons
(EPD), Gabelica et al. ont démontré que l'efficacité de détachement d'électrons est dans
l'ordre dGg > dTs > dAs > dCs. L'efficacité de photodétachement est donc fortement
dépendante de la base (51). En particulier, la guanine qui possede la plus faible énergie

d'ionisation et une faible affinité électronique des base nucléiques (52, 53), a donné une plus
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grande efficacité de détachement d’électrons sous EPD UV a la longueur d’onde de 260 nm.
D'autres études ont montré que lorsque le brin d'/ADN contient la guanine, la plus haute
orbitale moléculaire occupée peut étre située sur la base et non sur le phosphate (54,55). En
se basant sur nos resultats expérimentaux, un mécanisme est proposé pour la dissociation par
voie radicalaire de I'ADN sous activation EDD (Schéma 3) dans lequel la charge est
spectatrice. Il est considéré que la charge négative est localisée sur le groupe phosphate. Le
détachement d'électron donne lieu a un radical phosphate instable. Dans le Schéma 3a, un
transfert 1-5 d’hydrogéne donne un radical tertiaire plus stable. Consécutivement, un transfert
1-4 d’hydrogene, conduit & la formation des ions fragments complémentaires z; et d;. Enfin,
la perte de 'T" donne I’ion [z-T]". Ainsi, dans un processus trés analogue, (Schéma 3b), il est
possible également d'expliquer la formation des ions fragments a;", [ai-Ti] et w;".

—_— .
1 T o:FL—o/—\ H 7 o)
O=IT_O o | . | H-O O=F|’—OH :
0 —C’Q on OH |
H 0 _ .-
\—/ Q d; Zj
T o T

[arTT

Scheme 2. Proposed mechanism for DNA electron detachment dissociation.

[M-nH]" —3»  [M-nH-B]"™" — [a}-B]™ + w,("™"

-B
M-nHI™ —m &™ + ™™ — [arB]™ + w; ("

Schéma 3. Mécanisme proposé pour expliquer la dissociation de I’ADN multidéprotoné par

voies radicalaire .
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1.4. Conclusion

L’activation EDD des molécules multidéprotonées d’ADN montre une perte
abondante de la thymine radicalaire. Celle-ci est favorisée par un processus radicalaire alors
quelle est tres défavorisée (voire méme absente) par des processus de dissociation
conventionnels induits par la charge en raison de sa relative faible affinité protonique. En fait,
avec les modes d'activation vibrationnelle, la perte de nucléobases est la premiere rupture
menant aux séries d’ions complémentaires [ai-B;]” et w;. Nos expériences MS® séquentielles
(EDD/SORI-CID) et de double résonance ont montré que tous les ions fragments impliquant
la perte de la thymine proviennent de la série radicalaire a;". La combinaison de double
résonance et d’EDD/SORI-CID MS® permet le découplage des deux processus responsables
de la production des ions fragments produits a partir de I'EID et de ceux produits a partir
d’EDD. Les résultats des expériences séquentielles d'EDD, EDD/SORI-CID (MS®) et de
double résonance confirment la conclusion de Kinet et al. [48] : la perte de base en EDD
survient aprés clivage de la séquence alors qu’en activation vibrationnelle, la perte de
nucléobase est a l'origine des clivages de séquence d'/ADN (Schéma 3). Nous avons présenté
une évolution de I'abondance des ions fragments en fonction de I'amplitude de résonance
d'éjection en mode EDD afin d'obtenir des informations sur les constantes de vitesse des
différents processus de dissociation. Deux mécanismes impliquant des voies radicalaires ont
été proposés concernant seulement la base thymine, car la perte des autres nucléobase sous
forme radicalaire n’a pas été observée. Les expériences d’EDD avec I’oligonucléotide 12-mer
ont montré que I’efficacité de détachement d’électrons augmente avec I’état de charge, mais
le nombre d’ions fragments est tres limité, ce qui peut étre di a des liaisons non-covalentes
intramoléculaires. Enfin, il a été démontré que des processus EDD sont « aléatoires » le long
de la séquence alors que certains clivages plus spécifiques sont produits sous EID. La
technique EDD est un outil complémentaire a I’activation vibrationnelle (CID, IRMPD) pour
la détermination de la structure de I'ADN. En outre, les méthodes EDD et EDD/SORI-CID

permettent I'obtention de fragmentations particulieres des oligonucléotides.
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2. Etude de mononucléotides déprotonés par dissociation

induite par électron (EID)

2.1. Introduction

L’étude des décompositions d’oligonucléotides déprotonés a été menée avec succes en
utilisant des méthodes ergodiques d'activation tels que le CID (5,6,56) et I’'IRMPD (57). Les
spectres de dissociations obtenus par ces méthodes d’activation présentent des ions fragments
similaires car ils sont basés sur des processus impliquant une excitation vibrationnelle (58,
59). Dans de telles conditions d'activation, le processus de fragmentation de I’ion précurseur
a nombre pair d’électrons est principalement conduit par la charge. En conséquence,
I'orientation des fragmentations dépend fortement de l'affinité protonique de chaque groupe
fonctionnel dans I’espéce moléculaire chargée (dans le cas ou il n’existe pas de zwitterion)
(60). Quelques années auparavant, avec des systemes multichargés des méthodes d'activation
par bombardement d’électrons impliquant des processus radicalaires ont été développées
telles que ’ECD (electron capture dissociation 0-2 eV) pour les ions positifs multichargés
(14,16,61). Les ions multiprotonés sont en mesure d'accepter un ou plusieurs électrons (par
étape). La capture d'un électron est exothermique (5-7 eV) (62) en raison de la diminution de
I'état de charge et de plus, I’apparition de site radicalaire conduit a des especes chargés moins
stables. L’espéce de charge réduite distonique produit consécutivement des clivages de
liaisons covalentes (semblables ou non a ceux observés en CID). L’ECD comme I’ETD (63)
est largement utilisé pour la caractérisation des macromolécules biologiques. Cependant, ces
méthodes ont été rarement appliquées pour I’étude de fragmentation de I'ADN, car ces
especes sont généralement analysées par spectrométrie de masse en mode d'ions négatifs.
Plus récemment, les modes EPD (electron-photo-detachment) (27,28) et I’EDD (electron-
detachment-disssociation) (19,21,26) ont été utilisés pour la production d’ions fragments de
molécules d’ADN multideprotonées. Le processus de détachement d'électrons (electron
stripping) nécessite un bombardement par des électrons dont I’énergie cinétique est
supérieure a 20 eV. L’EDD a été appliqué avec succes sur des désoxy-oligonucléotides
multidéprotonés conduisant a des ions fragments complémentaires a ceux formés avec des
méthodes d'excitations vibrationnelles (48,64). Pour ’EDD, la durée d'irradiation par les

électrons (quelques secondes) est beaucoup plus longue que pour ’ECD (généralement
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inférieure a 100 ms) (21,65) a cause de la probabilité d’interaction avec des électrons rapides.
Par ailleurs, il a été montré que des dissociations induites par électrons (EID) a lieu
concomitants avec des processus EDD (48). Comme I’EDD, I'EID est effectué avec des
électrons dont I'énergie cinétique est élevée, mais cette technique peut étre utilisée avec des
especes simplement chargées négativement ou positivement (23,29,66-68). O'Hair et al. ont
comparé les fragmentations produites sous CID et I’EID d'acide aminé aromatique protoné
(49). lls ont observé que le processus EID produit des fragmentations tres différentes et
complémentaires a celles produites en mode CID de basse énergie. Zubarev et al. (69) ont
étudié I’activation de peptides protonés par ionisation électronique dissociative (méthode
d’activation également appelée EID mais impliquant un autre processus que celui étudié ici).
Comparé au CID, les différentes observés sont dus a la formation de structure distonique des
ions précurseurs. Dans nos précédents travaux, des expériences de MS® séquentielle de type
EDD/SORI-CID sur les ions [M-nH]"™ produits a partir de [M-nH]"™ avec activation EDD, et
les expériences de double résonance ont permis de clarifier l'origine des ions fragments
produits par EDD mais aussi simultanément par EID. Ces résultats ont montré en particulier,
que les processus EDD se produisent de fagon aléatoire le long de la séquence laou il y a la
charge, tandis que les processus EID dépendent essentiellement des propriétés électroniques
de nucléobases (comme en mode CID). Dans ce travail, nous avons comparé les dissociations
produites a partir des 2'-désoxynucléotide-5'-monophosphate déprotonés par EID et par CID.
Les voies de dissociations des 2'- désoxynucléotides-5'-monophosphates ont déja été étudiées
par CID (60,70-72) et plus réecemment par photodissociation sous ultra basse pression (73-75)
et en APPI (76). Habibi-Goudarzi et McLuckey, ont étudié sous CID de faible énergie du 2'-
désoxynucléotide-5' and -3' monophosphate (60) et ont montré que la perte de nucléobase est
nettement plus favorisée par la présence d'un groupe phosphate en position 3' plutdt qu’en
position 5°. En revanche, I'acidité de la base libre (ou de son radical) et la basicité en phase
gazeuse des nucléobases engagé dans la liaison N-C semblent jouer un réle important. La
décomposition de ces ions précurseurs conduit a davantage d’ions fragments en mode EID
par rapport au mode SORI-CID. En particulier, les spectres EID affichent certains ions
fragments a nombre impair d'électrons qui ne sont pas détectes dans les spectres SORI-CID.
Ce comportement refléte le réle d’une excitation électronique dont nous parlerons plus loin.
Notre principal objectif était d’atteindre un modéle basé sur une meilleure compréhension
mécanistique des processus EID. Des expériences MS® séquentielles, de double résonance et
d’échanges H/D ont également été réalisées afin d’éclaircir certains mecanismes de

fragmentations. De cette maniére, nos résultats suggeérent que des ions fragments peuvent
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former des complexes qui conduisent a la formation de certains ions fragments impliquant le

clivage d’une ou deux liaisons covalentes sans affecter le systeme non-covalentes.

ay NH, b) o <) NH, d) o

ﬁw fJ\NH /” N /N NH
NAD o NAO o <N | N/) o <N IN’)\NH2
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Schéma 4 : Structure des 2’-désoxynucléotide-5’-monophosphate.

2.2. Résultats et discussion

2.2.1. Spectres d’activation par SORI-CID et EID des 2'-désoxynucléotide-5'-

monophosphates

Sous EID, le 2'-désoxyguanosine-5-monophosphate déprotoné présente un
comportement particulier qui sera discuté plus tard.

Le Tableau 1 présente les intensités relatives des ions produits a partir des ions
précurseur 2'-désoxynucléotide-5'-monophosphates par activations SORI-CID et EID. Les
spectres de dissociations correspondantes (Figure 11) sont caractérisés par des ions fragments
en grande partie similaires. Dans tous les cas, I’ion fragment principal est [M-H-B] (m/z 195)
produit par la perte de base. Les ions fragments complémentaires (les nucléobases déprotonés
([B-HJ])) sont également observes dans les spectres SORI-CID des ions précurseurs [CMP-
H]™ (m/z 306), [UMP-H] (m/z 307), [AMP-H] (m/z 330). La formation de ces ions fragments
a été étudiée en détail par Rodger et al. (77) qui ont proposé que les deux ions
complémentaires [M-H-B]" et [B-H] étaient produits par un mécanisme intramoléculaires de
type E2 a partir de la structure déprotonée. En fait, ce processus est une syn-élimination,
dirigée par la charge négative, le site 5'-phosphate attaque le proton au 2'3C-H (en f de cycle
désoxyribose), car cette réaction est stériqguement plus favorable. Il convient de noter que,
I'élimination E2 intramoléculaire exige que le proton en position 2'C et le groupe partant soit
antipériplanaire (60), ce qui n’est stériquement pas possible avec le systeme étudié. Ce type
de réaction pourraient étre possible a partir de 3’-phosphate. Cela pourrait expliquer pourquoi
le seuil d’énergie nécessaire pour perdre une base a partir du 2'-désoxynucléotide-5'-
monophosphate est plus élevé que celle nécessaire pour le 2'-désoxynucléotide-3'-
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monophosphate (60). Un mécanisme alternatif peut étre proposé en considérant que la
dissociation du 2'-désoxynucléotide-5'-monophosphate déprotoné se produisent a partir d’une
population d'anions présentant une structure zwitterion (ZW) (i.e., deux charges négatives et
une charge positive) plutdt qu’une forme canonique simplement chargé. Pendant la
désolvatation de I'ensemble chargé, un proton peut étre transféré a la nucléobase. Une telle
protonation ne devrait pas se produire avec la thymine et I’uracile, en raison de leur faible
basicité respectives (47). En conséquence, les formations compétitives de [U-H] et [(UMP)-
H-U]" ne doivent avoir lieu. Or, ces deux especes anioniques complémentaires sont détectées
a m/z 111 et a m/z 195, respectivement (Table 1). Par conséquent, le mécanisme impliquant
un ZW comme forme intermédiaire, doit étre écarté. Ainsi, pour observer l'ion uracile
déprotoné (et perdre sa forme complémentaire neutre), un autre mécanisme doit étre
envisagé. En considérant un processus par étapes, on peut supposer que le transfert de proton
en 25C vers le groupe phosphate deprotoné en 5° permet d’assister la formation de la base
déprotonée. A partir de ce processus, la formation d'un complexe ion-dip6le ([(UMP-H)-B],
B’) se produit avec une insaturation en C,-C;. Durant la deuxiéme étape, un transfert de
protons intra ion-dipdle entre les deux partenaires a lieu a partir du groupe phosphate vers
I'uracile déprotoné. Ainsi, I'acidité de la nucléobase en phase gazeuse doit jouer un réle dans
I'évolution du rapport (r = [(M-H)-B] +[(M-H)-B-H,0])/[B-H]]. Nos résultats en SORI-CID
présentent des rapports d'abondances qui suivent I’ordre suivant : GMP > AMP > UMP >
CMP. Cette évolution suggere de comparer seulement deux a deux les nucléobases de la
méme famille purine (nucléobase G, A) et pyrimidine (nucléobase U, C). Le rdle joué par
I'acidité n’est pas la seule cause, en effet, I'énergie d'excitation appliquée influence fortement
ce rapport (r) comme I’a montré le travail de Kebarle (70) ou il y a compétition entre une

rupture simple du complexe et réarrangement par transfert de proton.
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Table 1: Abondance relative des ions fragments produits dans les spectres SORI-CID et EID de 2'-
désoxynucleotides-5-monophosphates déprotoné (ions radicaux en gras) r=([(M-H)-BH] +[(M-H)-BH-H,O])/[B-H1)

CMP UMP AMP GMP
miz CID(EID) miz CID(EID) miz CID(EID) m/z CID(EID)

[M-H-43] 263 0.09 (0)

[(M-H)-BH] 195 0.64 (0.39) 195  0.79 (0.43) 195 0.54 (0.43) 195  0.58(0.31)

[(M-2H)-BH]™ 194 (0.03)

[(M-H)-BH-H:0T 177 0.18 (0.29) 177 0.15(0.25) 177 0.21 (0.41) 177 0.06 (0.1)

LN 166 0(0.08) 166 (0.05)

'y 136 0(0.07)

B 110 0.05 (0) 111 0.07 (0) 134 0.24 (0.16) 149  0.32(0.05)

[B-H]” (0.3)

H2PO4 97 0.03 (0.32) 97 0(0.17) 97 0.01

[M-H- CsH70,71" (0.16)

r 16 135 3(5) 2(2.5)

Une tendance similaire est observée en mode EID. Cependant, les pertes consécutives
de [B+H,0] sont renforcées alors que les ions de nucléobases puriques ([B-H]) diminuent
partiellement et disparaissent pour les bases pyrimidiques. On peut noter que les pertes
consécutives refletent une plus grande énergie interne des 2'-désoxynucléotides-5'-
monophosphates déprotonés. Néanmoins, a partir des études de Kebarle, il faut s'attendre a
une augmentation d’abondance de I’anion [B-H] lorsque I'énergie est plus forte (rupture
directe) ce qui n'est pas observée dans nos résultats, puisque I’abondance de I’ion [B-H]
diminue (ou disparait) (70). La perte de H,O a partir des ions fragments [(XMP-H)-X] (X =
C, U, A ou G) a été observée pour les 2'-désoxynucléotides -5'-monophosphates déprotones.
McLuckey et al (60) ont proposé que les pertes d'hydroxyle 3'aC-OH et du proton 4'aC-H
étaient a I’origine de ce processus. Une contribution mineure est observée pour H,PO4 (m/z
97), la formation de cet ion est expliquée par un mécanisme de type E2 dans lequel la charge
négative du groupe phosphate attaque le 4'HaC-H du sucre. L'abondance des ions H,PO4
dans les spectres EID est généralement supérieure a celle des spectres SORI-CID
correspondants. Cette tendance ne peut pas étre expliquée uniquement en considérant I'acidité
et le mode d'activation (SORI-CID vs EID). Il faut noter que I'ion fragment [M-H-H3PO,4] n'a
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pas été détecté alors que I’ion H,PO4 I’est. Cela indique que l'acidité de H3PO, est beaucoup
plus élevé que celui de [M-H-H3PO,], et donc que la durée de vie de I’ion dipdle [H,PO,4 ,(M-
H-H3PO,)] est trop courte pour permettre I’échange de proton. La perte de 43 u a partir des
ions précurseurs correspond a CONH via un mécanisme proche de type rétro Diels-Alder
(60).

D’un point de vue général, les spectres EID des 2'- désoxynucléotides-5'-
monophosphates deprotonés affichent plus d'informations par rapport au SORI-CID. La perte
de H,O est également détectée avec plus d'abondance dans les spectres EID. Dans de telles
conditions, des ions fragments supplémentaires tels que les ruptures croisées du sucre « cross-
ring cleavages » sont beaucoup plus abondantes que celles détectées dans les spectres SORI-
CID (78) (vide infra). Ces ions fragments sont trés utiles pour déterminer I'emplacement des
substituants du désoxyribose (Schéma 5). Ces clivages sont principalement observés sous
collisions a haute énergie (de I’ordre de quelques keV) connues pour produire une excitation
électronique ainsi que qu’avec des méthodes d’activation impliquant un bombardement par
électrons lentes ou rapides, ECD et EDD (63,64,79).

Outre la perte de nucléobase et la formation de I’ion fragment H,PQO,’, les spectres
EID affichent dans plusieurs cas, des ions fragments radicalaires. La formation de ces ions
radicaux sera discutée en détail avec le 2'-désoxyguanosine-5'-monophosphate déprotoné
(vide infra).
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Figure 11: (a) Spectres SORI-CID et (b) EID de 2'-desoxycitidine-5'-monophosphate

déprotoné (m/z 306). (c) Spectres SORI-CID et (d) EID de

2'-desoxyuridine-5'-

monophosphate déprotoné (m/z 307). (e) Spectres SORI-CID et (f) EID de 2'-
desoxyadenosine-5'-monophosphate déprotoné (m/z 330).

o]
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Schéma 5 : a) Mécanisme proposé pour la perte de nucléobase, b) nomenclature de la

fragmentation de ribos

e (78).
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2.2.2. SORI-CID et EID du 2'-désoxyguanosine-5'-monophosphate deprotone.

Le spectre SORI-CID du 2'-désoxyguanosine-5'-monophosphate déprotoné (m/z 346)
est présenté dans la Figure 12a. Les ions fragments principaux ont été détectés a m/z 195 et
m/z 150 correspondent respectivement a la perte de la nucléobase (G) et a la formation de la
guanine déprotoné ([G-H], m/z 150). Le spectre EID de 2'-désoxyguanosine-5'-
monophosphate déprotoné (Figure 12b) montre I'ion m/z 195 comme ion fragment principal.
Sa perte d'eau consécutive m/z 177 est produite avec une abondance analogue a celles des
autres spectres EID. Les ions fragments m/z 139 et m/z 166 sont identifiés comme des especes
anioniques a nombre impair d'électrons qui ont été produites a partir de la rupture du cycle
ribose (“*A et %3A).

Il faut noter que les ions fragments a m/z 247 et m/z 149 n'ont pas été observés en
mode CID ni sur les spectres EID des autres nucléotides. Ce dernier est attribué a I’anion
radical [G-2H]" (ce qui est confirmé par sa composition élémentaire CsHzN3;O™ déterminée a
partir des mesures précises de masse). La base non-radicalaire déprotonée est attendue a m/z
150 (CsH4N30O"). Celle-ci est détectée mais avec une trés faible abondance. L’ion fragment
m/z 149 (CsH3N3O™) est un anion a nombre impair d'électrons correspondant a la guanine
déshydrogénée. Sa formation pourrait impliquer formellement la perte d'un H* a partir de la
guanine déprotonée a m/z 150. En fait, la formation d'une telle espece a nombre impair
d'électrons [B-2H]" a été déja considérée pour expliquer certains ions fragments générés par
des voies particulieres dans des conditions d’EID (49). L'équation suivante peut expliquer
l'origine de ces especes chargées radicalaires, utilisant des bombardements d’électrons
relativement rapides (i.e., énergie cinétique des électrons d'environ 20 eV) ce qui donne trés
probablement une excitation électronique verticale produite dans le niveau d'excitation

électronique plut6t que d'énergie vibrationnelle.

+e,gpi . . .
M + H] %lde—» ions fragments (radicalaires ou non)

Ce processus peut étre considéré plutbt que celui par étape proposé dans la littérature
pour I”ion positif [M + H]", impliquant une excitation électronique (49) qui peut entrainer un
électron dans I’orbitale la plus haute occupée vers un détachement possible ce qui conduirait
a un ion doublement charge qui pourrait capturer un électron de faible énergie cinétique

présent dans la distribution d’énergie cinétique des électrons incidents. En ce qui nous
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concerne pour les ions négatifs c’est qu’il y ait une excitation électronique de maniére
verticale (Principe de Franck Condon) compte tenu de la durée de I’interaction entre les
électrons rapides et I’ion doublement chargé. Un tel passage peut reconduire a une
redistribution d’énergie interne vers des niveaux plus bas a condition que les surfaces de
potentiel se croisent, ce qui est le cas pour des systémes polyatomique. Ainsi les ions de
charge réduite produite par le détachement d’électron doivent posséder une distribution
d’énergie interne constituée d’énergie électronique et vibrationnelle. La présence d’énergie
d’excitation électronique devrait favoriser des processus radicalaires pendant que I’énergie
vibrationnelle favorise des processus induits par la charge. En fait, les deux voies sont assez
similaires car ils comportent, un état électronique excité. L'électron peut migrer ainsi vers
différents sites.

Dans le spectre EID du 2'-désoxyguanosine-5'-monophosphate déprotoné (Figure
12b), la nucléobase oxydée sous forme de radical anion [G-2H]™ est formée avec la plus
grande abondance relative. Cela signifie que sa formation est favorisée et/ou cette espece
oxydée est la plus stable. Différentes structures de [G-2H]™ donc, certains tautomeres et
d’autres mésomeres peuvent étre proposées (Schéma 6) en considérant la formation de
formes distoniques (la modélisation est en cours pour les ions ag;) (80). Notez que la guanine
est la base nucléique caractérisée par la plus haute affinité électronique (EA) (81) et
I'observation précédente d’un ion fragment a m/z 149 suggére aussi, par analogie, que le
neutre CsH3NsO ([G-2H]) doit étre caractérisé par une valeur plus élevée d’EA que les
formes oxydées des autres bases nucléiques.

La présence du deuxiéme signal supplémentaire a m/z 247, correspondant a une
composition élémentaire CsHegNsOsP™, est inattendue parce que la formation de cet anion
radicalaire correspondant implique formellement la perte du résidu ribose radicalaire (c'est a
dire, CsHs03"). L'existence de cet ion implique que le phosphate et la guanine sont maintenus
ensemble. Deux hypothéses peuvent étre proposees pour expliquer la formation de I’ion m/z
247

(i) soit I'ion précurseur a nombre pair d’électrons, dans un état électronique excité s’ isoméries
en un complexe ion-dipble suffisamment stable permettant la perte du résidu ribose radical
oxydé CsHsO3". Cela pourrait se faire par un processus par étapes qui pourrait étre initié par
le clivage homolytique de la liaison C-C entre le sucre et la base nucléique.
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(ii) ou selon une voie d'isomérisation moléculaire similaire, aprés la perte du sucre, une

liaison covalente se forme entre la base nucléique et le phosphate.

Dans tous les cas, I’ion produit m/z 247 doit étre une espece anionique a nombre
impair d’électrons considérés comme étant dans une forme distonique. Ce point sera discuté

plus tard (vide infra).

(a) LH- (b) )
@ iz 346 . e @ miz346 J=x6
§ soR-CiD ((M-H)-G] § ED (M-H-GHI *  _cpye 7
19501 GH oo |
O 54;_04] 145.01
(G-HI™ (GHI ; -CHO,
150.04 150.04 '
[( -H:l-G- 0] - 247.01 [M'ZH]._
17700 §° \
(G-NH,J 177.00 Y
13302 i 32008 L mf' . . 23007 328.05
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Figure 12 : a) Spectre SORI-CID b) Spectre EID de 2’-désoxyguanosine 5’-monophosphate

o j' -
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Schéma 6 : Différentes structures proposées pour la base guanosine sous forme distonique ou
la charge et le radical sont séparés.
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2.2.3. Echange H/D

Une expérience d’échange proton/deutéron (H/D) a été réalisée par la mise en solution
de 2’-desoxyguanosine-5’-monophosphate dans CH3;OD (Figure 13). Le pic de I’ion
précurseur a m/z 346 est deplace a m/z 351, ce qui correspond avec 5 échanges H/D. L’ion
fragment m/z 247 a été déplacé a m/z 252 indiquant la présence de cing deutérons a la place
de 5 protons. La guanine oxydée et chargé sous forme de anionique radicalaire [Gps-2D]™ a
été détectée a m/z 151 (déplacé de 2 th). Ceci indique que deux protons labiles sont échangés
par deux deutérons sont restes sur cet ion radicalaire. Compte tenu de la perte a partir de I’ion
m/z 252 (5D a partir de m/z 247) on doit considérer que, les trois deutérons absents dans I’ion
m/z 151 (au lieu de m/z 149) montrent que les deux seuls qui restent sont sur des positions
échangeables (ce qui exclut la liaison C-H de la purine).

(b) [d deE_D]- 351.09
x124

@ vz 351 (G, 201"

éElD 151.05 -G,

196.02

/1??.00 .
-CHO

1$3.06
* .

L 252.05
*
_.j L Lol I 1 - T.

100 150 200 250 300 miz

Figure 13 : Spectre EID de 2’-désoxyguanosine 5’-monophosphate dans lequel 5 protons

sont échanges par 5 deutérions (m/z 351).

2.2.4. Spectre IRMPD en mode MS® de I’ion fragment [(M-H)-CsH;0,]" m/z
247 produit a partir de I’ion m/z 346 [M-H]'.

La Figure 15 montre le spectre MS® du 2'-désoxyguanosine-5'-monophosphate
déprotoné (EID (m/z 346)/IRMPD (m/z 247)). Le spectre de dissociation MS® présente
seulement I’ion fragment m/z 149 correspondant a la nucléobase sous forme d’un anion
radical [G-2H]™", ce qui est en accord avec la dissociation consécutive du complexe ion-

dipdle de structure a élucider (m/z 247).
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Des expériences de double résonance (EID sur ion m/z 346 avec éjection
simultanément de I’ion m/z 247) avec une énergie d'éjection variable sur I’ion m/z 247 ont été
réalisées, mais lI'abondance relative de I’ion m/z 149 reste inchangée (32). Cela indique que le
complexe ion-dipble se dissocie consécutivement avec une constante de vitesse tres élevée.
Ainsi cette derniere est plus grande que la constante de vitesse d’éjection.

Gréace aux expériences de mobilité ionique de Bowers et al. (81) il a été montré que le
2'-désoxyguanosine-5'-monophosphate déprotoné est caractérisé en phase gazeuse par une
conformation syn dans laquelle le groupe phosphate est proche de la nucléobase (guanine) par

une liaison non-covalente intra-moléculaire.

Figure 14. Exemple de structure (a) « Syn » et (b) « anti » prédit par AMBER pour [dGMP-
H] (81).

Nos expériences ont montré que cette interaction non-covalente a été préservée
pendant I’EID de [GMP-H] [ion fragment m/z 247 (Figure 15)]. Ce comportement présente
des analogies avec I’ECD qui peut permettre le clivage de liaison covalente, sans affecter les

groupes labiles (par exemple les groupes phosphates) et les liaisons non-covalentes (82,83).
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Figure 15 : Spectre MS® : I’ion précurseur (m/z 346) est activé par bombardement électrons.

I’ion fragment m/z 247 est ensuite sélectionné et activé par IRMPD.

i J:i>
)

Schéma 7 : Structure proposée pour I’ion dipble m/z 247(déplace a m/z 252 avec les

échanges H/D), dans lequel la liaison non covalente est de type pont salin.

2.2.5. Formation et dissociation de I’ion [GMP-2H]" & I’aide d’expériences MS*
séquentielle.

Il faut remarquer que, la perte de H" a partir de I'ion précurseur a été généré selon une
grande constante de vitesse rendant cette espéce sous une abondance de 25% du pic de base
des ions fragments dans le spectre EID de [GMP-2H]". Une telle perte de radical H" a
également éteé decrite dans le cas de la photodissociation du tryptophane protoné (84). Il a été
proposé que cette perte était la premiere étape expliquant la formation d'ions fragments
consécutifs par voie radicalaire (49,84). Dans ce cas, I’expérience de double résonance ne
peut pas étre faite, car I’ion intermédiaire [M-2H]"™ (m/z 345) a éjecter est trop proche de I’ion
précurseur [M-H]™ (m/z 346) au risque d’étre éjecte.

Afin de démontrer cette hypothése, une expérience MS® a été effectuée. La Figure
16a présente le spectre d’isolement de I’ion [GMP-2H]", selon une isolement suffisamment
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efficace pour effectuer une expérience MS® séquentielle. Dans le spectre d’EID (m/z
346)/IRMPD (m/z 345) (MS®) (Figure 16b), I'ion m/z 247 a été détecté, ainsi que les ions
radicaux guanine (m/z 149). L’ion [M-G-2H]" (m/z 194) a été observé sur le spectre MS®
EID/IRMPD alors que sur le spectre EID les deux ions fragments [M-G-2H]" et [M-G-H]
(m/z 194 et m/z 195) sont détectés. L'ion fragment & m/z 166 (**A) dans ce spectre MS?, est
identifié comme un ion fragment radical (C4H;O0sP").

Cette expérience a confirmé que les ions fragments caractéristiques du mode EID sont
produits par la dissociation consécutive de I’ion [M-2H]". Dans I'expérience d’échanges H/D
(Figure 13) le pic a m/z 247 a été déplacé a m/z 252, indiquant Il'introduction de cing
deutérons, ce qui signifie que I’hydrogéne radicalaire perdu a partir de I’ion précurseur lors
de l'activation EID ne fait pas partie des protons échangeables.

(@) @ mizaas 0 [M-2H]~ (b) miz 346.05 [M-2H]~
345.05 345.05
EID EID
@ miz345.05 miz 345.05
IRMPD
M-GH-2H]~ .
[M-aH-24 GH, .
G-166.0 1 247.01 -CHO;
1490 194 01
LL | A
Ly s s e s e e
100 150 200 250 300 350 m/z 100 150 200 250 300 350 m/z

Figure 16 : a) Isolement de I’ion [M-2H]" m/z 345, b) activation par IRMPD de I’ion [M-
2H]" m/z 345

2.2.6. Abondance relative des nucléobases radicalaires et du complexe ion-

dipole.

Les expériences EID sur les espéces déprotonées ont également été effectuées pour les
autres nucléotides-5’-monophosphates (Figure annexe). Les spectres de ces derniers
présentent des comportements similaires a ceux des spectres EID des 2’-désoxynucléotides-
5’-monophosphates.

Les rapports d'abondance des ions a nombre pair et impair €lectrons des nucléobases
([B-2H]"/[B-H]) et (Ic"/[B-H]) (l. correspond au complexe ion dip6le [B+H3PO4-2H]™) est
présenté dans la Figure 12. Le spectre EID de la guanosine déprotonée ([GMP-H]) présente
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un ion fragment abondant correspondant a nucléobase sous forme d’anion radical ([G-2H]").
Le spectre EID de I'adénosine-5’-monophosphate présente en compétition les deux ions [B-
2H]" et [B-H] selon des abondances similaires. Pour les spectres des (2’-désoxy)-cytidine-
5’-monophosphate et de (2’-désoxy)- uridine-5’monophosphate, seule les nucléobases a
nombre pair d’électrons ont été détectées.

Les spectres EID des (2’-désoxy)-nucléotide-5’-monophosphates ont montré que
I'abondance relative des anions a nombre impair d’électrons suit l'ordre des affinités
électroniques (C = U <A <<G) (53). L'abondance relative des ions fragments [B-2H]" semble
étre corrélée avec l'abondance relative du complexe ion dip6le [Ic]/[B-H]". Les complexes
ion-dipdles ont été détectés seulement dans les spectres EID des (2’désoxy)-nucléotide-5’-
monophosphates qui présentent aussi la nucléobase radicalaire. Cela confirme que celle-ci est

produite par dissociation consécutive du complexe ion-dipdle a m/z 247.

1

0 T T
pG dpG pU dpU pC dpC pA dpA

Figure 17 : Rapport des abondances relatives des nucléobase a nombre impaire/pair
d’électrons (gris) et des complexes ion-dipdle @ nombre impair/pair d'électrons (blanc)

2.2.7. Discussion et mécanismes proposeés

Les expeériences EID réalisées sur des mononucléotides déprotonés nous ont permis de
proposer un mécanisme expliquant la formation du complexe ion dipdle (m/z 247) et de la

base radicalaire [B-2H]". Nous avons considéré que la conformation de I’ion précurseur en
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phase gazeuse est en conformation syn comme I’a proposé Bower et al. (81). Cependant nous
proposons que la liaison non covalente entre la guanine et le groupe phosphate est de type
pont salin et non pas une liaison hydrogéne, parce que ce type de liaison est bien plus forte
que la liaison hydrogene.

Tout d’abord, nous envisageons une perte de H’ assistée par la charge. Ensuite une
migration de H" provoque une rupture homolytique de la liaison C1-N (23). Aprés cette
rupture les fragments forment un complexe ion-dipole. Deux voies de fragmentation sont
alors envisageables, le premiére implique une attague de la charge négative de I’oxygene sur
I’hydrogéne du groupe C3-OH ce qui va générer un hydrure. Ce dernier va ensuite provoquer
la rupture de la liaison C5-O. Le deuxiéme mécanisme implique I’attaque de la charge
négative de I’oxygene sur le proton de la base, ce qui neutralise les charges donc, le pont
salin n’existe plus. Avant la dissociation il peut y avoir un échange de proton ce qui donne
soit la nucléobase sous forme d’anion radical ([B-2H]™ m/z 149) soit I’ion fragment m/z 195.

Il faut noter que ces mécanismes ont été proposés avant I’expérience MS® sur I’ion
[GMP-2H]". Cette expérience avec les échanges H/D conforte ces mécanismes. En effet, les
ions fragments sont issus de I’ion précurseur qui perd un H’ et celui-ci n’est pas I’'un des

protons échangeables. 1l ne peut donc étre que dans les positions C1, C2 et C3 (Schéma 8).
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échange de proton

Schéma 8 : Mécanisme proposé pour la formation de I’ion m/z 247 et de la base radicalaire.
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2.2.8. Les diméres des mononucléotides

Spectre de masse du dimére [TMP/TMP]

Le spectre de masse ESI du dimére TMP/TMP déprotoné en mode négatif est présenté
dans la Figure 18. L’ion [TMP-H] (m/z 321) est observé I’ion avec la plus grande
abondance, ce dernier peut étre produit a partir de la dissociation du complexe [TMP/TMP-
H]" ou a partir des 2’-désoxythymine-5’-monophosphate libres en solution. Un adduit
sodium est également détecté a m/z 343 [TMP + Na - 2H]  en faible intensité. Les ions m/z
641, m/z 663 et m/z 685 correspondent respectivement aux dimeres déprotonés avec et sans
sodium ([TMP/TMP - H], [TMP/TMP + Na-2H] et [TMP/TMP + 2Na - 3H]"). Il faut noter
que I’intensité relative de I’adduit de sodium est beaucoup plus importante dans le cas du
dimere que du monomere. Ce comportement peut étre expliqué par le fait que le dimére sans
sodium est associé par des liaisons hydrogéne qui sont plus faibles que les ponts salins

impliqués dans le cas du dimeére cationisé.

Intens |
x10°.
[dpT-HI
2.0
151
[dpT/dpT+Na-2H}
1.0
051 [dpT/dpT-HI
1 [dpT+Na-2H}F
[dpT/dpT+2Na-3H}
| [dpT+Na+PO -HJ" L
0oLl | M L1 A

100 200 300 400 500 600 700 800 miz

Figure 18 : Spectre de masse ESI du dimeére [TMP/TMP] en mode négatif.
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Figure 19. Conformation du dimere (DMP/DMP) en phase gazeuse, en haut les monomere

sont liés par liaison hydrogeéne, en bas les monomeres sont lié par le cation sodium.
Comparaison des spectresEID et SORI-CID des dimeres avec et sans sodium

Les résultats obtenus précédemment suggerent que des liaisons non-covalentes
intramoléculaires peuvent étre préservées sous activation EID. Dans un deuxiéme temps, des
dimeres non-covalents de mononucléotides ont été étudiés de fagcon a mettre en évidence de
tels processus impliquant des liaisons non-covalentes intermoléculaires. 1l est & noter que les
conformations des dimeres de mononucléotides déprotonés ont été proposées par Williams et
al. (85) (Figure 20). Il a été montré que si pour certains dimeres des associations entre
nucléobases de type Watson & Crick subsistent, des interactions entre les groupes phosphates
sont également présentes. Ces résultats ont permis d’expliquer que la stabilité de ces
complexes en phase gazeuse (par des mesures de BIRD (Blackbody-Infraded-Radiative-

Dissociation)) ne suit pas toujours la stabilité en solution.
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dAMP

Figure 20. Structure des diméres déprotonés de mononucléotides d’aprés Williams et al.
(85).

Au cours de ce travail, deux types de dimeres ont été étudiés impliquant ou non un
cation Na* (e.g. [TMP/TMP -H], m/z 643 et [TMP/TMP + Na-2H]', m/z 665). En général,
I’intensité du dimere cationisé par un sodium est plus intense que le dimére déprotoné. Cela
suggere que le sodium joue un role de stabilisation dans la formation du dimeére. Ce résultat
est en accord avec le comportement des duplexes d’ADN en solution dont la stabilité en
solution (par les mesures de température de fusion) augmente avec la concentration en sel
(plus grande force ionique).

Sous activation CID et EID, les diméres conduisent principalement aux deux
monomeres déprotonés dont I’abondance relative est liée a leur acidité en phase gazeuse
respective. De facon significative, ces ions sont accompagnés d’ions satellites décalé de 80 u
(HPO3) et de 102 u (NaPOs3) avec I’adduit au sodium en mode CID, impliquant la formation
d’une liaison covalente en accord avec des résultats de Williams et al. (85). La grande
difference entre le dimere [TMP/TMP -H] en CID et en EID provient de I’apparition de I’ion
m/z 419 qui correspond a I’addition de H3PO,4 (98 u) (Figures 21a et 21b). L’ion ([TMP-H] +
H3PO,) implique probablement la préservation d’une interaction non covalente. Un résultat
analogue est obtenu avec le dimére cationisé par le sodium [TMP/TMP + Na-2H] (Figures
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21c et 21 d). Toutefois, dans ce cas, la différence est de 120 u au lieu de 98 a cause de la
présence du sodium. Il faut rappeler que pour chaque sodium ajouté, le dimére perd un H*
pour équilibrer la charge totale a 1" et le décalage de masse est de 22 u.

Il est a noter que la position du groupement (HO3P) reste encore a déterminer avec
rigueur. Il est relié soit avec le phosphate a la position 5 soit avec I’hydroxyde a la position
3’ du mononucléotide. Afin de déterminer sa position, il faudrait refaire les expériences avec
des mononucléosides (c-a-d. sans le groupement phosphate en position 5”) et d’autres
échantillons sans I’hydroxyde en 3’. Une chose est certaine, autant en CID qu’en EID, une
partie de la fragmentation du dimeére mene a I’addition covalente d’un (HOzP) sur le
mononucléotide. Par contre, seul I’EID permet de conserver des interactions non-covalentes.
Or, il est clair que la liaison entre le mononucléotide déprotoné et le groupement (HzPO,) est

non covalente.
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[dpT/dpT-Hf
dpT+PO_)
[dpT-H-TH] [ l d
[dpT-HI [dpT/dpT-HI
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[de—I-'—'I'I-I]‘ [dpT+H,PO,J-
1 1 1
(c )
[dpT/dpT+Na-2H]
[dpT+Na+PO_-HJ-
[dp‘ll'—H]'
d [dpT+Na+PO,-HJ [dpT/dpT+Na-2H)
|- %3
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*
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L] i |
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Figure 21. Spectres a) SORI-CID, b) EID du dimére [TMP/TMP - H] c) SORI-CID, d) EID
du dimeére cationisé par un sodium [TMP/TMP + Na - 2H]".
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Des expériences ont été menées pour les autres dimeres de 2’-désoxynucléotide 5’-
monophosphate, le résumé sur la présence éventuelle d’interactions covalente et/ou non-

covalents dans le cas des dimeéres sont présentés dans le Table 2.

Table 2 : Présence d’interaction covalentes et/ou non-covalentes avec les groupes

phosphates pour les diméres.

EnCID EnEID
Dimeres des . . . .
) ) interaction interaction
2’-désoxynucléotide 5°- . . Interaction
interaction non- non-
non-
monophosphate covalente covalente covalente
covalente
avec HO3P - avec HPO3 avec
avec HsPO4
H3PO,
[AMP/AMP-H]" oui non oui non*
[AMP/AMP+Na-2H] oui non oui oui
[GMP/GMP-H]" oui non oui non*
[GMP/GMP+Na-2H] oui non oui oui
[CMP/CMP-H]" oui non oui oui
[CMP/CMP+ Na-2H] oui non oui non
[TMP/TMP-H]" oui non oui oui
[TMP/TMP+ Na-2H] oui non oui oui

* Désigne dans ce cas, I’intensité était trop faible pour permettre de confirmer ou non la

présence des interactions.

L’addition de groupements HsPO, ou NaH,PO, est uniquement présente dans les
spectres EID. Etonnamment, les expériences MS/MS sur [GMP/GMP-H]" ne montrent pas la

présence d’interactions non-covalentes (c-a-d. I’ajout du H3PO4 ou NaH,PO,) comme cela
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aurait pu étre prédit par analogie avec le cas du monomeére déprotoné GMP ou une interaction
intra-moléculaire existe, conduisant sous EID, a la formation d’un complexe comprenant la
guanosine radicalaire et le groupe phosphate chargé ([G-H] + H,PO,). Les conclusions avec
les mononucléotides seuls ne s’appliquent pas ici dans le cas des diméres a cause de la
conformation de ces derniers. En effet, dans le travail de William et al. (85), il a été démontré
que dans la conformation préeférentielle d’un dimére de [GMP/GMP-H], les nucléobases ne
sont pas a proximité des phosphates. De plus, ce sont les liaisons hydrogene entre les
groupements phosphates qui assurent la stabilité du complexe. Par conséquent, cela suggéere
que I’interaction covalente (HO3P) ou non-covalente (H3PO,) avec le mononucléotide se fait
entre les groupements phosphates comme I’illustre le Schéma 9. Les comparaisons ont été
menées sur les hétérodimeres [GMP + CMP - H]™ m/z 685. Dans le spectre SORI-CID
(Figure 22) de [GMP + CMP-H]", le monomere [GMP - H]™ m/z 362 est observé mais le
[CMP-H] est absent, ce comportement étant expliqué par I’acidité de la guanine qui est plus
grande que la cytosine. Par contre, le signal correspondant & la cytosine diphosphate
déprotoné ([CDP - H]", m/z 402) est beaucoup plus grand par rapport celui de la guanosine
diphosphate ([GDP - H], m/z 442). Ces ions sont formés par I’ajout de HPO3; dans I’un des
monomeres. Mais dans le spectre EID de cet hétérodimere, I’abondance de I’ion [GDP-H]~
est Iégerement plus grande que celle de I’ion [CDP-H]". De plus les adduits avec H3PO, sont
observés pour les deux monomeres ([GMP + H3PO,4 - H]", m/z 573 et [CMP + H3PO, - H] ™,
m/z 533) ces ions fragments étant formés par les liaisons non-covalentes entre les groupes

phosphate.
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Figure 22. Spectres de SORI-CID et EID du dimére [GMP+CMP-H]™ m/z 685 (a gauche) et
agrandissement de la zone m/z 400 a m/z 580.
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Schéma 9. Structure de dimére en phase gazeuse proposé par William et ses collégues (85).
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2.4. Conclusion

Les spectres EID présentent plus d’ions fragments que les spectres SORI-CID, les
ions fragments observés dans les spectres SORI-CID I’étant également dans les spectres EID.
En SORI-CID, les fragmentations par activation vibrationnelle sont principalement conduites
par la charge, alors qu’en EID, des dissociations induites par le radical ont pu étre mises en
évidence. La principale différence entre le SORI-CID et I'EID est la formation des ions
fragment & nombre impair d’électrons qui sont produits uniquement en mode EID. Par
ailleurs, la rupture au niveau du ribose et du désoxyribose a été détectée dans les spectres
EID. Ces ions produits sont particulierement importants pour localiser I'emplacement des
substituants sur le ribose notamment, la position du groupe phosphate qui peut en principe
étre localisé en 3’ et en 5°. Une expérience MS® (EID/IRMPD) a mis en évidence un
processus par étapes impliquant la formation d’un complexe ion-dipdle. La formation de ce
complexe est liée a la conformation en phase gazeuse initiale de I’ion précurseur,
vraisemblablement due a la formation d’un pont salin intra-moléculaire (calculs théorigues en
cours). Cela démontre que les liaisons non-covalentes peuvent étre préservées en EID. Enfin,
une expérience MS® (EID/IRMPD) réalisé sur I’ion intermédiaire [GMP-2H]" démontre que
tous les fragments spécifiques de I’EID ont été produits consécutivement a la perte de H® a
partir de I’ion précurseur [GMP-H]". Le mode EID semble étre un outil intéressant pour

étudier la structure moléculaire et les interactions non-covalentes.
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3. Analyse de ’ADN en mode positif: comparaison des
modes d’activation SORI-CID, ECD et EDD.

3.1. Introduction

Depuis l'introduction de I’électronébulisation par Fenn (86), la spectrométrie de masse
est devenue un outil tres utile pour I'analyse des biomolécules. L’ionisation par electrospray
peut étre réalisée en mode positif ou en mode négatif, permettant ainsi d'étendre son domaine
d'applications. En solution, I'ADN est favorablement déprotoné grace a la présence des
groupes phosphates avec pKa < 1. Ainsi, parce que I'état «naturel» des oligonucléotides est
déprotoné, ils ont été étudies principalement en phase gazeuse en mode d’ionisation négative
(72,87,88). Cependant des travaux de Loo et al. (89) ont démontré que les oligonucléotides
peuvent étre amenés en phase gazeuse sous forme d’ions positifs multiprotonés. Dans ce cas,
I’état de charge des oligonucléotides est dépendant des nucléobases présentes dans la
séquence. Roger et al. (90) ont étudié des dinucléotides en mode positif et ont proposé des
mécanismes pour expliquer les ions fragments observés sur les spectres CID. McCloskey et
al. ont étudié des oligomeres de plus grande taille (4-mer) en mode positif qu’ils ont comparé
avec les résultats obtenus en mode négatif (91). Ils ont observé des comportements similaires
au mode négatif. Ainsi les ions fragments principaux correspondent également a la série w;"™"
et [a-B]™". Les ruptures donnant les ions fragments des séries w;™ et [a-B]"" ne sont pas

observées quand la base en position i est une thymine.

Au cours de ce travail, nous avons étudié I'ADN sous forme de simples brins chargés
positivement. La dissociation des cations d’oligonucléotides a été étudiée en utilisant des
bombardements d'électrons avec une énergie cinétique relativement élevée et en activation
SORI-CID. L’utilisation d’électrons rapides sur des ions multiprotonés a été développée par
Zubarev et al. (69) sur des peptides multiprotonés. Ils ont obtenu des ions positifs ayant perdu
un ou plusieurs électrons (charge stripping) conduisant a I’augmentation de leur état de
charge. Cette méthode a été appelée « Electron lonization Dissociation » abrégée en EID
mais cette appellation est un peu ambigué car EID est plus souvent utilisé pour décrire les

expériences de dissociation induite par électrons (comme dans ce manuscrit).
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Ensuite les fragmentations produites par cette méthode ont été comparées avec les
résultats obtenus par ECD. Les auteurs constaté que les ions fragments produits par Electron
lonization Dissociation sont partiellement différents de ceux obtenus par ECD, donc cette

méthode peut étre utilisée en complément de I’ECD.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux oligonucléotides multiprotonés.
Notre objectif était de comprendre le processus de protonation et de dissociation des ions

d'oligonucléotides en phase gazeuse en particulier pour les séquences riches en thymine.

3.2. Résultats

3.2.1. Spectre de masse d’ADN en mode positif

La Figure 23 montre le spectre de masse ESI de I’ADN d(GTs) enregistré en mode
d’ionisation positive. Comme pour le mode négatif, les parametres sont optimisés pour
assurer la transmission des ions autours de m/z 900. Dans le spectre de masse, on observe
I’ion doublement chargé comme pic de base ([M + 2H]**, m/z 914). Deux ions fragments sont
présents, un de la série y; (ys2*, m/z 730), un de la série Wi (W4?*, m/z 618), cette derniére série
étant habituellement observée dans le mode positif (91). L’échange de proton avec le sodium
est détecté ([M + H + Na]**, m/z 905), cet échange est aussi observé en mode négatif.
L’échange de proton avec le potassium ([M + H + KJ**, m/z 913) est aussi observé pendant
que ce dernier n’est pas observé dans nos spectres d’ADN 6-mer en mode négatif.
L abondance de I’ion précurseur est du méme ordre de grandeur qu’en mode négatif, bien
que dans I’ADN il y ait plusieurs groupes phosphate. Rodgers et al. ont proposé qu’en mode

positif ce soit la base (site le plus basique) qui porte la charge (90).
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Figure 23 : Spectre ESI de I’ADN 6mer en mode positif.

3.2.2. Activation par EDD de I’ADN (GT5s) multiprotoné

La figure 24 présente les spectres SORI-CID et EDD « hot-ECD » de I’ADN 6mer
(GTs) doublement protoné [M+2H]?* (m/z 894). Dans le spectre SORI-CID, la base protonée
([G + H]", m/z 152) est détectée comme le pic de base, la série d’ions compléte w;" est
détectée (avec ou sans la perte consécutive de H,0), I’abondance de I’ion fragment ws* (m/z
1539) est beaucoup plus grande par rapport aux autres ions fragments de la méme série. On
observe également la série d’ions [x; — T + H]"; cette série d’ions a été observée par Wang et
al. (92) lors de leur étude de I’ADN dTs.

Sous ECD, avec émission d’électrons de faible énergie cinétique, seul la capture
d’électron sans dissociation a été obtenue, induisant la formation d’un ion de charge réduite
[M+2H]"™". Des ions fragments ont été formés lorsque I’énergie cinétique des électrons a été
augmentée a plus de 13 eV. Ces conditions dites de « hot-ECD » ont conduit a la formation
d’un ion [M+2H]** impliquant le détachement d’un électron. Nous avons appelé ce mode
EDD en mode positif (pos-EDD).
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En dehors des ions fragments observés dans le spectre SORI-CID, le spectre pos-EDD

présente des ions supplémentaires comme les ions fragments internes ([Ti:T;]) impliquant la

perte de thymine. Le rapport d’abondance entre w;"/[w;-H,O]" est plus élevé que celui calculé

pour le spectre SORI-CID, ainsi que I’abondance relative des ions fragments de la série [x;-

T+H]". Un pic inattendu est détecté & m/z 596 correspondant & I’ion précurseur radicalaire

triplement chargé avec une erreur de masse de 0,3 ppm. L’existence de cet ion démontre qu’il

est possible de détacher un électron a partir d’un ion chargé positivement (electron stripping).

Pour expliquer ce phénomene, nous pouvons envisager une forme zwittérionique ou des

charges positives et négatives sont présentes sur la méme espéce. Dans ce cas, I’électron est

détaché a partir du site chargé négativement.

[G+2H]* positifigttttt sori: +MS2(804.0)
W +
5
[M+2H]?+
[w,-H,OF
[W1 'HZO]* |+
[Wz-Hzo]‘ / [WQ-HQO]
[-HOI | W, W, [x-T-2HF  |d,* [M+H-GH]"
. . I = pnélliﬂgm eid: +MS2(284.0)
M42H]
[G+2H]* E.gﬁ_4458] A
x1.5
596.7821
[W1-H2O] 507 1146
['\a"«"g-Hzlﬂ::l]+
[w,H,0]" Wy
[x,-T-2HJ [w,-H,0I W'
[z,-H,0]" T \
I | | | "
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Figure 24. En haut SORI-CID et en bas posEDD de I’ADN (GTs) doublement chargé.
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3.2.3. Spectre pos-EDD de I’ADN 12-mer (T,(GC)4T,) triplement chargé
[M+3H]*

La Figure 25 présente le spectre pos-EDD de I’ion [M + 3H]** (m/z 1209) pour
I’oligonucléotide T,(GC),T,. Le spectre affiche a la fois des ions issus de la capture
d'électrons [M + 3H]'** (m/z 1815) et de détachement d'électrons [M + 3H]™** (m/z 907). Le
détachement d'électrons est plus efficace que celui obtenu pour d(GTs), le rapport
d’abondance relative des ions [M + 3H]**/[M + 3H]*" dans ce spectre est de 0.3 tandis que
dans le spectre pos-EDD de d(GTs) le rapport [M + 2H]**/[M + 2H]* est de 0.014. Grace &
une mesure de masse précise, Iion fragment [M + 3H - G]** (m/z 1738,777) est identifié
comme étant produit directement a partir du précurseur qui a perdu I’ion complémentaire
[G+H]" et non pas & partir de I’ion de charge réduite [M + 3H]'**. Dans ce spectre, la plupart
des ions fragments semblent étre produits par EID (electron induced dissociation). Aucun ion
fragment clairement produit par la capture ou le détachement d'un électron tel comme un ion
fragment radical, est détecté. Par contre, un ion fragment interne [T2:T2]" (m/z 483) semble
issu d’un processus radicalaire, car la formation de cet ion implique la perte de thymine, ce
qui est difficilement obtenu par les modes d’activations classiques comme le CID (10). On
peut remarquer que la thymine protonée n’est pas observée, alors que la guanine protonée et
la cytosine protonée sont détectées. Cela est en accord avec les valeurs d’affinité protonique,
et en particulier la faible valeur d’AP de la thymine (13). Dans ce spectre, aucune série
complete d'ions n’est observée, le peu d’ions fragments pouvant étre expliqué par le fait que

de nombreuses interactions non-covalentes intra-moléculaire sont présentes dans I’ADN.
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Figure 25. EDD de I’ADN 12mer (To(GC),T. [M+3H]**) avec un état de charge plus grand
que celui de I’ADN 6mer.

3.2.4. Evolution de I’énergie cinétique des électrons

La figure 26 présente une série de spectres pos-EDD de [M+3H]** pour
I’oligonucléotide protoné d(T»(GC)4T>) enregistrés a différentes valeurs d'énergie cinétique
des électrons. A basse énergie (4.5 eV), seulement les ions issus de la capture d'électron sont
observés. Pour des énergies cinétiques superieures ou egale a 9 eV, I’ion de charge réduite est
toujours présent mais certains ions fragments sont également détectés comme I’ion [M + 3H-
GJ** (m/z 1738) qui est produit & partir de Iion précurseur. Par contre, la capture d’électron
est moins efficace (en tout cas son abondance relative diminue), le rapport de I’abondance
entre I’ion précurseur de charge réduite [M + 3H]* (m/z 1815) et I’ion précurseur [M +
3H]*" (m/z 1209) est de 0.35, alors que ce rapport pour les spectres enregistrés avec une
énergie supérieure ou égale & 9 eV est inférieur a 0.02. Le détachement d'électrons a lieu a
partir d’une énergie cinétique des électrons de 30 eV. Il faut remarquer qu’en mode négatif,

le détachement d'électrons a partir d’ions multiprotonés se produit pour une énergie cinétique
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des électrons d’environ 19 eV [3]. A partir de 30 eV, on observe une augmentation
significative de I’abondance relative des ions fragments. L’ion de charge réduite, produit par
capture d’un électron est toujours présent mais en trés faible abondance. Il faut noter que ces
spectres ont été enregistrés avec un temps d’émission d’électrons de I’ordre de quelque ms

alors qu’en EDD en mode négatif des temps de plusieurs secondes ont été utilisés.
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oV
[M+2HGP*
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Figure 26. Evolution du signal des fragments en fonction de I’énergie cinétique des

électrons.

3.3. Conclusion

En mode positif, I’efficacité d’ionisation de I’ADN est comparable au mode négatif.
Le peu d’ions fragments sur le spectre de masse ESI montre que I’ion multichargeé est stable,
bien que les nucléobases soient protonées ce qui aurait facilité leur dissociation. Sous
activation CID, les fragments produits a partir de I’ADN multiprotoné sont analogues a ceux
produits a partir de I’ADN multidéprotoné. Les séries d’ions fragments comme w;" sont

détectées, par contre, la perte de H,O a partir de cette série, est tres importante en mode

145



tel-00833409, version 1 - 12 Jun 2013

Chapitre Il : Résultats et discussion

positif alors qu’en mode négatif, la perte d’eau est trés peu présente. Comme en mode
négatif, les ions fragments de la série [a;-B]" ne sont pas observés quand la base présente est
la thymine. Le spectre pos-EDD donne des ions fragments souvent identiques & ceux détectés
sur le spectre SORI-CID avec une légere différence d’intensité relative. Dans le spectre pos-
EDD de I’ADN multiprotoné, le détachement d’électrons est détecté en faible intensité pour
I’état de charge +2. Pour un état de charge plus important avec une séquence d’ADN plus
longue (12-mer), le détachement d’électrons est beaucoup plus important. Le détachement
d’électrons a partir des ions positifs exige un bombardement par des électrons possedant une
énergie cinétique relativement élevée. Nous pensons que I’existence de zwittérions, présents
a I’origine lors de I’activation, est a I’origine de la perte d’un électron a partir des ions
globalement positif. Il faut souligner que nous n’avons observé ce phénomeéne que pour les

séquences oligonucléotiques possédant au moins une guanine.
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Conclusion génerale

L’objectif de ce travail était d’explorer les fragmentations d’oligonucléotides chargés
négativement et positivement par bombardement d’électrons. Les ions sont formés dans une
source electrospray et ensuite transférés dans la cellule ICR, pour étre actives et détectés en
haute résolution. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a I’étude
d’oligonucléotides multidéprotonés, excités par des électrons ayant des énergies cinétiques
relativement élevées ¢ 20 eV). La comparaison de ces méthodes avec les méthodes classiques
comme le CID donne des résultats complémentaires. Le point commun entre ces méthodes
est la présence de séries d’ions fragments [a;-B] et w;". Les abondances relatives sont par
contre différentes. En particulier, ’EDD conduit a une fragmentation plus aléatoire le long de
la séquence nucléotidique. Lors du bombardement par des électrons, des ions radicaux sont
observés ainsi que des pertes de bases thymine qui ne sont pas détectes par CID. Des
techniques particuliéres comme la double résonnance et des expériences MS® « hybride »
EDD/CID ou EDD/IRMPD ont ensuite été utilisées afin d’explorer I’origine des ions
fragments observes sur le spectre EDD, en particulier, les ions radicaux et les pertes de
thymine. Les résultats de ces méthodes montrent que la perte de thymine est produite par la
dissociation consécutive des ions radicaux de la série a”. Cette perte de base est donc
produite apres le clivage de la séquence oligonucléotidique alors qu’en CID, la perte de base

initie la rupture de la séquence.

[M-nH]" —3m  [M-nH-B]™ —= [a-B]™ + 1|u,",jl[n-m}-

-B
[M-nH]" — &@™ +w ™™ — [a-B]™ + w,(rmk

Les résultats ont aussi permis de confirmer que par bombardement d’électrons, il y a
deux chemins de fragmentation possibles.

(i) les ions précurseurs perdent un (ou plusieurs) électrons et I’anion radical de charge
réduite obtenu se fragmente de fagon consécutive. Dans ce cas, on parle d’EDD (electron
detachment dissociation).
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(ii) les ions précurseurs se fragmentent directement sans avoir perdu d’électrons. On parle

d’EID (electron induced dissociation).

Nous avons également étudié les oligonucléotides avec un état de charge plus grand.
Dans ce cas, I’efficacité de détachement d’électrons est plus élevée mais les fragmentations
sont peu efficaces et il nécessaire d’activer I’anion de charge réduite par activation CID ou
IRMPD.

Ce travail a permis pour la premiére fois, par I’association de I’EDD avec éjection
d’ion intermédiaire (double résonance) et de MS® EDD/CID, de découpler les processus
purement EDD (impliquant le détachement d’un électron) des processus EID (dissociation
directe).

Dans la deuxieme partie de ce travail, nous nous sommes intéressés plus
particulierement au mode EID qui implique une activation de I’ion précurseur par
bombardement d’électrons sans détachement d’électrons. Pour étudier cette méthode, nous
avons choisi les 2’-désoxynucléotides-5’-monophosphates qui donnent des ions d’état de
charge -1, en mode ESI. Par bombardement d’électrons, les 2’-désoxynucléotides-5’-
monophosphates déprotonés produisent des ions fragments attendus comme les pertes de base
ou la production des nucléobases déprotonés. Mais on observe également des ions fragments
inattendus comme les ruptures « cross-ring » du ribose qui se produisent par les techniques
particulieres comme le CID de haute énergie. De facon inattendue, un complexe ion-dipdle
issu de la perte du ribose, a été détecté dans le spectre EID du 2’-désoxyguanosine-5’-
monophosphate. La formation de ce complexe implique une liaison non-covalente entre le
groupe phosphate et la guanine. Des expériences MS® ont permis de conforter I’hypothése
que cet ion fragment implique des liaisons non-covalentes qui existaient probablement avant
I’excitation de fagon intra-moléculaire.

D’autres ions fragments absents du spectre CID sont détectés sur le spectre EID et la
plupart sont radicalaires. 1l a été proposé que les ions fragments specifiquement produits en
EID soient issus de I’ion précurseur ayant perdu un hydrogeéne radical. Pour confirmer cette
hypothése, nous avons isolé I’ion intermédiaire [GMP-2H]" et celui-ci a été excité par
IRMPD. Le spectre MS® EID/IRMPD montre tous les ions spécifiques du mode EID. Cette
expérience de MS® associé & une expérience d’échange H/D montrent que I’hydrogéne perdu

n’est pas un proton échangeable. Ainsi, nous avons pu proposer un mecanisme pour expliquer
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les fragmentations par voie radicalaire. La technique EID a été utilisée dans un second temps
pour I’étude de diméres non covalents. Dans ce cas, la liaison non-covalente entre deux 2’-
désoxynucléotides-5-monophosphates est assurée soit par liaison hydrogéne soit par un pont
salin dans le cas des dimeres cationisés par le sodium. Par activation EID, I’ion fragment
principal de ces diméres déprotones est le monomere déprotoné, ce dernier est aussi
accompagne par les ions satellites impliquant la liaison non-covalente avec le groupe H3PO4
(ou NaH,PQ,). Cela a permis de démontrer qu’en EID des liaisons non-covalentes peuvent

étre préservées alors que des liaisons covalentes sont rompues.

La derniere partie de ma these concerne [I’activation des oligonucléotides
multiprotonés par bombardement d’électrons d’énergie cinétique relativement élevée (hot-
ECD ou pos-EDD). Ces derniers spectres montrent des ions fragments et surtout un
détachement d’électrons, ce qui démontre qu’il est possible de détacher un ou plusieurs
électrons a partir des ions positifs. Dans ce cas, on peut parler de phénomene d’electron
stripping. L’énergie nécessaire pour detacher un électron a partir d’ions positifs est plus
élevée qu’a partir des ions négatifs. Nous avons considéré que ce phénoméne impliquait

probablement I’existence d’un zwittérion.
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1. Abréviation

ADC
Ade
ADN
Ado
AMP
APCI
APPI
ARN
BIRD
Cl
CID
CMP
Cyd
Cyt
dAdo
dAMP
dCA
dCyd
dGp
dGuo
DR
dTA
dTp
durd
EA
EDD

: Convertisseurs analogique/numérique

: Adénine

: Acide déoxynucléotide

: Adénosine

: 2'-déxosyadénosine monophosphate

- lonisation chimique a pression atmosphérique
: photoionisation a pression atmosphérique
- Acide ribonucléique

: Black body infraded radiative dissociation
- lonisation chimique

: Collision induced dissociation

. 2'-déxosycytosine monophosphate

: Cytidine

: Cytosine

: 2'-déoxyadénosine

: Déoxyadénosine monophosphate

: Di-nucléotide adénine-cytidine

: 2'-déoxycitidine

: 2'-déoxyguanosine monophosphate

: 2'-déoxyguanosine

: Double-résonance

: Di-nucléotide thymine-adénine

: 2'-déoxythymidine monophosphate

: 2'-deoxyuridine

: electron affinity

: Electron detachment dissociation

A3
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EID
ESI
ETD
EXD
FID
FT/ICR
FWHM
GMP
Gua
Guo
H/D
ICR

IR
IRMPD
LD

m/z
MALDI
MS
SORI-CID
SWIFT
Th

Thd
Thy
TMP
Ura
Urd

: Electron induced dissociation

: Electrospray

: Electron transfert dissociation

: electron - dissociation

: Free Induction Decay

: Fourier Transform lon Cyclotron Resonance Mass spectrometry
: Largeur a mi-hauteur

. 2'-déxosyguanosine monophosphate

: Guanine

: Guanosine

: Echange de proton

: lon cyclotron résonnance

. Infrarouge

. Infrared multiphoton dissociation

: Laser désorption

: Masse sur charge

: Désorption-ionisation laser assistée par matrice
. Spectrométrie de masse

: Sustained Off-Resonance Irradiation

: Stored-Waveform Inverse Fourier Transform
: Thymine

: 2'-déoxythimidine

: Thymine

: 2'-déxosythimidine monophosphate

: Uracile

: 2'-déoxyuradine
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2. La source électrospray

La source électrospray a été créé en 1984 par Fenn (1) pour appliquer a des composes
biologiques d'intéréts médicaux, comme les pesticides, les acides nucléiques et la pénicilline.
L'intérét de cette source est I'absence d'ion fragment des analystes dans le spectre de masse, et
utilisation simple rapide qui demande moins d'échantillon. En fait la fragmentation est plus
ou moins contrélée dans la zone entre la sortie du capillaire, skimmer | et skimmer Il. Cette
source est donc une source d'ionisation douce permettant facilement d'observer les ions
précurseurs, ce qui n'est pas le cas d'impact électronique (2) qui était largement utilisé a
I'époque. De plus, certain liaison fragile comme liaison non covalentes présentes dans la

solution sont préservées dans la phase gazeurs grace a l'utilisation d'électrospray.

Depuis les chercheurs n'ont cessé d'améliorer (3) ce mode d'ionisation/désorption,
selon les molécules a analyser, la précision en masse requise. Des avancéees ont aussi été
faites avec le couplage de la source a divers analyseurs (temp de vol TOF, quadripole, piége
ionique, spectrométre a transformée de Fourrier (FT/ICR, Orbitrap), mobilité ionique IMS).
Les travaux relatifs a cette source d'ions innovante se voient recompensés en 2002, lorsque

Fenn recoit le Prix Nobel de Chimie.
2.1. Parcours de I'échantillon de la source a I'analyseur

L'analyte, dilué dans un solvant adéquat, est injecté dans le capillaire métallique
d'introduction de la source ESI (Figure 1) au moyen d'une seringue, par exemple. Le débit
utilise est de l'ordre de quelque puL/min a quelque centaines de pL/min et la température
imposée au gaz de nébulisation et évaporation se trouve en général entre 30 et 300°C. Ce gaz,
en générale l'azote, est introduit soit a contre courant, permettant d'augmenter le débit de

I'échantillon (jusqu'a plusieurs centaines de pL/min), soit a concourant.
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Capillaire d'introduction

Capillaire de transfert

SK, SK,
N2
S ;
AR AL | |
Nébulisat
Na)
Contre électrode Systéeme pompage Hexapdles

Figure 1 : Schéma d'une source électrospray, de la zone de desolvatation, et de la zone de

transfert d'ions chargés

Sous la pression d'un gaz de nébulisation (N;) et éventuellement du gaz arrivant a
contre courant, la solution d'échantillon est vaporisée dans une zone a pression atmosphérique
dans laquelle regne un fort champ électrique. Celui-ci résulte d'une différence de potentiels (3
a 6kV) appliquée entre la sortie du capillaire d'introduction et la contre électrode (figure ).
C'est dans cette zone que sont produits soit les ions solvatés aprés désorption, soit des
agrégats chargés dont I'état de charge, positif ou négatif, dépend du signe des potentiels

appliques.

Puis, ce nébulisat chargé atteint une zone de transfert matérialisée par un capillaire de
silice dont les extrémités sont métallisee. Ce dernier fait office d'interface entre la zone a
pression atmosphérique de la source et la zone suivant, qui se trouve a pression réduite. Des
lors, les ions subissent un gradient de pression : autour du torr en sortie du capillaire de
transfert, au dixiéme de torr pour la région de désolvatation et jusqu'a environ 10 torr pour

la zone de transfert des ions désolvatés.

Entre le capillaire de transfert et le premier cone (skimmer), une différence de
potentiels (ddp), de quelques dizaines de volts seulement, permet d'achever la désolvatation
des ions solvatés et des agrégats chargés. En effet, cette ddp accroit la vitesse des ions
solvatés qui subissent un grand nombre de collisions (mais selon un libre parcours moyen
faible). Cela signifie que les collisions sont peu énergétiques. Cette cascade de désolvatation
faiblement énergétique ne permet pas dans tous les cas de produire des ions totalement libres

de solvant. Celui-ci peut étre éliminé dans une zone de pression plus réduite ou les ions sont

A. b6
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acceéléres a l'aide d'un second skimmer. Le libre parcours moyen des especes est alors accru et
les collisions sont plus dures, éliminant ainsi les derniéres molécules de solvant. Par contre
une augmentation trop forte de la ddp de cette région transfert suffisamment d'énergie interne

aux espéces ionisées pour produire la fragmentation de liaisons covalentes.

Enfin, les ions libres de solvant sont refocalisés au moyen de barres multipolaires afin
d'étre éjectes de la région de désolvatation de la source vers lI'analyseur. Cette géométrie est

couramment utilisée pour optimiser la transmission des ions.
2.2. Principes de l'ionisation/désorption par électronébulisation

2.2.1. Processus d'ionisation/désorption

L'électronébulisation a pression atmosphérique repose sur une succession de

phénomenes physicochimiques. Leur description reste simple.

Tout d'abord, le champ délectrique positifs (ou négatif) en sortie de capillaire
d'introduction provoque une accumulation de charges négatives (ou positives) a la surface du
liquide (Figure 2). Dans le cas des charges positives, le champ électrique permet de repousser
les charges négatives (4), qui sont absorbées par les parois métalliques du capillaire
d'introduction, qui peut étre a la terre. Ainsi se produit une réaction d'oxydation a l'interface

liquide/capillaire tandis qu'une réduction a lieu au niveau de la contre-électrode.

Contre électrode

Cone de taylor
Echantillon liguide e :: &
Tty ++ b
I " ++ . .
L ¢e‘ Capillaire de
= Ddp = 3 a 6kV transfert
~ /

Pression atmosphérique

Figure 2 : Principe de l'ionisation/désorption par électronébulisation dans le cas d'une

experience en mode d'ions positifs.
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Sous l'effet des mouvements de ces charges, la surface de la solution se déforme
jusqu'a prendre la forme d'un cbne (nommé cone de taylor). Dés que les pulsions
coulombiennes entre charges positives dépassent la tension de surface du liquide, un jet de
gouttes chargées est émis a partir de la pointe du cone. Leur diametre est de l'ordre du
micrometre. 1l dépend de la valeur du potentiel électrique, du débit de la solution, de la nature

du solvant et de la température du gaz No.

L'optimisation de chacun de ces parametres est primordiale pour permettre I'existence
de ces gouttes tout en évitant la modification des propriétés des ions et complexes préformés
en solution. Elles subissent alors une évaporation partielle du solvant, ce qui concentre les
charges. Les forces de répulsion coulombiennes sont toujours en compétition avec les forces
de cohésion qui maintiennent la gouttelette. A nouveau, une limite est atteinte (limite de

Rayleigh), définit par I'équation suivante.

3/2
qRaerigh = 8ﬂlrmax 7‘90

ORrayleigh - Charges moyenne de la goutte. v: Tension de surface du solvant.

I'max - Rayon de la goulette. €. Permittivité du vide.

A ce stade, au moins trois modeles de production des ions en phase gazeuse selon les
étapes suivantes sont proposes.

En 1968, Dole et al. (5) présentent un modele connu sous le nom de théorie de la
charge residuelle (Figure 3). Leur conception du processus de libération des ions en phase
gazeuse se base sur une continuté de la fission des gouttelettes en alternance avec
I'évaporation du solvant. D'aprés eux, I'évaporation totale du solvant, a partir de gouttelettes
d'un rayon critique de 100 A, mene a la naissance d'une molécule intacte dépourvu de solvant

et chargée {macro-ion [M+nH]"" dans le cas d'une ionisation positive, ol M représente

I'analyte}.

) Fission des
Evaporation gouttes
Du solvant ¢
G + 4 T Tk
S ) L L ) n+
S o e [M4MSHNH] e [M4+0H]
4 ' tF o <
+. + * ‘++t - - st |Ons SOI\lates en Ions -
L . ‘_'I‘ & .+
= { phase gazeuse phase gazeuse
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Figure 3 : Schéma relatif a la théorie de al charge residuelle de Dole et al (S représente une

molécule solvant)

Plus tard en 1979, Iribarne et Thomson (6) développent le modele de I'évaporation
ionique a partir de leurs études. Ce modeéle repose sur I'émission, a partir d'une goulette
chargée, d'un agrégat formé d'un ion et de molécules de solvant [M+mM-+nN]"" (o S désigne
une molécule de solvant). L'émission d'un tel systeme est viable si on considére trois états
(Figure 4): la gouttelette chargée (état initial), et la gouttelette chargée de laquelle commence
a ce détacher l'agrégat [M+mS+nH]™ (état de transition), et la gouttelette réduite séparée de
I'agrégat. L'enchainement de ces états est gouvernée par le nombre de charges portées par la
gouttelette et le rayon de celle-ci. Iribarne et Thomson ont démontré que les parametres
critiques et le correspondants ont pour valeurs 70 charges (nombre critique de charges) et
80A (rayon critique). Le passage de I'état initial a 1'état final repose sur la compétition entre
les forces électrotastique attractive présentes, a I'état final, entre la gouttelette chargée et
I'agrégat dont les molécules de solvant sont polarisées. Dans le modele de I'évaporation
ionique {modele thermique; équation (2)} les forces répulsives sont plus importantes que les
forces attractives, ce qui permet I'émission de I'agrégat.

Agrégat ion/solvant

@ @® —— [M+nH]™
@@ @ @ @ ® & @/’% lon en phase gazeuse
@ ® ® “Rg ® Rg
oe® 940 ® g @
Etat initia\I/ Etat transition ) ©

@ @
- /
N
R Etat final
++®+"‘

agrandissement

Figure 4: Schéma relatif au modele de I'évaporation ionique d'Iribarne et Thomson.

= KL oxg 22S
S
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K: constante de boltzmann. h: constante de planck.

T: température de la goutte. ~ AG : énergie libre d'activation.

Puis en 1993, les travaux de sui et al. (7) sur le cytochrome c et la myoglobine étudiés
en conditions trés acides apportent un nouveau modeéle. Celui-ci développe selon lequel les
ions seraient émis non pas a la suite de fissions du liquide en gouttelettes mais subiraient

désorption direct a partir du céne de Taylor (Figure 5).

[M+mS+nH]*—— [M+nH]™
+ /

+
+++++...++Jr+++++
+ — [M+mS+nH]"*— [M+nH]™
+ + + +
T 4t <

I \
“_ v [M+mS+nH]"——— [M+nH]™
YT N Y
Cone de taylor ~ H—/
lons solvatés en lons en
phase gazeuse phase gazeuse

Figure 5: Schéma relatif au modéle de la désorption a partir du céne de Taylor, de Sui et al.

A ce jour, les trois modeles ndont pas été départagés, et restent complémentaires.
Néanmoins, la théorie de la charges résiduelle et le modéle de I'évaporation ionique sont les
mécanismes les plus cités et utilisés, comme le montre la revue de Kebarle et Peschke (8)
faisant état des modeles descriptifs du passage des ions de la solution a la phase gaszeuse en
electrospray. En fait, d'aprés cette revue, il se pourrait que la combinaison des deux modéles
majeures represente la réalité du phénomeéne. Dans ce cas, le modele de I'évaporation ionique
interviendrait dans toutes derniéres étapes du modéle relatif a la théorie de la charge

résiduelle.
2.2.2. Particularité accessibilité a une large distribution d'états de charge

L'electrospray est une technique permettant d'observer les ions d'une méme molécule
a divers états de charge. Cette distribution résulte notamment du solvant utilisé (ions
préformés en solution), de la ou des conformation(s) adoptées par la molécule, et du
processus d'ionisation/désorption des molécules analysées (conditions de désolvatation plus

ou moins douces).
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Selon le pH de la solution étudiée, les molécules seront plus ou moins chargées. Ce
phénomene est d'autant plus visible lorsque I'on étudie des molécules repliées sur elles-
mémes, maintenues par des interactions non-covalentes, voire complexées a d'autres
molécules. Qaund la valeur du pH diminue, les interaction non-covalentes sont défavorisées,
donc les molécules se déploient et sont capables de porter un plus grand nombre de charges
(9, 10) plus de sites acides et basiques étant rendu accessibles. De plus, des conditions de bas
pH augmentent le nombre de protons a la surface des gouttelettes lors du processus
d'ionisation/désorption.

De méme, la nature du solvant influence I'état de conformation des molécules et donc
I'accessibilité des sites susceptibles de porter une charge. Plus la part de solvant organique est
grande dans le volume de solution étudié, plus les molécules biologiques seront denaturées.
Plusieurs études effectuées sur des protéines démontrent cet état de fait (11-13).

C'est au niveau du premier skimmer de la source electrospray que la molécule d'intérét
va acquérir son état de charge final. Au sein d'un agrégat molécules ionisées/solvant, elle aura
plus ou moins de facilité a capter les charges. En arrivant au skimmer, les liaisons hydrogenes
présentent entre I'ion d'intérét et le solvant sont rompues. Lors de cette désolvatation, les
charges vont se répartir entre ces deux entités (i.e., ion et solvant) selon leur affinité
protonique (Schéma 1). Dans des conditions de desolvatation douce (faible voltage au
skimmer), les hauts états de charges seront favorisés. Au contraire, dans des conditions de
désolvatation dures (voltage au skimmer élevé), les faibles états de charge seront observés.
Ainsi, moduler la différence de potentiel entre la sortie du capillaire de transfert et le premier
skimmer permet de contréler I'énergie interne des ions. Concernant la désolvatation des ions,
un minimum d'énergie est requis. Or I'application d'un voltage élevé au skimmer peut induire
des ruptures de liaisons covalentes. Un compromis s'impose donc entre désolvatation des ions
et conservation de leur forme intacte. Il est parfois possible d'observer des agrégats
ions/solvant (14) dans des conditions de faible voltage. Ceci met en évidence la capacité de la

technique d'ionisation/désorption par electrospray de préserver des complexes fragiles.
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Q
o [M+H]*+S+H*
-
(D)
[
‘O
Désolvatation dure
9
AP(S) AP([M+HJ")

Déso|vatation douce
L3 p—

[M+2H]?*+S
Etat final 2

[M+H]"+[S+H]*
Etat final 1

{IM+2H]?*,S}

{[M+H]*,[S+H]"}
Etat initial

Schéma 1: Représentation schématique des deux types de désolvatation (douce et dure) d'un
agrégat chargé molécule/solvant. M représente I'espéce d'intérét et S le solvant. Le cas

présenté propose arbitrairement : AP(S)>AP([M+H]" (AP affinité protonique)

La température de la source détermine aussi en partie le nombre de charge porté par
I'analyte. Une augmentation de température permet d'une part une meilleure désolvatation des
agrégats chargés et des ions par évaporation thermique, donc permet de travailler a de faibles
valeurs de voltage au skimmer. D'autre part, dans de telles conditions les liaisons non-
covalentes inter et intra molécule(s) se rompent, ce qui libére des basiques, donc porteurs de
charge (15, 16)

Jusqu'a présent nous nous sommes limités a décrire la protonation des molécules
étudiées. En mode d'ionisation positif, elles peivent aussi étre cationisées selon que le solvant
est organique ou aqueux, aye des cations sont ajoutés a la solution, et selon l'affinité des

molécules pour tel ou tel cation.
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La production d'ions multichargés est I'un des atouts de I'electrospray car elle rend
possible l'observation d'analytes de trés haut poids moléculaire. Un calcul simple, la
résolution du systeme d'équations (3), permet d'identifier les états de charge d'une méme

molécule.

— M = ix Mj-i

i : état de charge.
M; : masse de la molécule chargé i.
Mi.1 : masse de la molécule chargée (i+1).

Cependant, ce calcul devient obsoléte si le spectre de masse est enregistré avec une
résolution permettant l'observation des pics isotopiques du massif de l'état de charge
considéré. En effet, pour une molécule mono chargée, les pics isotopiques du massif
correspondant sont espacés de 1 Th. Pour un état de charge n, les pics sont espacés de 1/n Th.
D'autre part, des logiciels basés sur des algorithmes de déconvolution®="r* Bookmark not defined.
permettent de faire ce calcul de fagon rapide, automatique, et de présenter le résultat obtenu

sur le spectre analysé.
2.111. Limites de I'electrospray et solutions

En mode d'ionisation négative, I'efficacité d'extraction des ions a partir de I'échantillon
liquide est bien inférieure a celle réalisable en mode positif. Ceci s'explique par la faiblesse
de la valeur de la différence de potentiels appliquée entre la sortie du capillaire d'introduction
et la contre électrode. Elle doit étre bien inférieure a celle appliquée en mode d'ionisation
positif sinon des décharges électriques se produisent. Celles-ci sont dues a la présence méme

d'un plus grand nombre d'électrons émis au niveau de la sortie du capillaire d'introduction.

De méme maniere plus géneérale, c'est-a-dire quel que soit le mode d'introduction
choisit, la limite majeure de I'electrospray réside dans la stabilit¢ du spray. Plusieurs
parametres interviennent dans sa stabilité a pression atmosphérique. Tout d'abord la valeur du
débit de I'échantillon introduit doit étre limitée a quelques pL/min. Ceci représente une
contrainte lorsque la source ESI est couplée a une chromatographique liquide classique, dont

le débit en sortie de colonne est généralement de quelques ml/min. Cependant il existe des

A. 13
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solutions permettant de concilier le flux en sortie de chromatographie avec le débit restreint
nécessaire a son introduction dans la source. Il s'agit par exemple de I'utilisation de colonnes

de diamétre interne réduit (micro-colonne) (17, 18).

De plus, les qualités physico-chimiques du (ou des) solvant(s) utilisé(s) détermine en
grande partie la qualité du spray (Tableau 1). Il est bien connu que les solvants organiques, le
méthanol par exemple, permet d'obtenir un spray de meilleure qualité qu'avec I'eau. En effet,
le méthanol est plus volatile que I'eau. Cette propriété est liée a la faible tension de surface de
ce solvant organique, mais aussi a sa viscosité. La tension de surface caractérise la force de
cohesion du solvant. Quant a la viscosite, lorsque sa valeur est faible, elle permet d'assurer un
écoulement regulier et homogene du liquide. Par ailleurs, la capacité d'un solvant a séparer
les charges électriques positives et négatives est directement reliée a la qualité de formation
d'un aérosol dans un champ électrique. En conséquence, un solvant de constante diélectrique

important sera un bon candidat.

Solvant Tension de surface y Viscosité n Constante diélectrique €
(en mN.m™; 4 25°C) (en Cp; & 25°C) (en C*.J.m™; 4 25°C)
Eau 72 0.9 78
Acétonitrile 28 0.4 36
Meéthanol 22 0.5 33

Tableau 1 : Les parametres de différents solvants

En ce qui concerne I'échantillon méme, la nature de la matrice dans laquelle il est
dispersé peut étre un inconvénient. Le champ d'application de I'electrospray est limité aux
matrices peu complexes. Ainsi, les matrices biologiques courantes, par exemple le sang, ne
sont pas directement compatibles avec cette méthode d'ionisation, I'electrospray nécessitant
une grande pureté d'échantillon, d'autant plus si la quantité d'échantillon disponible est faible.
Afin de palier a ce probleme, I'étude de composes présents dans de telles matrices fait appel

aux methodes de séparation (chromatographie en phase liquide, électrophorése capillaire

(19)).

Dans le cas d'échantillons étudiés en milieux aqueux, l'utilisation d'un gaz de
nébulisation (azote) arrivant de fagon coaxiale a l'aiguille d'injection facilite la nébulisation
de I'échantillon (Figure 6). Une telle géométrie permet d'augmenter le débit d'injection de

I'échantillon facilitant, par exemple, le couplage de la source d'ions avec une

AL 14
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chromatographie liquide. Cette assistance pneumatique a été introduite pour la premiére fois
dans la source ionspray (20). Actuellement, la majorité des sources commercialisées

permettent l'utilisation de I'electrospray pur et de I'electrospray assisté pneumatiquement.

<4 I ——

N(g) échantillon liguide —

»
>
L]

Figure 6 : Schéma de l'aiguille d'introduction d'une source ionspray

Une amélioration de geomeétrie dans la source electrospray a contribué a augmenter la
sensibilite de l'appareil. Il s'agit de l'introduction d'un systeme d'injection hors axe (21).
L'aiguille de nébulisation n'est plus dans le prolongement du capillaire de transfert. VVoyksner
et al. ont démontré l'avantage d'une telle configuration dans I'évacuation de contaminant
inhérents a la source. Selon le débit appliqué a I'échantillon, ils observent une augmentation
du rapport signal sur bruit (6 a 20 fois supérieur a celui observable dans le cas d'une
géomeétrie de source dans I'axe). Divers angles entre le capillaire d'introduction et le capillaire
de transfert sont disponibles (la source Z-spray (22) et la source a géométrie orthogonale (45

degrés) en sont des exemples).

D'autre part, la qualité des profils caractérisant les spectres de masse enregistrés en
ESI est limitée par des parametres propres aux analyseurs couplés a la source. lls
interviennent sur la sensibilité, la résolution, la gamme de masse accessible, la précision en

masse.
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3. Figure supplémentaire
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Figure A.1. Spectres SORI-CID (a) et EID (b) de 2'-citidine-5'-monophosphate déprotoné
(m/z 322). Spectres SORI-CID (c) et EID (d) de 2'-uridine-5'-monophosphate déprotoné (m/z
323). Spectres SORI-CID (e) et EID (f) de 2'-adenosine-5'-monophosphate déprotoné (m/z

346).
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Under collisional activation condition, it is well known that dissociations of multideprotonated oligonu-
cleotides involve an initial loss of nucleic base (formation of [M—nH-B;]"~) yielding consecutively the
complementary (a;-B) and w; product ions. The loss of thymine is thermodynamically unfavored owing
to its low proton affinity. 6 mer DNA anions were activated in SORI-CID and by EDD. The EDD spectra are
significantly different from SORI-CID. All EDD spectra showed singly charged ws~ with good abundance,
while this ion was not detected in SORI-CID spectra. In EDD spectra loss of thymine is easily detected,

I;;{/lv(\:/;rds: surprisingly doubly charged fragment ions were also detected, these ions can be produced directly from
EDD precursor ion [M—2H]?~. MS? and double resonance experiments have been realized to find the origin of
Double resonance these doubly charged and [a;-T]~ ions in EDD spectra of d(T>ATs) and (TCT3). It has been demonstrated
DNA that these doubly charged ions are produced by electron induced dissociation. The combination of double

tel-00833409, version 1 - 12 Jun 2013

Electrospray

resonance and EDD/SORI-CID MS? experiments allows decoupling the EID from the EDD processes.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Electrospray is a soft ionization method allowing to analyze high
molecular mass species such as oligonucleotides [1-3]. Electro-
spray can preserve non-covalent interaction allowing, for instance
to investigate the secondary structure of oligonucleotides [4]. Dif-
ferent ion activation techniques have been used and the most
common is collision-induced dissociation (CID) [5,6]. However,
under CID, thymine-rich DNA can yield incomplete sequence infor-
mation [7,8]. In fact, it has been shown that dissociations of
multideprotonated DNA involve as first step a loss of nucleic base
(i.e., formation of [M—nH-B;]"~) yielding consecutively the (a;-B;)
and w; complementary product ions [8-10]. The loss of thymine
is thermodynamically unfavored owing to its relatively low proton
affinity which explains the higher stability of thymine rich oligonu-
cleotides [11,12].

Electron capture process (ECD) [13-15] has been developed
originally by Zubarev et al. This method is carried out typically
on multiprotonated molecules using low kinetic energy electrons
(0-2eV). The electron capture is exothermic (5-7eV), due to the
decrease of charge state, yielding radical driven covalent bond
cleavages [16]. This dissociation mode is widely used for post-
translationally modified peptides because the ECD process occurs
along the peptide backbone [16,17]. Complementary to ECD, EDD

* Corresponding author. Tel.: +33 1 44 27 32 64; fax: +33 144 27 38 43.
E-mail address: jean-claude.tabet@upmoc.fr (J.-C. Tabet).

1387-3806/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijms.2010.10.018

(electron detachment dissociation) is dedicated to multideproto-
nated molecules. The negative ion mode is chosen due to the
presence of several phosphate groups considered as strong acidic
sitesin the gas phase. Generally, EDD takes place with higher kinetic
energy electrons (>10eV)[18-20]. The electron motion is related to
afrequency whose wavelength depends on the kinetic energy caus-
ing the detachment of one or several electrons (electron stripping)
[21,22]. Xu et al. investigated double-stranded oligonucleotides
associated with drug by EDD [20]. They observed very good
electron detachment efficiency without significant fragmenta-
tions. Hakanson and co-workers investigated short single-stranded
oligonucleotides (i.e., 6 mer) by EDD and they observed some frag-
ment ions which differ from those observed with ergodic activation
methods such as CID or IRMPD [23]. Recently, using double reso-
nance to eject a*/z* odd-electron ion during the EDD experiments,
it was found that the abundance of the [a/z-T]~ ion decreased [24].
This result suggested that the formation of the [a/z-T]~ ions is pro-
duced through the consecutive dissociation of the odd-electron
a®/z* ions.

Different activation methods can be used for electron stripping
from multiply charged negative ions. For instance, this process can
take place by electron photodetachment dissociation (EPD) under
UV irradiation conditions [25,26]. Using this method Gabelica et al.
[25] showed that electron detachment is nucleobase dependent
(presence of guanine). However, very few fragment ions have been
observed in EPD. It should be noted that under high-energy colli-
sion condition [27,28] (several keV), electron detachment process
(or electron stripping) can be observed.
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The aim of this study was to compare the fragmentation patterns
of multideprotonated DNA under SORI-CID and EDD conditions.
Especially, sequential MS? and double resonance experiments were
performed on the charge reduced odd-electron anion, in order to
acquire additional details on the EDD mechanisms. By this way the
contribution of EDD and EID in the spectra could be demonstrated.
The behavior of deprotonated DNA and the influence of nucleobases
toward EDD processes were scrutinized. Finally some mechanisms
were proposed to explain the fragmentations involving radical pro-
moted processes.

2. Experimental
2.1. Sample preparation

All DNA were obtained from EUROFINS MWG Biotech (Ebers-
berg, Germany) and used without further purification. All other
chemicals have been purchased from Sigma-Aldrich Chemicals
(St Quentin Fallavier, France). Samples have been prepared using
deionized water (18.2 M2) and HPLC grade methanol 80/20 with
2 mM ammonium acetate. The final concentration of DNA solutions
was 20 M.

2.2. Mass spectrometry

All experiments were conducted on an actively shielded 7 T
hybrid quadrupole Fourier transform ion cyclotron resonance (Qh-
FT/ICR) mass spectrometer (ApexQe, Bruker Daltonics, Billerica,
USA). The DNA solutions were infused in an Apollo II electrospray
ion source at a flow rate of 120 wL h~! with the assistance of N, neb-
ulizing gas. Ionization was performed in negative mode with an ESI
voltage of 3500 V. The capillary exit was set to 300 V; skimmer [ was
set 40V; and skimmer II was set to 8 V. All ESI mass spectra were
acquired with XMASS (version 6.1, Bruker Daltonics) in broadband
mode from m/z 200 to m/z 2000. The image signal was amplified
and digitized using 512 K data point resulting in the recording of a
0.47 s time domain signal which was transformed into the corre-
sponding frequency domain by Fourier transform (one zero fill and
Sinbell apodization).

For EDD experiments, higher kinetic energy electrons have
been produced from an indirectly heated hollow dispenser cath-
ode (inner and outer diameters of 3.5 mm and 7.6 mm, respectively,
located 88 mm from the ICR cell) and were introduced into the ICR
cell for 3s. A heating current of 1.5 A was applied to a heater ele-
ment located behind the cathode, and the bias voltage was 19.5V.
A lens electrode (6 mm inner diameter) located immediately in
front of the cathode was kept at —20V. Sustained Off-Resonance
Irradiation Collision-Induced Dissociation (SORI-CID) was accom-
plished using Argon as collision gas. The ions were excited using an
excitation amplitude of 3.4V, with a frequency offset of 600 Hz
applied for 250 ms. A pumping delay of 2s was used before the
excitation/detection step.

All mass spectra have been internally calibrated. Reported m/z
ions were compared to the theoretical m/z and ions with an error
more than 10 ppm were not considered.

The signals of the ESI mass spectra (and product ions spec-
tra) have been labeled using Mcluckey’s [29] nomenclature which
has been modified as following. In order to describe the release of
nucleic base in molecule, radical or anion forms, the nomenclature
was changed using B capital (Scheme 1) instead of BH for nucle-
obase. Apostrophe was used to show that one H was missing (i.e.,
‘B). An anion or radical species, were noted as ‘B~ or ‘B°. It was
demonstrated that, negative ion activation by electron bombard-
ment was a mixture of EDD and EID (electron induced dissociation)
processes. Most fragment ions originate from charge reduced ion

0
| NH | N | N
N o) N/KO N/j\o
H H
T T T

Scheme 1. Nomenclature used for nucleobase losses (case of thymine).

consecutive dissociation (EDD) whereas some fragment ions were
produced directly from the precursor ion without electron detach-
ment (EID). Therefore, conventional EDD was designated here as
EDD-EID.

3. Results
3.1. SORI-CID spectra of 6 mer DNA

Several 6 mer DNA (i.e., d(GTs), d(G3T3), d(T2AT3), d(T,CTs),
dTg and d(GCATGC)) containing variable thymine number were
investigated under SORI-CID conditions. Low excitation amplitude
was chosen (3.4 V) to avoid extensive consecutive decompositions.
Doubly deprotonated DNA were the most abundant ions in the
ESI mass spectra (data not reported). These doubly charged ions
were selected and activated under SORI-CID conditions. The prod-
uct jon spectrum of [d(GTs)-2H]?~ (m/z 892) (Fig. 1a) displayed
the w52~ ion (m/z 768) without formation of the corresponding
singly charged ws~ ion (m/z 1537). Complete w;~ ion series is
detected but most ions are produced with a very low abundance
except ws2~. Note that the direct G release ((M—2H-G]?~, m/z 817)
is observed whereas no loss of thymine is detected. The w52~ ion
is observed which carries the entire initial charge of the precur-
sor ion so [a1-G]~ ion (m/z 115) cannot be detected. The SORI-CID
spectrum of the [d(G3T3)-2H]2~ ion (m/z917) (Fig. 1b) showed only
complementary product wj/(a;-B) ions (with j=3,4and i +j=6) cor-
responding to the cleavages in the guanine-rich region. Again, the
[a;-G]~ ion (m/z 115) is not observed since w52~ is still present.
Nevertheless, the w52~ ion abundance decreases while those of
w42~ and wy~ are reinforced. The direct G loss is favored and thus,
the internal fragment [G,:G, |~ (m/z 506) ion appeared. The SORI-
CID spectra of [M—2H]?~ ions (m/z 884) of d(TAT3) (Fig. 1c) and
d(T,CT3) (m/z 872) (Fig. 1d) display respectively direct losses of
A and C. However, the complementary [a3-B]~ /w3~ ions (m/z 705
and m/z 929, respectively) emerge with similar abundances. Note
that the relative abundance of the [a3-A]~ ion (m/z 705) is signifi-
cantly higher than that of the [a3-C]~ ion (m/z705). In the same way
the [M—2H-A]?~ ion (m/z 817) is significantly more abundant than
the [M—2H-C]?~ ion (m/z 817). Finally, among the low-abundant
product ions, the complete w;~ series is detected either as singly
charged (w;~, w,~ and w3 ) or as doubly charged (w42~ and ws2~)
ions. It should be noted that the singly charged w4~ and ws~ ions
were not detected. The SORI-CID spectrum of the [dTg-2H]?~ ion
(m/z 880) (Fig. 1e) also displays the complete w; ion series. In
addition, ion series involving thymine base release ([a;-T]~, i=2-5)
were detected in very low abundance. This illustrates the difficult
thymine base loss, although it can occur through a low rate constant
reaction. Finally, the SORI-CID spectrum of [M—2H]%~ (m/z 894) of
d(GCATGC) (Fig. 1f) that presents only one thymine base is more
informative. This spectrum displayed, in particular, more internal
fragmentions (i.e., [C2:Co] 7, [T4:T4] 7, [A3:T4]~ and [C2:T4]~ at m/z,
446 m[z481, m[z 794 and m/z 1083, respectively) than those occur-
ring from the other investigated DNA. In addition, the w;~ (m/z
306) ion abundance was strongly enhanced and the direct competi-
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Fig. 1. SORI-CID spectra of 6 mer DNA [M—2H]?~ ions. (a) d(GTs) (m/z 892), (b) d(G3T3) (m/z 917), (c) d(T»AT3) (m/z 884), (d) d(T,CT3) (m/z 872), (e) dTs (m/z 880) and (f)
d(GCATGC) (m/z 894). The open arrow denotes singly charged ions and closed arrow the doubly charged ions.

tive losses of guanine, adenine and cytosine yielded the [M—2H-B]~
(m/z1639m/z 1655 m/[z 1679 respectively) series. The almost com-
plete [a;-B;]~ ion series is detected (except for i=1 and 4).

All collisionally activated 6 mer oligonucleotides produced
singly charged w;~ ions (with j<5) depending on the nucleotide
sequence and more particularly of the nucleobase proton affin-
ity. Complementary ions were observed for j=3 as [a3-B]~ (with
B # T). The singly charged ws~ was never observed but the w4~
ion is produced competitively with the w42~ ion. In the case of
a more random nucleotide sequence (i.e., d(GCATGC)) presenting
only one thymine, the entire [a;-B]~/wg_;~ series was detected
(except for i=1, 4 due to the presence of w52~ and thymine,
respectively).

3.2. EDD-EID spectra of 6 mer DNA d(T,AT3) and d(T»CT3)

Fig. 2a shows the EDD-EID spectrum of doubly deprotonated
d(T,AT3) (m/z 872) (the product ion assignments are given in
Table 1). This spectrum displayed a complete series of singly
charged w;~ ions allowing a simple sequence determination. It is
noteworthy that the relative abundance ratio between w3~ (m/z
929) and w52~ (m/z 760) in the EDD-EID spectrum are similar to
that displayed in the SORI-CID spectrum (Fig. 1c). Furthermore, the
wy~ (m/z1218)and w5~ (m/z1522) singly charged ions which were

absent in the SORI-CID spectrum, appeared in the EDD-EID spec-
trum and the abundances of w;~ ion series increased with the size
of the product ions except for w3~ which is enhanced due to the
location of adenine. The charge reduced [M—2H]*~ (m/z 1745) ion
produced through electron stripping was also detected. The low
abundance odd-electron ions were very likely obtained by the con-
secutive decompositions of the [M—2H]*~ ion. The attribution of
these signals are ambiguous, since they can correspond to the z;*~
or a;*~ ion series. In addition two additional product ions related
to the unexpected loss of thymine (i.e., [a4-T]~ (m/z 994) and [a5-
T]~ (m/z 1298) (or [z5-T]~) have been detected. The latter ions as
well as w4~ and ws~ ions can probably be produced from dissocia-
tion of odd-electron anion, because they were not displayed in the
SORI-CID spectrum (Fig. 1c). These product ions could be specific to
the EDD mode. Electron bombardment of the doubly deprotonated
d(T,CT3) (Fig. 2b) yielded fragment ions similar to those observed
for d(T,AT3). In addition, [z,-T]~/[a;-T]~ product ions involving
thymine base loss are again detected. The abundance ratio between
the w3~ and ws2~ ions is similar to that observed in the SORI-CID
spectrum of [M—2H]%~ ion for d(T,CT3) (Fig. 1d). In addition, the
relative abundance of the [a3-C]~ ion (m/z 705) and of its comple-
mentary w3~ ion (m/z 929) is lower than that of the [a3-A]~ and

~(m/z929)ions displayed in the EDD-EID spectrum of d(T,AT3)
(Fig. 2a and b).
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Fig. 2. EDD spectra of [M—2H]?~ (a) m/z 884 for d(T,ATs) and (b) m/z 872 for d(T,CT3) DNA. The arrow with a dot denotes a* radical ion.

In principle, the w3~ fragment ions as well as the w4~ and w5~
ions must be produced from the consecutive decompositions of the
[M—2H](~ odd-electron anion. However, another decomposition
pathway must be considered to explain the formation of the dou-
bly charged ws2~ ion. It should be pointed out that all ions formed
in the source have been ejected through a double isolation step of
the precursor ion, on the quadrupole and in the ICR cell. So, the
doubly charged ([M—2H-B]?>~ and ws2~) product ions are formed
during the electron bombardment step. Therefore, they are proba-
bly produced directly from the selected precursor ion by EID [30]
or from other processes.

3.3. Sequential MS® and double resonance experiments

In order to acquire more information on the various processes
involved in EDD-EID mode and to elucidate the origin of dou-
bly charged product ions, double resonance experiments were
realized. In this case, the odd-electron [M—2H]*~ anion is con-

Table 1

Product ions observed following EDD-EID of [T,AT;-]%".
Attribution Theoretical (m/z) Observed (m/z) Error (ppm)
Wy 321.04878 321.04776 -3.2
Wy~ 625.09482 625.09290 -3.1
Ws2 772.61888 772.61622 -34
[as-AH3]~ 705.12158 705.11938 -3.1
[M—2H-AH]*~ 817.13148 817.12847 -3.7
[M—2H]? 884.65873 884.65592 -3.2
w3~ 929.14086 929.13927 -1.7
[as-T4]~ 1018.17918 1018.17725 -19
Z4° [ag™" 1143.21428 1143.21287 -1.2
[d4-H,0]~ 1224.18612 1224.18591 -0.2
Wy~ 1242.19848 1242.19766 -0.7
[as-Ts]~ 1322.22522 1322.22653 1.0
z5° " [as* 1447.25977 1447.26154 1.2
W5~ 1546.23723 1546.24072 23
[M-2H]*~ 1769.31692 1769.31392 -1.7

tinuously ejected using resonant excitation during the EDD-EID
experiments. With a sufficiently high excitation amplitude, the
[M—2H]*~ ions can be ejected from ICR cell before its consecutive
dissociations. Consequently, only fragment ions generated from the
direct decomposition of the doubly charged [M—2H]?~ precursor
can be detected. However, if the charge reduced [M—2H]*~ anion
dissociates with very high rate constants, its fragment ions can be
produced before complete ejection. Hence these fragment ions can
be observed.

Double resonance experiment was used for lifetime study of
intermediate fragmentions, [31-34] and has been applied to inves-
tigate peptide dissociation by ECD [35]. Moreover, this approach
that can give an idea on the origin of fragment ions, is very
useful to study the dissociation mechanism and for other appli-
cations [33,36-40]. Recently Hakansson and co-workers used this
approach for studying the dissociation mechanisms of deproto-
nated oligonucleotides [24].

Fig. 3a and c displays the double resonance spectra of [M—2H]*~
generated by electron stripping of [M—2H]?~ for d(T,AT3) and
d(T,CT3). The resulting profiles present fragment ions similar to
those observed in SORI-CID spectra (Fig. 1c and d), except the addi-
tional w4~ ions that was not formed under CID from both the doubly
deprotonated d(T,ATs3) and d(T,CT3).

The presence of the w4~ ion, may be due to a fast decomposition
of [M—2H]*~ that is therefore produced prior to its ejection. The
doubly charged [M—2H-B]2~ and w52~ product ions displayed in
the EDD-EID spectra (Fig. 2a and b) were maintained whereas the
a4°~[z4*~ and a5*~[z5*~ productions as well as the [a4-T]~ and [a5-
T]~/[z5-T]™ ions disappeared in the double resonance spectra. This
means that their respective formation rate constant is sufficiently
low to be not produced before ejection of the charge reduced ion.
In fact, the formation of these product ions take place after ejection
of the [M—2H]*~ intermediate ion.

Sequential MS3 experiments can give additional information
on these fragment ions. The odd-electron [M—2H]*~ anions pro-
duced by electron stripping from the selected [M—2H]?~ ions,
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Fig. 3. Double resonance spectra (19V as ejection energy) of odd-electron [M—2H]*~ prepared by EDD processes from (a) d(T>AT3) m/z 894 and (b) d(T>CT3) at m/z 872 and
sequential MS? experiment by consecutive EDD (electron stripping yielding [M—2H]*~) and SORI-CID.

were activated by SORI-CID (Fig. 3b and d). The majority of the
singly charged product ions detected in EDD-EID/SORI-CID spec-
tra of [M—2H]*~ was present in the EDD-EID spectra of both the
[d(T,AT3)-2H]?~ and the [d(T,CT3)-2H]%~ precursor ions (Fig. 2a
and b). However, the [a3-A]~ (m/z 705) ion for the d(T,ATs)
sequence is absent, although the corresponding [a3-C]~ (m/z 705)
product ion of d(T,CT3) is detected in low abundance. It should

be noted that the relative abundance of the w;~ ions are signif-
icantly reduced, with respect to the odd-electron a,*~/z,*~ ions.
Interestingly, the w;~ fragment ion abundance increases with the
product ion size. Finally, as expected doubly charged product ions
disappeared from the sequential EDD-EID/SORI-CID spectra. These
sequential MS3 experiments suggested that the [ap-T] /[za-T]™
ions are most likely produced through a radical driven dissociation
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Fig. 4. EDD spectra of DNA (a) d(GTs) m/z 892, (b) d(G5Ts) (m/z917), (c) dTe (m/z 880) and (d) d(GCATGC) (m/z 894).

and not directly from the [M—2H]?~ precursor ion (charge driven
pathway). Actually, the radical a,*/z,* ions lose a radical thymine
to give [ap®/zp°-‘T*]~ (equivalent to [an/z;-T]™).

3.4. EDD-EID spectra of other 6 mer DNA

Thymine rich DNA in association with peptides was success-
fully studied by our group [41], in this work, we want to extend our
knowledge about these DNA sequence. Since the EDD-EID spectra
of d(T,AT3) and d(T,CT3) produced similar fragment ions, we per-
formed EDD-EID experiments with the d(GTs) and d(G3T3). These
DNA sequences were chosen because of the presence of one and
three guanines which were expected to enhance the efficiency of
EDD. The dTg and d(GCATGC) were also chosen in order to compare
our experiment with previous results which were investigated by
Hakansson and co-workers [23].

In contrast to the previous examples (Fig. 2a and b) the odd-
electron as*~ and zs*~ ions as well as the even-electron w; and
d; ion series were independently detected in the EDD spectrum of
[d(GTs)-2H]?~ (Fig. 4a). Complete wj, ion series was detected while
only one ion of the dy,; series have been detected (ds~ m/z 1562).
In addition, the odd-electron as®*~ (m/z 1463) and z5*~ (m/z 1438)
ions are accompanied by their satellite ions due to thymine radical
loss (i.e., [a5-T]~ (m/z1338) and [z5-T]~ m/z(1313)). The ws*~ (m/z

1357) ion was observed, interestingly [ws-T]~ (m/z 1411) was also
detected. The loss of neutral guanine takes place from both the
[M—2H]?~ (m/z 892) and charge reduced [M—2H]*~ precursor ion
(m/z 1785) but no loss of guanine radical was detected.

EDD-EID spectrum of [d(G3T3)-2H]?~ (Fig. 4b) displayed frag-
ment ions similar to those detected in EDD-EID spectrum of
[d(GT5)-2H]?~. The difference between these EDD-EID spectra is
the specific presence of [a;-B;] (i.e., [ay-G]™ m/z 426 and [a3-G]~
m/z 755) observed from [d(G3T3)-2H]?". Loss of radical guanine
was detected from the odd-electron zs*~ ion while the release of
thymine radical from zs*~ in the EDD-EID spectrum of [d(GTs)-
2H]2- ion was observed. From the dTg sequence, some ambiguities
appeared because ions tagged w— can also be d~ ions. The EDD-EID
spectrum of the latter sequence (Fig. 4c) displayed the complete
wij/d; ion series. In addition the a4*~/z4*~ (m/z1134)and as*~[z5°~
(m/z 1438) odd-electron fragment ions were detected with satel-
lite product ions due to thymine released. Finally in the EDD-EID
spectrum of d(GCATGC) (Fig. 4d), incomplete [a;-B;]~ ion series was
observed as in its SORI-CID spectrum (Fig. 1f). Only the z5*~ (m/z
1442) odd-electron species without its [z5-G]~ satellite production
was detected. In general, all EDD-EID spectra of [M—2H]?~ showed
similar fragment ions (e.g., complete singly charged w, ion series
and the presence of doubly charged ws2~ ions). Thymine radical
can be released from both a;*~ and z;*~ odd-electron ions.
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4. Discussion

The doubly charged ws2~ ions were detected in the SORI-
CID spectra for all investigated DNA without formation of singly
charged ws~ ion and its complementary ion. This behavior can be
related to the initial positions of the charges that are most likely in
the phosphate groups. The [a1-B] fragment ion does not present any
phosphate group and is therefore expected to be lost as a neutral
after dissociation of the ion-dipole complex [42,43]. The SORI-CID
spectrum of [dTg-2H]%~ ion (m/z 880) displayed [a;-T]~ (i=2-5) ion
series involving a thymine base loss. This loss is difficult to ratio-
nalize through a conventional charge driven pathway. Gross et al.
considered the formation of a zwitterionic intermediate produced
through an intramolecular proton transfer from the 5’-phosphate
simultaneously with the release of the base [7]. It was shown, by
replacing phosphates with methylphosphonates in the i-position
(i=1-4) that the abundance of [a;;1-B]~ decreased which is consis-
tent with this hypothesis [9]. In contrast to the SORI-CID spectra,
the EDD-EID spectrum displays the singly charged ws~ ion, this
ion is probably produced through a radical driven pathway. In the
SORI-CID and double resonance spectra of [d(T,AT3)-2H]?>~ and
[d(T,CT3)-2H]?" ion, the relative abundance of [a3-A] "~ ion is higher
than that of [a3-C]~ ion. This behavior can be explained by the for-
mation of zwitterions [44-46] which could be produced during the
desolvation step. The protonation of dA is favored as its proton
affinity is slightly higher than that of dC (dG>dA>dC>>dT [47]).
Fig. 1f displayed the SORI-CID spectrum of [d(GCATGC)-2H]?~ in
which the abundance of w;~ ion (m/z 306) is strongly higher than
its complementary ion (i.e., [a5-G]~, m/z 1332). In fact, the w; ~ ion
may be produced through the consecutive decomposition of many
otherions whereas the [a5-G]~ ion produces consecutively internal
fragment ions ([C2:C2]~ m/z 466, [C2:T4]~ m/z 1083 and [T4:T4]~
m/z 481). This hypothesis is reinforced by IRMPD experiments in
which the time of activation of [GCATGC-2H]?~ was varied (0.04s,
0.06s,0.08 s and 0.1 s for each experiment, results not shown). The
[as-G]~ ion was not detected but the abundance of the w;~ ion
increased significantly with the laser irradiation time, whereas the
other product ion abundances decreased. This shows that w;~ has
several origins, and it is reinforced through consecutive decompo-
sitions.

Our double resonance (ejection of [T,AT3-2H]*~ m/z 1769
during EDD-EID of [T,AT3-2H]|®~, m/z 884) (Fig. 3a) and MS3
experiments (EDD-EID of [d(T,ATz)-2H]?~ followed by SORI-CID of
[d(T,AT3)-2H]* ) (Fig. 3c) showed that the [a3-A]~ ion is produced
from the [M—2H]?~ through a charge driven pathway involving
most likely the formation of the [M—2H-A]?~ intermediate ion.
The doubly charged product ions were not detected in the MS3
(EDD-EID/SORI-CID) spectra of odd-electron produced ions from
[d(T,AT3)-2H]?~ to [d(TCT3)-2H]?>~ but, they were present in the
double resonance spectra of these oligonucleotides (Fig. 3a and
¢). This result confirmed that the doubly charged product ions
detected in EDD-EID spectra (Fig. 2a and b) are produced directly
from the [M—2H]2~ precursor ion by EID prior to electron detach-
ment [48]. Actually, EID occurs when the activation energy is below
energy of electron detachment but with sufficient energy to pro-
mote electronic excitation. Using this method Hadi Lioe et al.
compared EID with low energy CID of singly protonated amino
acids. They proposed that EID results in fragmentations involving
both electronic and vibrational excitations [49]. This method was
successfully applied to singly charged glycosaminoglycan saccha-
rides [50].

Odd-electron ions (a4*~/z4*~ and a5*~/z5*~) with their satellite
ions were still present in the double resonance spectra of [d(T,AT3)-
2H]?~ and [d(T,CT3)-2H]?~ ions. These ions are not detected in the
sequential MS3 EDD-EID/SORI-CID spectra of [d(T,AT3)-2H]?>~ and
[d(T,CT3)-2H]?" ions, as well as its satellite ion [a4*-‘T*]~ and [z5°-
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Fig. 5. Curves of relative abundances (abundance fragment ion 1000 x/intensity of
precursor ion) with variation of energy.

‘T*]~/[z5°-‘T*]~ (equivalent to [a4-T]~ and [a5-T] /[z5-T]~ ions).
This is consistent with the hypothesis that the [a4*-‘T*]~ and [z5°-
‘T*]~/|z5*-‘T*]~ are produced from the consecutive decompositions
of the a4*~ and a5°*~/z5*~ ions by loss of a thymine radical (‘T*).

The singly charged ws~ ion disappeared in the double reso-
nance spectra of the [d(T,AT3)-2H]?~ and [d(T,CT3)-2H]%>~ ions
but the w,;~ ion was still observed. Nevertheless, in the SORI-
CID spectra of [d(T,AT3)-2H]?~ and [d(T,CT3)-2H]2~ ions the w4~
ion was not detected. Our hypothesis is that the w4~ ion was
produced from prompt dissociation (i.e., high dissociation rate con-
stant). The charge reduced ion [M—-2H]*~ dissociated to provide
w,~ before its ejection. To confirm our hypothesis, a series of dou-
ble resonance experiments of the [d(T,CT3)-2H]?~ ion with various
ejection amplitudes of [d(T,CT3)-2H]*~ ion have been realized. To
our knowledge such evolution of the ion abundance as a function
of double resonance amplitude was never presented for DNA. This
experiment allows obtaining information on the kinetics of the dif-
ferent dissociation processes [51]. When the ejection amplitude
was increased up to 0.75Vp_p, the charge reduced [M—2H]*~ ion
disappeared (Fig. 5) but the fragment ion abundances remained
unchanged. In fact, if the time of ejection is larger than the one of
the dissociation, some fragment ions can be observed in spite of
ejection of the intermediate charge reduced ion. The a;*~ radical
ion series and its [a;*-‘T*]~ satellite product ions disappeared from
4Vp_p, (Fig. 5). Finally, the ws~ ion disappeared at 19 Vp_p, (Fig. 5),
whereas the w,~ ion was still present. It should be noted that at
19Vp_p, the ws ™ ion was probably ejected directly by off-resonance
excitation as its frequency is relatively close to that of the ejected
charge reduced ion. If so, this ion can be produced through the same
fragmentation pathways as the w,~ ion.

In particular in the case of w4 ~, the evolution of the curve sug-
gests that several ion populations exist, that decomposed through
either slow or fast dissociation rate constants. In our opinion the
slow dissociation rate constant population may correspond to rel-
atively long-lived complexes (ion-dipole e.g., [w4~, a;°]) that can
be ejected prior to their dissociations (i.e., [W4~, a2°] — w4~ +as®).
The existence of such complexes has been considered in particu-
lar in the case of peptides and their formation allows to explain
the formation of c*/z’ ion pairs in addition to the conventional c/z®
ions usually observed [35]. This probably explains why the dou-
ble resonance curves of a;* and wj; ions present a similar trend. It
is noteworthy that even with relatively high ejection amplitude,
part of the w,~ ions remained corresponding to very fast disso-
ciation processes. We cannot rule out that a fraction of the wy~
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and ws~ ions could come from the “normal” dissociation process.
In the SORI-CID spectrum of [M—2H]2~ ion for d(T,AT3), the w42~
and w52~ jons were detected. In the same way the charge reduced
[M—2H]*~ ion could yield the w4~ and w5~ ion through a charge
driven decomposition pathway, in this case the radical have to be
localized on the neutral.

In addition, our experiments showed that thymine is the unique
base lost as a radical. No loss of other nucleobase radical was
observed. Hakansson and co-workers [23] performed EDD exper-
iment with [dAg-2H]?~ and found the same radical ion series
(ag®*~/z4*~ and as*~/z5°*~) with satellite product ions correspond-
ing to the loss of adenine. This suggests that adenine may also be
lost through a radical process, but this hypothesis must be con-
firmed by double resonance experiments, because adenine can
easily be lost by a conventional charge driven mechanism as shown
above. The relative intensity of the w;~ ions displayed in the
sequential EDD-EID/SORI-CID (MS3) spectra of [d(T,AT3)-2H]*~
and [d(T,CT3)-2H]?~ increase with the m/z value of the product
ions. This behavior reflects the regular distribution of charge along
the sequence and shows that the fragmentation in EDD pathway
is mainly independent of the nucleotide sequence. Most likely, the
negative charges are randomly localized on the phosphate groups.
In the recent electron photodetachment work of Gabelica et al,, it
was shown that the electron detachment efficiency was in the order
dGg > dTg > dAg > dCg. The photodetachment effectiveness is there-
fore strongly base dependent [52]. In particular, guanine which has
the lowest ionization energy and lower electron affinity [53,54]

yielded a higher efficiency of electron photodetachment under
UV irradiation at 260 nm [55]. Other studies showed that when
the DNA strand contains guanine, the highest occupied molecular
orbital can be located on the base and not on the phosphate [56,57].

Based on our experimental results, a mechanism is proposed for
radical driven dissociation of DNA by EDD process (Scheme 2) were
the charge is spectator. It is considered that the negative charge is
initially on the phosphate group. Electron detachment yields an
unstable radical phosphate. In Scheme 2a, a 1-5 hydrogen transfer
yields a more stable tertiary radical. Consecutively, a 1-4 hydrogen
transfer, leads to the formation of the complementary z;* and d;
ions. Finally, loss of ‘T* yields the [z;-T]~ ion. In a very analogous
way, Scheme 2b, allows to explain the formation of the a;*, [a;-T]~
and w; ion series.

5. Conclusion

EDD dissociation of DNA shows abundant loss of thymine. It is
favored by a radical process whereas it is very difficult to achieve
with conventional dissociation processes due to its lower proton
affinity. In fact, with vibrational activation modes, the loss of nucle-
obases is the first rupture leading to the [a;-B]~ and w; ™~ ion series.

Our sequential EDD/SORI-CID MS3 and double resonance exper-
iments showed that all fragment ions involving the loss of thymine
in the EDD spectra come from the a;* radical ion. The combination
of double resonance and EDD/SORI-CID allows decoupling of these
two processes which distinguishes the fragmentions that were pro-
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duced from EID and those produced from “pure” EDD. The results
of EDD, EDD/SORI-CID MS3 and double resonance confirm the con-
clusion of Kinet et al. [48] that in EDD the base loss occurs after
cleavage of the sequence while with vibrational activation the base
loss is the origin of the DNA backbone cleavages as summarized in
Scheme 3. We presented an evolution of the ion abundances as a
function of double resonance ejection amplitude in order to obtain
information on the kinetics of the different dissociation processes.
Two mechanisms involving radical driven pathways have been pro-
posed concerning only the thymine base, because no loss of the
other nucleobase radical was observed. Finally it was demonstrated
that the “pure” EDD processes are very random along the sequence
whereas some more specific cleavages are produced through EID.
In comparison with vibrational activation processes the EDD tech-
nique is a complementary tool for DNA structure determination.
In addition, the EDD/SORI-CID method allows obtaining a specific
mode of EDD fragmentation of oligonucleotides.
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The dissociation of singly charged mononucleotides by electron induced dissociation (EID) and sustained
off resonance irradiation/collision induced dissociation (SORI-CID) was investigated. The experiments
have been carried out on deprotonated mononucleotides monomers. In general the same product ions
are observed in the EID and SORI-CID spectra but some additional product ions have been obtained
with EID. It was shown by MS? experiments that all these additional product ions have been pro-
duced through consecutive dissociations of the [M—2H]*~ radical anion. In addition, H/D exchange and

gfgwords" sequential MS? experiments demonstrated that the m/z 247 fragment ion produced in EID of deproto-
D nated 2’-deoxyguanosine 5'-monophosphate corresponds to the association of the phosphate group and

Mononucleotide
FT-ICR
Non-covalent

precursor ion.

the nucleobase. They were most likely linked by a non-covalent bond that was initially present in the

© 2012 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

The decomposition of oligonucleotide even electron ions has
been successfully carried out using several activation methods
such as collision induced dissociation (CID) [1-3] and IRMPD [4].
The obtained activation spectra present similar fragment ions
because they are based on ergodic processes involving vibra-
tional excitation [5,6]. Under such activation conditions, mostly
charge driven processes take place from even-electron precursor
ions. Consequently, the orientation of the fragmentations strongly
depends on the proton affinity of each functional group in the
charged molecular species [7]. A few years ago, activation meth-
ods involving radical driven pathways have been developed such
as electron-capture dissociation (ECD) [8-10]. In ECD, multiply
charged positive ions can capture one or several electrons. Such
processis exothermic (5-7 eV)[11] due to the charge state decrease
and generates a radical cation. The distonic charge reduced species
consecutively yields covalent bond cleavages (similar or not to
CID) with enhanced dissociation rate constants. ECD as well as
ETD [12] is widely used for characterization of macromolecules.
However, this method is rarely applied for DNA, because they
are generally analyzed by mass spectrometry in the negative ion
mode. More recently electron-photo-detachment (EPD)[13,14] and
electron-detachment-dissociation (EDD) [15-17] have been used

* Corresponding author. Tel.: +33 1 44 27 32 64; fax: +33 144 27 38 43.
E-mail addresses: jean-claude.tabet@upmc.fr, tabet@ccr.jussieu.fr (J.-C. Tabet).

1387-3806/$ - see front matter © 2012 Published by Elsevier B.V.
doi:10.1016/j.ijms.2012.01.015

for multiply deprotonated DNA. The electron detachment (elec-
tron stripping) processes require electron kinetic energy higher
than 20eV. EDD was successfully applied for multi-deprotonated
deoxyoligonucleotides providing complementary fragment ions
compared to those formed with vibrational excitation methods
[18,19]. For EDD, the electron irradiation duration (i.e., several sec-
onds) is significantly longer than for ECD (typically below 100 ms)
[16,20,21]. In particular, it was shown that electron-induced disso-
ciation (EID) occurred concomitantly with purely EDD processes
[19,21]. As EDD, EID is performed with relatively high-kinetic-
energy electrons but can be used with negatively or positively
charged singly charged species [22-26]. Lioe and O’Hair have com-
pared CID and EID of singly protonated aromatic amino acid [27].
They observed that EID yielded quite different and complementary
fragmentations compared to those provided by low-energy CID.
Zubarev and co-workers [28] investigated activation of peptide ions
by electronionization dissociation. Compared to CID, they observed
some different fragment ions due to distonic structures.

In our previous work [21], sequential EDD/sustained off res-
onance irradiation/collision induced dissociation (SORI-CID) MS3
and double resonance-EDD (DR-EDD) experiments allowed to clar-
ify the origin of the observed fragment ions produced by either EDD
or EID [21]. These results showed in particular that EDD processes
are very random along the sequence, whereas EID processes yield
mostly nucleobase dependent cleavages.

In the present work we are interested in the comparison
of the dissociation of deprotonated 2’-deoxynucleotide-
5-monophosphate by EID and CID. The dissociation of
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2’-deoxynucleotide-5’-monophosphate was already investigated
by CID [7,29,30] and more recently, by in vacuum photodisso-
ciation [31-33] and APPI [34]. Habibi-Goudarzi and McLuckey
investigated the low-energy CID of 2’-deoxynucleotide-3’ and
-5'-monophosphate [7]. They demonstrated that the base loss
is significantly favored by the presence of a phosphate group at
the 3’ position. On the other hand, both the nucleobase acidity
and basicity seem to play an important role. EID results in more
decomposition pathways than SORI-CID. In particular, the EID
spectra display some odd-electron fragment ions not detected
in the corresponding SORI-CID spectra. Our principal aim was
to obtain a better mechanistic understanding on the EID pro-
cesses. Sequential MS? experiments, double resonance and H/D
exchanges were also performed to clarify some mechanisms. By
this way, our results suggested that fragment ions remained as
ion-dipole complexes, and their formation involve the cleavage
of covalent bonds although non-covalent bond is maintained
intact.

2. Experimental
2.1. Sample preparation

All mononucleotides were purchased from Sigma-Aldrich
Chemicals (St Quentin Fallavier, France) and used without fur-
ther purification. Sample solutions in water/methanol 80/20 have
been prepared using deionized water (18.2 MS2) and HPLC grade
methanol. The final concentration of the mononucleotide solutions
was 20 WM.

2.2. Mass spectrometry

All experiments were conducted on an actively shielded 7T
hybrid quadrupole Fourier transform ion cyclotron resonance
(hQh-FT/ICR) mass spectrometer (ApexQe, Bruker Daltonics, Bil-
lerica, USA). The 2’-deoxynucleotide-5-monophosphate solutions
were infused in an Apollo II electrospray ion source at a flow rate
of 135 wLh~! with the assistance of N, nebulizing gas. lonization
was performed in the negative mode with an ESI high voltage
of 3500V. Voltage applied in the desolvatation zone were; capil-
lary exit —300V; skimmer —15V; and skimmer I —8V. For EID,
the ECD lens was set to 20V and the ECD bias was set to 13 V.
Sustained off-resonance irradiation collision-induced dissociations
were performed using argon as collision gas introduced using a
pulse valve. The ions were excited using excitation amplitude of
3.4Vp_p with a frequency offset of 600Hz applied for 250 ms. A
pumping delay of 2 s was used before the excitation/detection step.
All mass spectra and activation spectra were acquired with XMASS
(version 6.1, Bruker Daltonics) in broadband mode from m/z 50
to m/z 500. The image signal was amplified and digitized using
512K data point resulting in the recording of a 0.47 s time domain
which was transformed into the corresponding frequency domain
by Fourier transform (one zero fill and Sinbell apodization). All

NH,

(a) (b) i

\N

_u_ w o_u—ow o_u_ w

Fig. 1. Structure of (a
5’-monophosphate.

(c)

) 2’-deoxycytidine-5'-monophosphate, (b) 2’-deoxyuridine-5'-monophosphate, (c) 2'-deoxyadenosine-5-monophosphate and (d

ESI mass spectra were internally calibrated from unambiguous sig-
nals. Reported m/z ions were compared to the theoretical m/z and
ions with an error higher than 5 ppm were not considered. IRMPD
was performed with a 25 W CO, laser (Synrad, Mukilteo, WA, USA)
operating at 10.6 wm. Photon irradiation energy was set to 50% of
full laser power. The irradiation time was varied from 50 to 80 ms
(Fig. 1).

Because of the relatively low efficiency of the EID process, the
relative abundance values were determined by excluding the abun-
dance of the precursor ion.

3. Results and discussion

3.1. SORI-CID and EID spectra of
2'-deoxynucleotide-5'-monophosphate

Table 1 (Fig. S1) displayed the relative intensities of prod-
uct ions produced from deprotonated 2’-deoxynucleotide-5'-
monophosphates in SORI-CID and EID modes. The SORI-CID and
EID spectra present similar fragment ions. In all cases, the main
fragment ions are [(M—H)-BH]~ produced through the loss of
nucleobase. The complementary fragment ions (the deproto-
nated nucleobases (B~)) are observed in the SORI-CID spectra
of [dpC-H]~ (m/z 306), [dpU-H]~ (m/z 307), [dpA-H]~ (m/z
330). The formation mechanism of these fragment ions has been
studied in detail by Rodger et al. [35] who proposed that both
the [M—H-BH]|~ and B~ complementary ions are considered to
be produced by an intramolecular E2-type mechanism from the
deprotonated structure. Actually, this process is a syn-elimination,
promoted by the negative charge, in which the deprotonated 5’'-
phosphate site attacks the hydrogen atom at Z’BC (i.e., the 3 face of

the deoxyribose ring) since this reaction is sterically more favor-
able. It should be noted that, the E2 elimination requires that
the 2'C-hydrogen and the leaving group are antiperiplanar [7],
which is sterically not possible with the studied system. This could
explain the higher energy threshold observed for base released
from 2’-deoxynucleotide-5’-monophosphate than that observed
from the 2’-deoxynucleotide-3’-monophosphate [7]. An alternative
mechanism can be proposed by considering that the dissocia-
tion of the deprotonated 2’-deoxynucleotide-5’-monophosphate
occurs from a population of anions with zwitterion (ZW) struc-
tures (i.e., two negative charges and one positive charge) rather
than a canonic form. During the desolvation, in the charged aggre-
gate, the proton can be transferred to the nucleobase. Such a
protonation should not occur with thymine and uracil, because
of their respective low basicity [36]. Consequently, the competi-
tive formation of U~ and [(dpU—H)—UH]~ should not be observed.
But both these complementary ion species are detected at m/z
111 at m/z 195, respectively (Table 2). Therefore, the mecha-
nism involving ZW as an intermediate form must be ruled out.
So, to observe deprotonated uracil (and competitively, its neu-
tral form), an assistance mechanism is required. By considering
a stepwise process, it can be assumed that a proton transfer

NH,

(d) o

/ \” </

o]
O—H—Dw

NHZ

) 2’-deoxyguanosine-
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Table 1
Relative abundance of fragment ions produced in the SORI-CID and EID spectra of deprotonated 2'-deoxynucleotide-5'-monophosphate (radical fragment ions are in bold).
dpC dpU dpA dpG
mjlz CID (EID) mlz CID (EID) mlz CID (EID) mlz CID (EID)
[M-H-43]~ 263 9(0)
[(M—H)-BH]~ 195 64 (39) 195 79 (43) 195 54 (43) 195 58 (31)
[(M—2H)-BH]*~ 194 0(3)
[(M—H)-BH—-H,0]~ 177 18 (29) 177 15(25) 177 21 (41) 177 6(1)
14p- 166 0(8) 166 0(5)
247~ 136 0(7)
B~ 110 5(0) 111 7(0) 134 24(16) 149 32(5)
[B—H]"~ 0(3)
H,PO4~ 97 3(32) 97 0(17) 97 1(0) 0(0) 0(0)
[M—H- CsH70,°]*~ 0(16)
R? 16 135 3(5) (2.5)
* R=([(M-H)-BH}—+[(M-H)-BH-H,0]—)/[B~].
Table 2
Elemental composition of fragment ions observed in the SORI-CID and EID spectra of 2'-deoxynucleotide-5'-monophosphate.
Exact mass (u) Elemental composition Error (ppm) Mononucleotides Comment
96.9696 H,04P~ 0 All mononucleotides Phosphate group
110.0360 C4H4N30~ 5 dpU Uridine
111.0200 C4H3N;0,~ 1.7 dpC Cystosine
134.0472 CsHyNs5— 1.5 dpA Adenosine
135.9931 C3H504P°— 0.7 dpU Cleavage ribose (24A)
138.9802 C,H405P~ 3 dpC, dpG Cleavage ribose (*3A)
149.0343 CsH3N50°~ 14 dpG Radical guanosine
150.0421 CsH4N50~ 1.6 dpG Guanosine
150.9802 C3H405P~ 7 dpU, dpC, dpA Unknown
166.0037 C4H;05P*~ 2.5 dpC, dpU, dpG Ribosecleavage('4A)
176.9958 CsHgOsP~ 0 All mononucleotides Nucleobase and H, O loss
195.0064 CsHgOgP~ 0 All mononucleotides Nucleobaseloss
247.0112 CsHgN505P*~ 2 dpG Phosphate group +guanosine

Fig. 2. (a) Mechanism of 2’-deoxynucleotide-5'-monophosphate fragmentation [35] and (b) nomenclature for cross-ring cleavages [37].

from the 2pC site to the deprotonated phosphate group takes
place to assist the deprotonated base release. From this pro-
cess (Fig. 2), formation of an anion-dipole ([(dpU-H)-B], B™)
complex occurs with an unsaturation at the C,-C; position.

During the second step, an intra ion-dipole proton transfer takes
place from the phosphate group to the deprotonated uracil. Thus,
the gas phase acidity of the nucleobase must play a role in
the evolution of the ([(M—H)-BH]~ +[(M-H)-BH-H;0]")/[B~]

) )
346.06 .
(@) (b) 4x6
[(M-H)-GH] [(M-H)-GH,]~ 7
miz 346 195.01 miz 346 2 -GH;
-GH EID [G-HI- :
SORI-CID 149.04 19!5.01 -GH
Gr ; -CH,0;
150.04 150.04 | i
[(f-H)-GHH, O 247.01 [M-2H]™
177.00 | ° \
[G-NH, 177.00 s E
1313.92 8 32|s.os . 15?- L' 23007 328.05
100 150 200 250 300 “miz 100 150 200 250 300 mz

Fig. 3. Activation spectra of deprotonated 2’-deoxyguanosine-5'-monophosphate (m/z 346) recorded in the (a) SORI-CID and (b) EID modes.
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Fig. 4. Different structures proposed for radical guanine anions [40].

ratio. From our results with SORI-CID this ion abundance ratios
evolves as: dpG>dpA>dpU>dpC. This evolution suggests com-
paring only purines (G and A bases) and pyrimidines (U and C
bases). Indeed, it seems necessary to separate these two classes of
2’-deoxynucleotide-5'-monophosphates, for such comparison. The
role played by the acidity is not the only one because the excitation
energy effect influences strongly this ratio as shown in the work of
Kebarle [29].

A similar trend is observed in EID mode. However, the consecu-
tive losses of [BH+H, O] are reinforced whereas the B~ ion decrease
partially for the purine bases and disappears for pyrimidine bases.
Note that the consecutive losses reflected higher internal energy
on the deprotonated 2’-deoxynucleotide-5’-monophosphate. Nev-
ertheless, from Kebarle’s study, it should be expected enhanced
B~ anion abundances with higher internal energy which is not
observed from our results, since the B~ abundance decreased (or
disappeared) [29].

The loss of H,O from the [(dpX-H)-XH]~ (X=C, U, A or
G) fragment ions was observed from the deprotonated 2'-
deoxynucleotide-5'-monophosphate. Habibi-Goudarzi and
McLuckey et al. [7] proposed that this arises from the hydroxyl loss
at 3/, C and the proton at 4’,,C. Minor contributions are observed
for HyPO4~ (m/z 97), the formation of this ion is explained by
an E2 type mechanism in which the phosphate alkoxide attacks
the 4, C-H of the sugar while the phosphate ester linkage oxygen
becomes the anion leaving group. The abundance of H,PO,4~ ion in
EID spectra is generally greater than the one in SORI-CID spectra.
This trend cannot be explained only by considering the acidity and
the activation mode (SORI-CID vs EID). Most likely, it also depends
on the initial conformation of the precursor ion. Interestingly
the fragment ion [M—H—H3PO4]~ was not detected while the
H,PO4~ ion is detected. This indicates that the acidity of H3POg4 is
much higher than that of the [M—H3PO4] neutral, and therefore
that the lifetime of the [H,PO4, (M—H3POg4)]~ ion dipole complex
is too short to allow proton exchange. The loss of 43u from
the precursor ions corresponds to CONH via a retro Diels-Alder
like mechanism [7]. The 2’-deoxyguanosine-5'-monophosphate
presenting particular behavior, it will be discussed latter.

Compared to the SORI-CID, the EID spectra of the deprotonated
2’-deoxynucleotide-5'-monophosphates displayed more informa-
tion. The H,O0 loss is also detected with larger abundance in the
EID spectra. Under EID conditions, additional fragment ions such
as sugar cross-ring cleavages are significantly more abundant than
those detected in the SORI-CID spectra [37]. These fragmentions are
very useful for determining the deoxyribose substituent location.

These cleavages are mainly observed using keV range collisions as
well as from multiply charged oligonucleotide by ECD and EDD
[38,12,39]. Beside the loss of nucleobase and the formation of the
H,PO,4~ fragment ion, the EID spectra displayed in several cases
radical fragment ions. The formation of these radical ions will be
discussed in detail with the deprotonated 2’-deoxyguanosine-5'-
monophosphate (vide infra).

3.2. SORI-CID and EID spectra of
2'-deoxyguanosine-5'-monophosphate

The SORI-CID spectrum of deprotonated 2’-deoxyguanosine-5'-
monophosphate (m/z 346) is reported in Fig. 3a.The main fragment
ions were detected at m/z 195 corresponding to the loss of the
nucleobase (GH) and deprotonated guanine (G—, m/z 150). The EID
spectrum of deprotonated 2’-deoxyguanosine-5’-monophosphate
(Fig. 3b) displays the m/z 195 ion as main fragment ion. Its consecu-
tive water loss yielding m/z 177 is produced in a similar abundance
in the other EID spectra. The m/z 166 and m/z 139 fragment ions
were identified as odd electron species that were produced from
the rupture of the ribose ring (1A and 93A). Interestingly addi-
tional ions are detected at m/z 247 and m/z 149 which were not
observed in CID and on other nucleotide EID spectra. The lat-
ter is attributed to [G—H]*~ radical anion (as confirmed by its
elemental composition CsH3N30°~ from the accurate mass mea-
surements). The non-radical deprotonated base expected at m/z
150 (CsH4N307) is detected with very low abundance. The m/z
149 ion, CsH3N30°~, odd-electron anion corresponds to dehydro-
genated guanine. Its formation could formally involve the release
of one H* from the m/z 150 deprotonated guanine. In fact, the
formation of such odd-electron [B—H]*~ species has been already
considered for explaining some fragment ions generated through
particular pathways under EID conditions [27]. The following equa-
tion may explain the origin of such charged radical species using
fast electron bombarding (i.e., electron kinetic energy of about
20eV) which yields very likely vertical electronic excitation result-
ing into vibrational energy in the excited electronic level rather
than vibrational energy in the fundamental electronic level:

[M+H]I" + efse” — [M+H]™
— fragmentions(odd and even electron)

This process can be considered rather than a stepwise pathway
formally proposed in the literature for positive ion [M+H]* which
is described by an electronic excitation yielding electron stripping
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Fig. 5. EID spectrum of [dpGgs—D)]~ (m/z 351).

followed by capture of the produced slow electron [27]. In fact, both
pathways are similar formally since they assumed, an electronic
excited state; the electron can migrate to different sites.

In the EID spectra of the deprotonated 2’-deoxyguanosine-5'-
monophosphate (Fig. 3b), the dehydrogenated nucleobase radical
anion [G—H]*~ is produced as the product ion base peak. This
means that its formation is favored and this oxidized species is
stable toward further dissociations. Different structures could be
proposed (Fig. 4) by considering formation of distonic forms (e.g.,
the a and ay; series calculations are in progress) [40].

Note that the guanine is the nucleic base characterized by the
highest electron affinity [41] and the previous observation of the
m/z 149 ion suggests also by analogy that the CsH3N50 neutral must
be characterized by a higher EA value than that of the other nucleic
bases [42].

The second additional peak at m/z 247 with the CsHgN505P*~
elemental composition, is intriguing because the formation of this
radical anion involves, formally the loss of the ribose residue radi-
cal (i.e., CsH503°). The existence of this ion implies that both the
phosphate and guanine moieties are maintained together. Two
hypotheses can be considered to rationalize the formation of the
m/z 247 ion:

(i) either the even-electron precursor ion in its excited electronic
state isomerizes into one particularly stable ion-dipole complex
allowing the oxidized ribose residue radical CsHs03° release.
This could take place by a stepwise process, which could be
initiated by the homolytic cleavage of the C-C linkage between
the sugar moiety and the nucleic base.

(ii) or according to a similar molecular isomerization pathway, the
complex which, instead of yielding an ion-dipole complex after
the sugar residue release, results into a covalent system in
which the nucleic base and the phosphate are bound.

Independently of the previous assumption, the produced m/z
247 ion must be an old-electron species in a distonic form. This
will be discussed later (vide infra).

3.3. H/D exchange

H/D exchange experiments were conducted using CH30D solu-
tion (Fig. 5). The precursor ion at m/z 346 was shifted to m/z 351
consistent with 5 H/D exchanges. The m/z 247 fragment ion was
shifted to m/z 252 indicating the presence of 5 deuterons. The oxi-
dized guanine [B—H]*~ radical anion was detected at m/z 151 (the
guanine radical anion without H/D exchange was detected at m/z
149). This indicates that two labile deuterium remained on this
radical ion. This is consistent with the structures proposed in Fig.
4.

Fig. 6. MS® (EID/IRMPD) experiment of m/z 247 for deprotonated 2'-
deoxyguanosine-5’-monophosphate.

3.4. Sequential MS® experiments

Fig. 6 displayed the sequential MS® experiments from the
deprotonated 2’-deoxyguanosine-5’-monophosphate (EID (m/z
346)/IRMPD (m/z 247)). The EID/IRMPD spectrum displayed only
the m/z 149 fragment ion corresponding to the radical nucleobase,
demonstrating that the radical nucleobase was produced consecu-
tively from the ion-complex species (m/z 247). Double resonance
(DR-IRMPD) experiments with variable excitation energy on the
m/z 247 ion was carried out (data not reported), but the rela-
tive abundance of the m/z 149 ion remained unchanged [43]. This
indicates that the ion-dipole complex is dissociated consecutively
with a too high rate constant to observe the DR effect. In this
case, the decomposition can be faster than the time of ejection.
Gidden and Bowers [41] have proposed that the conformation of
2’-deoxyguanosine-5’-monophosphate was in a syn conformation
in which the phosphate group is linked to the nucleobase (gua-
nine) by a intra molecular non covalent bond. Our experiments
demonstrated that this non covalent bond was preserved during
EID of [dpG—H]~ (e.g., m/z 247 fragment ion (Fig. 7)); this behavior
presents some analogy to ECD that can allow the cleavage of cova-
lent bond without affecting labile groups (e.g., phosphate group)
and preserved non-covalent bonds [44,45].

3.5. Sequential MS® experiments on [dpG—2H]*~

Interestingly, the H* loss from the precursor ion was produced in
significant amount; such radical release was also reported recently
[46]. This H* loss was proposed to be the initial step for the for-
mation of fragment ions through radical driven pathways [27,46].
To demonstrate this suggestion, sequential MS3 experiments have
been carried out. In this case, the double resonance experiment
cannot be concomitantly applied with EID, because the [M—2H]*~
ion (m/z 345) that should be ejected is too close to the [M—H]~
precursor ion (m/z 346). Fig. 8a displayed the isolation spectrum
of [dpG—2H]*~, this showed an effective isolation to perform the

. /ﬁb

Fig. 7. Proposed structure for m/z 247 ion-dipole complex.
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Fig. 8. (a) Isolation spectrum of [dpG—2H]*~ (m/z 345) after EID activation of m/z 346 and (b) MS? spectrum (EID/IRMPD) of [dpG—2H]*~ (m/z 345).

sequential MS? experiment. In the EID/IRMPD MS? spectrum (Fig.
8b), the m/z 247 ion was detected as well as the guanine radi-
cal ion (m/z 149). Interestingly, the [M—GH-2H]*~ ion (m/z 194)
was observed. This contrasts with the EID spectrum in which both
the [M—GH-2H]*~ and [M—-GH-H]~ ions (m/z 194 and m/z 195)
were detected. The fragment ion at m/z 166 (1*A) in this sequential
MS3 spectrum, identified as a radical fragment ion (C4H;05P*~),
is also detected. So this experiment confirmed that the fragment
ions characteristic of the EID mode are produced through the con-
secutive dissociation of the unexpected [M—2H]*~ ion. In the H/D
exchange experiment (Fig. 5) the m/z 247 ion was shifted to m/z
252, indicating the introduction of 5 deuterons; this means that
the H* loss from the precursor ion during EID activation is not one
of the exchangeable protons.

4. Conclusion

The EID spectra displayed more fragment ions than the SORI-
CID spectra but all fragment ions observed in the SORI-CID spectra
are also detected in the EID spectra. In SORI-CID, the fragmenta-
tions from vibrationally activated species yielded mainly charge
driven fragmentations, while in EID, radical driven decomposition
pathways took place. The principal difference between SORI-CID
and EID is the formation of odd-electron fragment ions produced
only in EID. Interestingly, cross ring cleavages were detected in
the EID spectra which are useful for ribose substituent location.
These product ions are in particular very important for loca-
tion of the substituent in the ribose. Sequential MS? experiment
(EID/IRMPD) demonstrated the stepwise process via formation of
a stable ion-dipole complex, consistent with the initial precursor
ion gas phase conformation, likely due to the formation of intra
molecular salt bridge (calculation are in progress). This demon-
strated that non covalent bonds can be preserved in EID. Sequential
MS3 (EID/IRMPD) spectrum of [dpG—2H]*~ evidenced that all the
fragments specific of the EID mode were produced consecutively
to the loss of H* from the [dpG—H]~ precursor ion. The EID mode
appears to be a useful tool to investigate molecular structure and
non-covalent interactions.
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