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Photoionisation @ Pression Atmosphérique de Biomolécules a l'aide
du rayonnement synchrotron SOLEIL
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La photolonisation & Pression Atmosphécigue (APPLY
[1,2] est |a technigue la plus adéquate pour Pétude de
composes apalaires, tout particuligrement dans des
solvants aprotiques de type chloroforme. La technigue
st basde sur la formation d'un spray  contenant
I'analyte et le solvant qui est expose aux photons
Uy provenant le plus [réquemment d'une lamps &
décharge dans le krypton. Néanmains, les expériences
presenteées dans ce travail ont ete effectuéss a l'aide
du rayonnemenl  synchrotron Cetle  accordabilité
originale o rayonnerment Synchrotron aves une source
APPI n'a jamais eté effectuse jusqu'z present selon
nos connaissances. Lavanlage de ce couplage est
de travalller avec une gamme d'énergie de photons
atcordable alfant de 5 {248 nmy g 20 eV (62 nm), au
contraire d'une &nergie lixe oblenue avec une lampe &
décharge (0 et 10,6 eV pour la lampe & Krypton) La
selection de l'energie des photons: est réalisee grace
& un monochromateur dont la résolution en longueur
d'onde est de Pordre de &1 nm, Alin d'obtenir un flus de
photon dans la source APPI 3 pression atmaospherigue.
alors que la llghe de lumidre est sous un vide poussé, Un
pompage différentiel a été mis en place, En sortie de ce
systeme, les photons sont dirigés vers la source APPlLen
fieu et place des photons émis par la lampe a décharge.
La source st finalement couplée a un spectrométre de
masse de type hybride quadripole/temps de vol (G Star,
Applied Biosysterns, Sclesl

Le bot est de faire varler les valeurs d'émergies des
photans  afin d'éfudier les seuils d'ionisation du
solvant, de l'analybe etfou du dopant et ainsi de mieuk
apprénender les phénoméres chimigues présents on
APP des différentes biomaolecules efudiees,

LUétude des phospholipides s permis Vobservation de
fragments tels que Vion fragment m/z. 772, dans |e
cas des phosphatidyicholines. apparaissant pour des
phatons d'énergie supérieure a 37 eV, Celte valeur
serait compatibie avec le seull d'lonisation de la fonction
ecter ([E=97eV). Ainsl i est supposé que |Yionization
e produll pour ce type de fragments sur 13 Tonction
estar, menant a un ester radical sur lequel est transféngé
un H'. Par ailleurs, ces résultats ont 8té confirmeés
théoriguement par fe transfert thermodynamiguement
favorizé d'un hydrogéne radicataire du méthanol sur
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l'ester catlon radical. Cette réaction de transfert d'H’
sur un graupement photeionise a5t spécifique a I'APPI
el se demarque de la réaction de transfert de H+
produite aved I'ESIL

L'étude des malecules comportant des insaturations en
solulion dans le chloroforme a permis dobtenir avec
une trés forke Intensité des addults au dichlorocarbéne,
L'étude de peptides post-modifiés, menée 3 [aide d'un
dopant, & par contre permis-damener & la formation
dions fragments de type b et < [4,5], Les différents
mecanismes de fragmentations: tels que la capiure
d'électrons pour les ions fragments de type c générés
lors de la photolonisation, ont été étudiés en rapport
avet les sedils de photoionisation de chacun des
composes (salvant, dopant, analyte)

Ces premléres expériences réatisdes sur e couplage
unique d'une source APP| avec une source de photons
WUY  monochromatique et atcordable ont  permis
d'obtenir des résultats nécessaires 4 la compréhension
des meécanismes réacktionnels en APPI, |l est donc
les  sipériences & daulres
Blomoléculos telles que bes sucres, ou d'dtudier |a
digesticn de protéines 3@ fravers ume separation
chromatographigue en phase inverse avec addition en
post-colonne d'un dopant.

intéressant d'étendre
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P4-002

Photodissociation and Electron Photodetachment

Dissociation

(EPD) for structural characterization of sugar and protein polyanions
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Mass spectromelry has during the last two decades
deeply  revolutionized the structural analysis  of
biomalecules. It has even become the corner stone of
the profteomics and systems biology allowing nat only
the (dentification and gquantitation of progeins incompiex
mixture, but also a featuring as exhaustive as possible
of the pattern of post-translational madifications or
genetic variations.

Currenily, two complementary strategies are applied,
namely the bottom-up and the top-down approaches. The
top-down approach lies in tha gas phase fragmentation
of protonabed molecular jons of intact proteins. The
concept of top-down protein identification has really
emerged thanks to the decisive development of efectron
capture dissockation (ECD). In an effort to implement an
analogous radical-induced nonergodic fragmentation
pathway In the wider avallable quadrupole ion trap
instrument (QIT), Hunt and co-workers introduced the
electron transler dissoclation {(ETD} technigue.
Empioying an ionfion reactlon, ETD inltlates proteln and
large peptide dissociation by transferring an electron
Trom a radical anion to a multiply protonated molecular
lom,

Recent works reveaied that laser irradiation around
260 nm of peptides or DNA polyanions causes
electrondetachemant. Then, subseguent collisianal
activation of the isolated radical anions gave rise
to Intense and nearly complete series of fragment
loms similar 0 those isswed from ETD and ebectron
detachment disseciation (EDD) on palyanions  of
paptides.

We investigated for the fist time the merits of what we
coinedelectron photodetachment dissociation (EPD} for
polyanions dissociation of large peptides and intact
proteins, Compared to direct CID of even-electron
species, EPD fead to much mere intense and extensive
Tragmentations ol the peptide backbone and opens a new
perspective in the field of structurat characterization
and top-dawn sequencing of large peptides and proteins.
Furthermare, laser irradialien around 260 nm causes
Interesting  fragmentation patterns  for  structural
characterization of oligosaccharides. Recent results
oblained on sulfated ocligosaccharides will be also
presented,
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Elucidation of the dissociation pathways of metolachlor, acetochlor
and alachlor under electron ionization - application to the
identification of ozonation products
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The contamination of soils, ground andfor surface
water by chlorinated herbicides used in agriculiure
as the principal weapon against pests, disease and
weed infestalion, ks currenlly enhancing a growing
enviropmental concern all over the world, Herbicides
contaminated lands and farming areas may require
remedialion to mitigate water resources contaminaticn.
Some acefanllide nerbicides known as metelachion
alachlor and acetochlor are widely used to control
annual grasses and yellow nutsedge and o manage
small-spaded broad leat weeds. Their widespread
uze has resulted in their frequent defection in near
agriculture area water sources where thote compouwnds
are exposed to leaching and wurban runoff, Their
persistence in sail as well as the emergence of potential
breakdown producls are non desirable side effects that
may lead to serious ecclogical and human troubles.
Recently. they have been demonstrated to-be potential
endocring disruptors (EDCS):

Dissociatlon pathways and lon structures have been
proposed to inkerpret the El mass spectra of metolachlon
acetochlor and  alachlar, on the basis of MS/MS
expariments and lsotopic labelling. The mass spechrim
of metslachlor is fully dominated by ions resuliing
Trom the elimination of the ether function throegh a
cleavage, constderlng fontzatlon on the nitrogen atom,
and suhseguent dissociations. The interpretation of
acetachlor and alachlor El mass spectra is mare complex:
It requires mechaniams Implying different o cleavages
considering tonization on the nitrogen atom but alsoan
the aromatic ring. lonization on the chioride atom leads
to Ci o elimination and subsequent fragmentations.
Other mechanisms begining by an hydrogen atom
transfer have atso been proposed 1o ratiomatize the
tarmation of daugther lons. This mechanistical approach
allowed the straight characterization of the ozonation
products af metalachlor and atachlor.

Heywords:  dissociation  pathways,  metelachicr
acetochler alachlor, mass spectrometry, degradation
compounds
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Sum Formula Calculation And Identification Of A Bacterial Metabolite
With m/z> 1100
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I the course of identification and structural
characterization of compounds the unambiguous- sum
formula calculation is an essential step. With increasing
molecular mass lhe numbers of possible sum formulae
are Increasing exponentially, sa that already for m/z
values around SO0 it is not possible anymore to get
just one sum formula suggestion from an accurate
mass measurement only, even If a mass accuracy of
0 ppmis assumed. Calculation constraints like ranges
for meaninglul HfC ratios, number of rings/double
bends and careful seltection of elements allowed for
sum farmula calculation will reduce the number of
sugoestions signilicantly and help to exclude chemically
“Impossible” malecules from the result list, However,
for m{z100C at 01 ppm mass accuracy more than 2200
sum Tarmulae would still be calculated (ADDO0 Tor mass
accuracy 1 pomk

Hers we will show that Combining accurate mass.
isotope pattern, full scan M5 and MS/MS information
fand an online search toob allows for sum formula
generalion and identification of compounds even at
high m/2values > 1000 .
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Evaluation of DESI-MS for fast chemical analysis on the hair surface.

A Daddien( 1} = L, GirequdiZ) » M. Pévou(2) » G, Proooi(2)

{1 S kapiipy Feode EPCAR Strastesipng, Fronce » (200 gdl Raclvrae, Sennee aalivse, Ciicing France

The aim ol this work was lo evaluale the DESEMS
feasibliity for the amalysis of cosmetic ingredients
deposited on hair After a checking step on simple
substrates, locks of halr wede difectly screened. We
succeeded In analyzing a wide range of compounds
on hairs such as anionicfcationic surfactants, and UY
lilters. Finally, the linearily of M5 response versus the
centent of cationic surfactant was shown on unpreparaed
hair surface, These hopeful results et us imagine the
possibliity of guantitalive analyses directly on native
hair samples,

To our knowledge, this is for the first time that this
technigue is used in Cosmelic Sclence: Il Is a first step
towards further developments in this field,



P4-006
UV spectroscopy of gas phase entire proteins

1. Covipragrnion » R, Anfigme ¢ A, K. Alloaeche o E Bertorplle = 1. Jrdy » B. Belting o P Dsegoaard

LASTM - Ulmveripnd Lo [00NRS, Villwrinmon, Frand

UW spectroscopy ol a variety of trapped anions ranging
from the amino-acid to the entire probeln was performed
by means of photoinduced electron detachment. |t
is shown thal pholoinduced electron detachment
spectroscopy  overcomes the current limitations of
photofragmentation and extends the range of UV
spectroscopy of trapped species ta very large syslems.
[3-4] The Influence of a negative charge on the optical
spectrum of aromatic aminc-acids is also discussed,[1-2]
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Pa-007
LDI-MS sur matériaux inertes de silicium/silice : Application a la
détection sensible et reproductible de peptides

M. Duapré = G, Fromrenty = A, Pialap » 8. Canrel » | Martines € Enjalbal « losti dod lbimddcates Mo Moo ((EALM)
[THE D247, ENRE Unvrraies Mimitipliier |t 200 1782, Faverots Mendpeliter 1. Brangr # K. Kaakr« L., Baehm "J.-U. [hrdinid
A Mttt e asniad ©haed

Imstitar e Beslorole fin

I alt, LUK H 24T MRS adpasiltd MarplTive 2, Fraoe ® Rl Berelbwreoriel s ¢ v Mol iderfids

Wl T are (TR Nifemmune oF ey Cidlex, P

Les technigues de spectrométrie de masse par (1) Pereraon DS Mass Npeerom. Relt HT, Toe- 1954
désorption/ionisation laser sans matrice CMatrix-free’ 0 L Dlaep 1 MR DRV
LDl ont été wtiliséss ces dix dernieres annees afin
de générer la formation dions & partlr d'échantillons
organigues déposés sur des surfaces inertes [1). Em
plus du silicium poreux utilisé dans la méthode DIOS
originelie [21, divers matériauy solides ont &té gludies en
LOI-MS : métaux, oxydes meétalliques, carbone, silicium,/
sifice, aluming, sous forme de poudres, de parficules
poreuses, de nanocparticules et plus récemment de
matériaux présentant des structures tridimenslonnalles
(nanctubes, panofils). & ce titre, les cibles NALDITM,
supports préts a lemplol et jetables, commercialisés par
g Societé Bruker, présentent des surfaces constifuées
de nancfils de silicium qui ont montre recemment de
tres bons résultals en LDI-MS pour Panalyse de petites
matdcules organigues ef de peptides [3.4].

Mous avons développg une méthode simple et peus
couteuse de LDI-MS par utilisation de matériaux
poreux de chromatographie (gel de silice, gel de silice
phase inverse, aluming, presentant des tailles de pores
varlables) pour la deteclion de peptides [S]. Le cholx de
tefles matrices inertes a 6té guldé par le fait gue ce sont
des matériaux commerciaux tréz peu coutews, préts 3
emplol, disponibles dans toul laboratoire de chimie et
quil permettent une préparation de échantilion ainsi
qu'un protocele de depdt sur une cible MALDI classigue
frés simples.

Sulvant la mime stratégie analytigue, sachant que les
matériaux structurés ont montrés de bons résultats
en sensibilité de délzction, nous avons alors explors
d'autres substrats Inorganiques & base de silicium ow
de silice présentant diverses structurations (poudres
amerphes [ nanoparticules [ surfsces) et diffésentes
propriétés. chimigues de surface cblenues par
fonctionnalisation. Nous présentons les analyses LDI-
MS d'une collection de peptides modeles deposés sur
des nanoparticutes de silice et nanofils de siliciam.
Au travers de cet-ensemble de donnees speckrales,
une comparslson des multiples supports étudigs en
termes de performance en sensibllité de ddtectlon, en
reproductibilite ainsl qu'en robustesse de la méthade a
élé mange.
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P4-008

Etude lipidomique de promastigotes de Leishmania donovani traitées
a la miltéfosine : analyse en LC-ESI/MS et PLS-DA
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Les lelshmanicses sont des parasitoses dues & des
protistes du genre Leishmania, elles touchent 12
millions de personnes et 2 millions de nouveaux cas
sont enregistrés chague annge. Celtle maladie qui
touche généralement Iinde, FAmérique du sud, e
Moyern-Qrient et I'Asie est en recrudescence dans
le bassin méditerrangen. Elle se manifeste par des
igslons  cutandes, Cutanéo-MUQUeUses, Ou  encorne
viscérales, par ordre de gravité, La miltéfosine est un
nouveaw médicament administré par voie orale. Cetis
miclécule présente une simllitude de structure avec
les phospholipides qui sonf les lipides membranaires
majoritalres. Il a &té montré gu'slle inleragit avec le
miétabodisme de ceus-cl, modifiant airsh leur composition
membranaire, Ceci induirait ta mort par apopiose des
cellubes de Leishmania donovani.

LUobjectif de ces travaux est d'étudier Pimpact de
la milkéfasine sur la composition membranaire en
phosphelipides de souches de Leishmania donavani,
&n couplage LC-ESI/MS ot par traiterment chimiomitrie
en PL5-DA sur des souches sauvages, fraitées 5 la
miitélasine el résistantes au traitement.

Lanalyse des dlx phospholipldes membranaires (acide
phosphatidique  (PA),  phosphatidyb-glyceral (PG},
-inositol (P}, -serine (FS), -choline (PC), -ethanolaming
{PE), cardipdipide (CL), lysophosphatidyl-ethanolaming
(LPE}), -chaline (LPC), ef sphingomyéline (SMy o esf
réalisée en chromalographie liguide haule performance
en phase normale, Lidentification de especes
mleculaires s'effectue spectromeéirie de masse. Mous
givons utilisé un couplage LC-ESI-MS, en mode negatl!
et positif, souvent utitisé en métabalomigue, utilisant
une trappe dions Bruker®, LUionisation douce de
Pélectrospray favorise 13 détection diiens maoléculaires
[M=H]- et [M=+H]+ en mode négatif et positif, ainsi que des
adduits sedium [M+Nal+ en mode positif, l'interprétation
des résullals est done relativernent alsée, Le traitement
des_donndes obtenues en couplage est réatisd & I'aide
d'un fraitement chimiométrique {Parfial Least Souare-
Discriminant Analysis) effectué sur Simea-P 11 aprés un
pré-traiternent des données sur MzMine, afin de mettre
en evidence les especes maléculaires dont V'expression
est modifige chez les souches trailées ou rendues
résistantes i la miitéfosine par rapport auy souches
sauvages,
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il apparait dans un premier temps que les clazses Pl,
BE, PS5, PC et LPC sont affectées par un traitement
a la miltéfesine, Les PC semblent &tre les plus
signilicativernent influencés par 1a miltéfosine, avec
les ioms de la Zome mZ=T42.597469 et TIRETI3S
plus exprimes sur les souches traitees, el les fons de la
zone mfz=TE0.8-TB8.8 moins exprimés par rapport aux
souches sauvages. Les souches résistantes présentent
un profil intermédiaire entre les deux autres,

D'un paint de vue biologique, ceci permel de remaonter
dux enzymes eb processus cellulaires Influgncés par 1a
miktefosing,

Ces travaux présentent donc une technigue LT-ESI-
MS sulvie d'un traltemant statistigue des données on
chimiométrie powr 'étude de lipides membranaires.
el plus precisement de phospholipides de parasites,
dlsément adaptable & tout autre modéle d'étude emn
lipidemigque.



PA-009
Mode de création et d'injection des ions et dynamique de détection
dans les modes opératoires par Transformée de Fourier appliqués

aux piéges a ions 3D
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La brajectoire séculaire axiale d'un lon confing dans
un plége quadripelaire 30, échantiilonnée a 13 période
du potentiel alternatif de comfinement, est calculde
par ta methode matricielle [11. Cette trajectoire est
exprimée & partir des conditlons initiales (C1) em
position et vitesse de 'ion et des parametres de 'eliipss
d'acceptance du plége. Le signal image délecté avec
les modes opératoires par Transformée de Fourier
(TF} est formeé par la superposition des trajectoires
des fons simultanément confings | des lons de méme
esplce (de méme rapport myzk ayant des conditions
initiales différentes et des ions d'espéces differentes
[2]. Le signal image est périodigue © chague espécs
lonkque donne une composante fréquentielle a sa
fréquence seculaire axiale d'ascillation dans le piege
Pour chague espeéce onlque lamplitude maximale du
signat péricdigue correspandant dépend des conditions
initiales de chague ion et des paramétres de leliipse
d'acceptance {amplitude de la raie de {réguence aprés
TF est proportionnelle a cette ampiitude masimale).

La distribution des €l au confinement des jons sont
imposges par le mode de création et d'Injection des lons,
car ces dernfers sont crées extérieurement au plége.
Hous proposons un mede d'injection qui conduit a un
flux continu diarns dans & plage - lesions entrent dans
la plége, sublssent une Barriére de potentiel, s'arrétent
avant le cenfre de piege puis retournent en arriére [3].
Avec ce mode d'injection, lamplitude maximale de |a rale
de fréquence ne dépend que de la distribution Initiale
en pasition des ions lorsque la distribution de vitesses
axiales initiales est cantrée sur zéro. En arrétant les ions
avant le centre du piege, tous Contribuent & renforcer
I‘amplitude du signal image detecte [£],

Dans - ce travall nous présentons, d'une part, les
expressions analytlgues du signal image détecté avec un
maode opératoire par TF, Bautre part, nous comparons
dewx modélisations gui nous permettent dexprimer le
champ #ectrigue depuis la source d'ions Jusqu'au piége
# ons 1 (1) un modele axial simplifig {déja presente).
et (2} un nouvead modéle 30 obtenu avec le loglcie!
CPO [5). A partir de ces modbles, nous calculons les
trajectoires lorigues afin d'obienir des distributions en
positions el vibesses initiales au confinement selon fas
géométries et positlons des dlectrodes ot les potentiels
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appliqués. Mous pouvons ainsi estimer |'influence des
varlations (1) du nombre d'ions et (2} des distributions
des Ckosur |z vateur et les fluctuations de 'amplitude
maximale du signal image.
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P4-010
Flavour release using mass spectrometry: PTR-ToF versus APCl-ion
trap.
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Flavour releaze, either in vilro (headspate; ar in
vive (nosespace), |5 advantageously studied by mass
spectrometry using atmospheric pressure ionization like
proten transfer reaction (PTRY af almospheric pressurs
chemical ionization (APCI),

The results obtained with a new time-of-flight (ToF)
instrument equipped with a PTR source (1} have
peen cempared to those. obtained with an lon trap
mass spectrometer equipped with am APCI =ource
developed in Dijon (2), Headspace analyses of agueous
solutions of warious flavour molecoles varying In
terms of pdrophobicity dog P, volatility and chemical
clazs facetic acid, butyric acid, acetoine, diacetyle,
Fmethylbutanal, 3-methyloutan--ol, ethyl hexancate,
heptan-2-ol, 2. 3.5-trimethylpyrazine, gamma-
decalactone] hava been petlormed on both instfuments,
These instruments have been compared |n terms of
response factor, flinearity and limit of detection.

Bokh instruments displayed similar results, particularly
tor the limits of detection and linearity range. The
PTR-Tof Instrument displayed faster and more reliable
responses [or hydrophilic molecules. Deszpile the
tandem M5 capabilities: af the ion trap instrument,
a clear advantzge of the ToF one is the separation of
isobaric species [for examples myiz 87.044 for diacelyle
versus mfz 87080 for Imethylbutanal or mfz BROSS
for acetoine wersus 89.0956 for 3-methylbutan-i-ol]
altowing easier distinction of compounds in complex
mixtures of flaveurs,
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Analyse de traces dans l'air par spectrométrie de masse FTICR
transportable. Applications dans le domaine de la sécurité
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La spectromeélrie de masse FTICR transportable gue
nls avons développée permet un sulvi en temps réel
des composes trganiques volatils presents dans lair
avec une résolution temporelie de guelques secondes
et avec une résolutlon permettant d'tdentifler avec
precision les composes présents [1].

Les instruments gue nous avons construoits jusqud
présent permetient d'analyser les especes présentes
dans une gamme de concentration allant de la ppm &
plusieurs dizaines de %, en injection direcke [2-3]. Les
applications possibles sont déja nombreuses dans cette
gamme, notamment pour le contrile de processus
industriels. Mais les applications dans le domaing
environnemental el de la sécurité sont demandeuses
de sensibilités plus grandes | C'est pourquci naus avons
entrepris le développement d'un nouvel instrument
vizant la gétectlon en temps réel haute résolution avec
une limite de détection sub pph.

La solution gue nous avons relenue repose  sur
Fassaciation d'un spectrométre $e masse FT-ICR doté
a'un aimant permanent cylindrigue géngrant un champ
axial et d'une seurce externe a pressicn atmasphérigue
4]

L'aimant permanent est realisé par assemblage de
segments aimantés el fourni un champ de 1 Tesla
au cenfre de la structure avec une homogénéité de
guelques pour mille. La cenfiguration axiale du champ
permet de bransfeérer les ions depuis la source externe
jusque dans la cellule d'analyse sltuée au centre de
F'aimant.,

Mous avons opté pour dedx bypes de sources a pression
atmosphérigue : une source & décharge luminescente
fglaw-discharge) et une source a décharge a barriere
diglectrique (DBD). Les aspéces excibées formées dans la
décharge servent d'espéces primaires pour Ylanlsation
des composés organiques presents dans Fair.

Les ions produils par laseurce a pressicn atmospherigue
sont Inkroduits dans le specirombtre ce masse poriés
par un flux d'air 3 travers un capiliaire; ||s sont accumulés
dans un pidge radiofréquenze (de type « pidge mixle »
car il fonctionme dans le champ magnétique). Une fois
fes ions accumuies, 'introduction par le capiligire peut
etre inlerrompue el le paguel d'ions tramsféré vers la
cellule ICR,
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Les piéges ICR el radiofrégquence sonl placés dans des
encaintes sépardes par un orifice ayant wun diamatre
de l'ardre du mm. Ceci permet d'atteindre au niveau
de la cellule [CR, un vide suffisamment poussé pour |a
detection, de I'erdre de 10-8 mbar |lorsgue fes lons y song
transfeéres.

Le capillaire gui assure |l transpoerl pnedmalique des
ions entre fa source 3 pression atmosphérique ef le
pigge radiofréquence a eté dimensionng de fagon &
assurer une bransmission efflicace des ions toul en ayant
des pressions compatibles aves un bon fonctionnement
du pigge daccumulation, Les courants transmis ont &t&
mesUrés au pico ampérematre.

La cellule ICR est ume cellule cylindrique composée de
T sections, chague section étant elle-méme consiituge
de 4 électrodes. Clest une cellule de type « cellule
compensée » dans laguelle le plégeage est proche d'un
potentiel quadripolaire et ol I'sxcitation des jons peut
élre lindarisde par couplage capacitil. Cette callule sera
caractérisée indépendamment en mettant en oeovre
I'tonisation chimigue dans la cellule pour verifier ses
performances avanl de la coupler au resle du systéme;
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Coupling of a linear ion trap with a VUV beamline
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A novel experimental system  for tandem mass
speckrometry and lon spectroscopy of electresprayed
ions in a linear nuadrupnie fon trap using VUV
synchrotron radiation iz presented. Tandem mass
spectrometry, which Is based upon the isolation and
further activation (fragmentation’ of the ion of interest
{precursof  lon), combined with modern |onization
technigues such as eleckrospray (ESl), represents a
powerful foal to-study the structure of biopalymers. The
classical activation methods of the precursor jon are
mostly performed wia collislons with neutral gas atoms.
However, photon activation can offer a possibility o
sefactively release |large amount el internal energy inlo
thie lons of Interest, allowing performing spectroscopy
an large isclated bialogical species, as well 25 on small
tigand molecules forming noo-covalent complexes.
Trapped lons spectroscopy, however, is a rather
challenging task because af the limited ion densities, as
well as limited available photon flues. The synchrotrom
radiation MS/MS method implies the folowing sequence
af events: 11 electrosprayed ions are injected, selected
and stored in the trap; 2 when the desired lon capacity
is reached, the beam shutter opens, thus starting the
irradiation; 3) affer a desired time of irradiation, the
shutter intercept the beam: 4} the mass spectrum Iz
recorded; 5) the monochromator is set to the next
wavelength and the procedure is repeated,

Thie present experimental selup for spectroscopy of
electrosprayed dons was coupled with the DESIRS
beamline at the SOLEIL synchrotron radiation faciiity.
The undulator emission allowed meaiurements In bhe
420 oV photon energy range, The photon beam can
be fiitered out for high harmonics using a gas filter.
The experimental system was based upon a commercial
fmear quadrupele won trap (“Thermo scientific LTO
ALY, eguipped with the ESI probe. Calculations were
performed to concelve an oplimal overiap between the
pearm and the trapping region, regarding the size and
divergence of the lignt beam, as a function of the phaton
energy and the trap distance from the focal point. The
synchrotron beam |5 Introduced into the trap througn
the back lens of the spectrometer. & special frame has
been constructed to allow line-tuning of the position of
the spoctrometer, (e of the trapping region, with respoct

toe the light beam. The vacuum manifold with a furba
pumping stage has been designed to accommodate
pressure difference bebween the beamline (10-8 mbar)
and LTQ {1-5 mbar), The manifold also Includes
elements for adaitional filkering of high crder radiation,
photon flux measurements and photon beam shutler
The shutter has been designed te achleve short (510
ms} and reproducible chopping time under high-wacuum
conditions. The most recent obtained results include,
for the first time on blopolymers, the phatodetachment
spectroscopy  using first-order -synchrofron light of
peplide polyanions and the first lonization spectroscopy
of patycations.

Beside the fundamental interest of accessing physical
properties of large biological lans isalated in vacuo, the
present work could lead to a new, efficient and powerful
BME/MS techniqus,
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Analyse oligonucléotides en mode positif par hot-ECD : effet de

charge stripping

Wygieven piet Hing » Carlos Afonsos » Jean-Clande Taber

Irsstirut Parisremer do ohtirse nmlGorkdiee (T8 72500, Pan

Les spectres SORI-CID emregistrés en mode positil
et négatif de simples brins doligonucléotides (GT5,
T2AT3, T2CT3, Ta, GAT3, GCATGE) mantrent des
fragmentations similaires. Ainsi des ruptures conduisant
auy ions fragments w/[a-B] sont observées dans 165 dew
cas, Comme attendu des pertes d'H20 sont importantes
en mode positil alors gu'en mode négatl! ces perles
e sont pas observiées. En ce qul concerng |as modes
d'activation faisant intervenir soit 13 capture (ECD et
ETD} soit le bombardement d'eéfectrons (EDD. et TIDY
pew-d études ent cherché a étudier les aligonuciéatides
en made positifs,

Au cours de notre travail, des oligonuckéotides (de
emers & T2mersy sont activés par bombardement
electrons avec les différentes énergies cinetique alant
de 4.5 eV a 30 &V, Ainsi, la capture d'un électron de
Fion [T20GC4T2i+3H]3+ (mfz 1209 conduit a Mespéce
radicalaire [T2GCMT21+3H] -2+ im/z 1813) quelque soit
P'énergle des électrons.

Lorsgue cette expérience est répdtée aver des dloctrons
de relativement hauie énergie cinétique (30 V), I'ion
produit [TZIGCMEATZ#3IH]E+ (mfz 9071 est détecld
impliquant <e  fagen inattendu l'arrachement odun
electron icharge stripping). Le détachement d'électron
d'espdees positifs a &té rarement décrit el & natre
connaissance |amals dans le cas d'eligonuciéotides.
Il faut remarquer que le détachement d'électrons &
partir d'espéces negatives est oblenu avec une energle
cinétigue des electrons significativement pius falole
{environ 1% e¥'}, A 30 eV le spectre d'activation présente
bBeaucoup plus d'lon fragment que ceux enreglstrés avec
moins énergie cindtigue, Larigine de ces lons fragments
est encore mal précisé, en effet ces lons peuvent &tre
produits directement & partir de Uion précurseur par
EID felectron Induced dissociationy ou a partir de la
dissociation de 'ion radicalzire [M+nH] = {n+1) * (charge-
stripped ion) cette dernlére hypothése esl connue sous
le nom EQO delectron detachment dissociation). Les
expériences EDD sur les ions négatifs oligonuciéotides
réalisés par plusieurs groupes, sugoerent gue i
certains lons fragments sont effectivement prodults
par EOD, d'autres sont produits en talt par EID. Les fons
oligonucléatides Gmers (GT5, TZAT3, T2CT3, Ta, G3T3,
GLATGE) ont dgalement &té dtudids par bombardement

électrons & 30 eV. Il apparait gue l'efficacité de
ditachement dectron est trés faibie par rapport aux
ions oligonucléotides 12mer, ¢e ci peut Btre expligué
par le fait que les oligonuciaotides 12mers comportent
plus de site a partir duguel 'électron peut &tre arrachi.
En pratiqus. sur & sequences d'oligonuclectides émers
on observe sedfernanl le détachement d'un électrons &
partir de 'lan (Me2H12+ (m/z 598) de la séquence GTS,
En pratique, le mode hot-ECD apparait comme une
methode inléressamte  pour e séquencage des
ohiganucléatides comduisant @ des  dissoclations
complémentaires aux autres mades d'activations.
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Combined electrospray Ionization and mass spectrometry
characterization of isomeric heparin disaccharides using copper and
calcium cationization
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Heparin molscuie s a sulfated disaccharide that has
been Identifled as Important key in many blologlzal
processes such as blood coagulation, cell-cell and cel-
matrix interactian, Inflammatory processes, call grawth,
lipid transport and metabolism [1). Nowadays heparin is
used clinically as an anticoagulant.

Given the importance of heparins, many eflorts were
devoted In the last years to the characterization of
heparins by mass spectremetry, In previous works
[2-5], our group has shown that divalent metal iens
mainly react with carbohydrates by proton abstraction
to generate [Metalsaccharidel-H]+ under electrospray
conditions; and that under low-energy CID cendilions,
these metallic complexes allows distinguishing both
monosaccharide and disaccharides isomers. In this
context, wa trigd to apply the use of metal ions in order
to differentizte heparin isomers.

Heparins possess several chemical ‘growps that can
interact with these metals but they generale the same
kind of complex, namely [Metal(Heparinii+. In the
present poster We demonstrate the successful use of
tandem mass spectrametry in order bo distinguish all Ehe
mizng sulfated heparing & 104, 11-H-1I-H} cationized
either with calcium or copper dications,
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Analyse des effets de taille sur la fragmentation ECD de peptides
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Au cours d'un bravail portant sur Métlude de |a
fragmentation ECD de pentapeptides de type AGXLK,
nous avons observé le compartement inhabituel de
ces peptides forsguiits sont doublement pratones ;@ ils
condulsent guasiment exclusivement & la formation
de fragments b v et w, au liew des fragments c 2t z
habituallement observés en ECD. L'obeervation de
tels fragments en ECD n'est pas inhabituelle (1), mais
Jewr origine reste discutée, L'une des hypothéses gue
nous avons lormulée pour expliguer ce comportement
est un elfet de la tallle des peptides sur les voles de
framgentation. Pour préciser ces effets de tailie, ii
esl nécessaire de dispoter d'un grand nombre de
peptides de failles varifes. Une alternative possible a
une coliection de spectres de peptides de synthése est
une collection de spectres valides issus d'échantilions
prottomigues réels, C'est ainsi gue 1a base SwedECD [2]
[3§ a eté congue, et c'est sur I"analyse de celle-ci que ca
travail s'est basé.

La base SwedECD est constituée de 11 492 spectres ECD
de peptides tryptiques annotés et validés, Les peplides
ne sont présents dans la base que sl leur spectre ECD
comporte au molns trois fragments ¢ z ou w. Les ions
parents sont tous doublement chargés et font entre & et
24 résidus, Ces paplidas ne sont donc pas représentatife
d'un ansembie aléatoire de peplides et les conclusions ne
spnt par conséquent par immédiatement genéralisables.
O peut noter en particulier gue les peptides de la série
AGXLEK, question Inlttale de ce travall, en seratent exclus
du faii de 'absence de fragments c et 2.

Le premier travail que nous avons réalizé a été d'assigner
correctement un type de fragment donné (a, b, C, k. vy .2
ainsi que les varianis a transfert d'hydrogens pour © et
z} aux dilférents jons présents dans les spectres ECD
de |la base. A partir de cette annotation systématigue,
le paramétre de |3 iaille des peptides sur la nature
des fragments observés a ainsi pu systématiquement
explaré,

Sioon considére trois voies separées que seraient |a
formation des lons cfz bfy et w, on observe gue la
proportion de poptides donnant des fragmenls bfy
diminue rapidement entre les peptides de & résidus
(B5%) et ceux de 11 résidus (50%), atteignant enzuite
un pateau. Le méme type d'évolution est observé

pour les peptides condulsant b des fragments w ! de
95% a & résidus a 10% & 14 résidus. On pedt noter gue
fes évolutions. ne sont pas paralléles, ce qQai souleve
I'hypothese d'une origine distincte pour {es deux types
dions. D'autres paramétres ont awssi un effet sur
l'apparition de ces fragmeznis (nombre el nature des
Sites basigques en particulier).

Finaternent. une analyse de fa tallle moyenne des
fragments en fenction de la taille des peptides s'est
révélée frés informalive. On observe ainsi gue les
fragments z ont une taille moyenne Inférieure de 5
résidus 3 celle dy peptide parent, traduisant un clivage
préférentlel & 5 résidus de lextrémité N-terminale. Par
centraste, ies fragmients w présentent un clivage moyen
aucentre des peptides, traduisant soit une discrimination
vers le centre du peptide, soil une coupure aléatoire
Il est alnzl clalr que 'origine des fragments z et w est
différente. Lextrapoiation 8 des peplides de S résidus
explique ainsi labsence de fragments 2 &t |a présaence de
fragments w pour Ces pentapeptides. On met également
en eévidence l'existence de deux erigines. distinctes
pour fes jons @ une fraction gqui suit des criteres (Laille
dies parents, tallle moyenne des fragments. nature et
nombre des sites basiques) de |z voie des lons w et une
autre fraction qui suil kes critéres de |a yvoie des jons 2,
Cetravall permet de propaser un NouYeaud schiéma paur
ia fragmentation ECD, constitue de trois voies pessibles,
conduisant respectivernent a des fragments ofz, ¢fw et
by, avec I'introduction du critére de la taille des peptiges
parents comme discriminant entre ces trois woies.

On peul egalerment suggérer que la localisation initiale
di la charge sur ke sguelette peptidique est un facteur
important pouvant 8ire a lorigine des differences
observees,
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AtmOrbitrap : Spectrométrie de Masse a Ultra-Haute Résolution
pour la chimie de I'aérosol atmosphérique.
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Lamailié enviran de lamasse de 'adrosol almosphérigue
est constitudée de matidre organique: Cette fraction
organigue influence e rifle de 'aérosol dans le climat,
& travers ses interactions avec |a lumiere el fa vapeur
d'eau. Elle est aussi Impliquée dans la toxiclte de cet
aerosol,

En étd, cotte matidre organique esl surtoul d'arigine
secondaire, C'est-d-dire produlte dans l'atmosphére &
partir d'espéces gazeuses, par des réactions ayant liew
dans fes goultelettes de nuage ou a la surface dagrosol
existant, Une part Importante de cet adrosol secondalre
est constituge de macromolécules  probablement
produites par accrétion de pelites molécules &
travers des réactions de polymérisation ebfou de
polycondensation.

La compréhension des mécanismes de ces reaclions
d'accriétion passe par une ldentification des produits
de réactions, qui peuvent Etre nombreux. allant de
guelques centaines dans une expérience contrélé en
laboratoire a guelgues millkers dans un dchantilan réel,
Récemment, la speciromeétrie de masse a ulfrahaute
résolution (FTICR-MS, puis Orbitrap) a eté appligués
& cette problématique. En permettant l'attribution de
farmules brutes non ambigles a une trés grande fraction
de la matigre arganigue analysee, cette technigue doit
permettre de contralndre largement 1es meécanismes
proposes pour ces reactions daccrétion.

Lisopréne est le composé organigue volatile gui
représente |a plus forte émission individuelle au monde
{650 Tg € / any. Ces 2 principaus produits d'oxydation
dans l'atmosphiere sonl La méthyl-vinyl-cétone et |a
mdthacrolding (70 wm.a.).

Les produits-de la réaction en phase aqueuse de ces
composés avec le radical HO® ont été analysés par
spectromeétrie de masse & Ultra Haute Résatution
{Orbitrap).  Les 2 réacfions donnent naissance
4 de nombreux ofigmméres avec des masses
midéculaires dépassant 1000 wma. dans e cas de la
methylvinylcétone, Malgré la similitude  structurale
des 2 praduils de deparl, les oligomeres produits sont
radicalement différents.

Si ces oligomeéres peuvent se  voir altribuer des
lormiules brules unigues en dessous de 300 u.m.a. le
nomire de formule brutes compatibles avec la masse
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exacte mesurés atteint 10 4 1200 u.m.a. Lutilisation
systématique: de dlagramme de Kendrick permet
cependant d'aifiner les atfributions résultant en
Pidentification non ambigie de la stoechiométrie des
200 pics les plus Inbenses, représentant 0% du skgnal
ME5Ure,



