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Introduction 

1.1 LES MOLECULES IMPLIQUEES DANS LA VIE 
Le monde du vivant repose sur l’assemblage complexe et fin de biomolécules. Ces molécules sont 
classées en différentes familles. Il s’agit notamment des protéines, des acides nucléiques, des lipides, 
des sucres… La connaissance de ces molécules surtout d’un point de vue de leur structure donne des 
indications sur leurs fonctions. Les particularités de chacune de ces classes de biomolécules confèrent 
des contraintes différentes quant à leur caractérisation. Il y a trente ans, le projet de séquençage 
complet du génome humain (plus de 3 milliards de paires de bases azotées) a nécessité des milliards 
de dollars d’investissement, la formation d’un consortium international et plus de dix années de 
recherches pour être mené à bien1. De nos jours, le séquençage est bien moins onéreux (<1000 $2) 
peut être effectué en quelques jours en routine3 (récemment, le séquençage a même été réalisé en 
moins d’une journée4). Concernant les protéines, l’avènement de nouvelles sources d’ionisation5,6 a 
permis d’analyser des molécules de poids moléculaires importants. Les protéines sont depuis 
couramment analysées par spectrométrie de masse7. En ce qui concerne les sucres, leur 
caractérisation structurale se heurte à la complexité intrinsèque de cette famille de biomolécules. En 
effet, les sucres présentent de très nombreuses isoméries, en outre, contrairement aux protéines, les 
sucres peuvent présenter des structures branchées. De plus il n’est pas toujours possible de disposer 
de ces molécules en grandes quantités ni même de manière pure. Toutes ces raisons explique que la 
caractérisation structurale de ce type de biomolécules souffre d’un important retard comparativement 
aux acides nucléiques ou aux protéines car aucune méthode analytique n’apporte de réponse 
universelle au défi qu’est la caractérisation structurale de ces molécules. 

1.2 LES SUCRES 
Cette classe de biomolécules remplit de multiples fonctions, par exemple : le glucose est impliqué dans 
le métabolisme énergétique, il constitue également la cellulose, ainsi il assure le maintien de la 
structure des cellules végétales. Des sucres sont impliqués dans le support de l’information génétique, 
le désoxyribose constitue les briques de l’ADN (acide désoxyribonucléique) tandis que le ribose 
constitue celles de l’ARN (acide ribonucléique). Les sucres médient la reconnaissance entre cellules et 
sont par exemple impliqués dans la reconnaissance de l’hôte par le pathogène8–10. 

Comme dit plus haut, la présence de nombreux isomères parmi les monosaccharides complexifie 
l’analyse. Parmi ces isomères, on peut citer les épimères qui diffèrent uniquement par la configuration 
d’un de leur carbone asymétrique (Figure 1a). L’anomérie caractérise la configuration du carbone 
réducteur du sucre et doit également être considérée (Figure 1b).  Deux monosaccharides peuvent se 
lier l’un à l’autre via une liaison glycosidique (formation d’une liaison éther avec perte d’une molécule 
d’eau) cette liaison peut se faire de très nombreuses manières différentes. Les liaisons entre deux 
monosaccharides se font généralement entre l’extrémité réductrice d’un sucre et la position 2, 3, 4 ou 
6 de l’autre monosaccharide, selon cette position, on parle de régiochimie (illustrée entre milieu et 
droite de la Figure 1c). On parle de stéréochimie quand le disaccharide diffère selon l’anomérie du 
monosaccharide non réducteur (milieu et bas de la Figure 1c). Deux disaccharides de même masse 
peuvent présenter un contenu différent (milieu et haut de la Figure 1c). La variation peut avoir lieu 
dans la séquence des monosaccharides (milieu et gauche de la Figure 1c). Dans tous les exemples de 
la Figure 1c, la masse du disaccharide est la même. En considérant un disaccharide composé 
uniquement de deux hexoses, il existe plus de 1000 possibilités de liaisons entre ces hexoses. Bien que 
certaines de ces combinaisons n’existent pas dans la Nature, il est aisé de se rendre compte qu’au vu 
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de la quantité de structures différentes, la caractérisation structurale de sucre est ardue. En fait, la 
famille des sucres présente également des molécules de taille plus importante : la cellulose est un 
homopolymère linéaire, ou de structure encore plus complexes par exemple : le glycogène est un 
homopolymère présentant des ramifications, les glycosaminoglycanes sont des polymères constitués 
de deux monomères portant des groupements sulfates situés à différentes positions sur les sucres (à 
l’exception de l’acide hyaluronique qui ne comporte aucune sulfatation). 

  

 

Figure 1 : Isoméries retrouvées dans la famille des sucres avec l'exemple d’épimères a), d'anomères b) et les différentes 
isoméries éventuellement retrouvées au niveau de la liaison entre deux sucres c). 

1.3 LES METHODES ADAPTEES A L’ANALYSE DE SUCRES 
Comme nous venons de le voir, la caractérisation structurale des sucres s’avère difficile à appréhender. 
Lorsque l’on parle de caractérisation structurale de molécules, la spectroscopie RMN vient 
naturellement à l’esprit. Cette méthode peut en effet être utilisée pour étudier la structure des 
sucres11,12. Les spectroscopies IR et Raman sont également des méthodes de choix pour caractériser la 
structure de tels composés13. Ces méthodes de spectroscopie sont très intéressantes dans l’analyse de 
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telles structures. Toutefois, ces techniques nécessitent de disposer de l’échantillon sous forme pure et 
en quantité suffisamment importante ce qui peut être rédhibitoire lors de l’analyse de sucres qui 
peuvent être présents en mélange et en quantité variables. Les étapes de préparation d’échantillons 
s’avèrent alors laborieuses et ne sont malheureusement pas toujours fructueuses. 

Du fait de sa sensibilité, la spectrométrie de masse présente un intérêt tout particulier, en effet cette 
méthode permet de n’utiliser que de faibles quantités d’échantillons. La spectrométrie de masse 
mesure le rapport m/z du composé d’intérêt. Une première information est tirée de cette observation 
qui permet de remonter à la formule brute du composé. L’utilisation de la spectrométrie de masse en 
tandem apporte une information supplémentaire. En effet, l’étude des ions produits par 
fragmentation permet de connaitre la nature des groupements composant l’échantillon d’intérêt. 
Toutefois, là aussi, la méthode n’est pas infaillible. Les sucres sont caractérisés par la présence de 
nombreuses isoméries qui ne sont pas toujours identifiables même après fragmentation. 

La spectrométrie de masse est généralement couplée avec la chromatographie liquide, ainsi, en amont 
de la spectrométrie de masse les composés présents dans un mélange sont séparés ce qui facilite 
l’identification des composés contenus dans le mélange. La chromatographie est capable de séparer 
des isomères14,15. 

Plus récemment, les auteurs ont couplé de nouvelles méthodes orthogonales à la spectrométrie de 
masse. C’est le cas de la spectrométrie de mobilité ionique, une méthode séparatives capable de 
séparer des ions (en fonction de leur charge, masse et structure tridimensionnelle) et de résoudre des 
isoméries16–19. Du côté des méthodes spectroscopiques, le couplage entre la spectrométrie de masse 
avec des lasers a été décrite dans le domaine de l’UV20. L’irradiation par des photons dans le domaine 
de l’UV est intéressant, en effet l’absorption de photons UV par un ion entraine la photodissociation 
de ce dernier avec production de fragments différents de ceux observés en CID apportant une 
complémentarité d’informations. Dans ce projet de thèse, nous nous intéresserons à une toute autre 
gamme de longueurs d’onde : l’IR (InfraRouge). Cette gamme permet d’obtenir des informations sur 
la structure fine des oligosaccharides21–23. 

1.4 LA SPECTROSCOPIE VIBRATIONNELLE EN PHASE GAZEUSE 
Afin d’apporter une réponse adaptée à la caractérisation des sucres, l’équipe DYNAMO se sert d’une 
méthode de caractérisation structurale de composés qui a fait ses preuves dans l’identification de 
sucres23. La méthode développée au sein de notre équipe est un couplage entre la spectrométrie de 
masse et la spectroscopie infrarouge. Cette méthode n’est pas commercialement disponible, mais elle 
fait toutefois l’objet de nombreux développements afin de la rendre plus rapide, plus ergonomique, 
plus facile à utiliser tant d’un point de vue acquisition des spectres que lors du retraitement et de 
l’interprétation des données. 

La méthode utilisée combine donc un spectromètre de masse de type piège à ions et un laser IR 
accordable dans la gamme des 3 µm. Cette gamme contient les bandes d’absorption des modes de 
vibration des liaisons C-H, N-H et O-H toutes ces liaisons sont retrouvées dans les biomolécules et en 
particulier les sucres. L’intérêt de procéder à des analyses en phase gazeuse est que le composé est 
isolé de son environnement et est sous vide, les espèces potentiellement interférentes sont donc 
éliminées. De plus, cette analyse permet de s’affranchir d’interactions entre le composé et son 
environnement, seul le composé d’intérêt est étudié. Un autre avantage est que l’eau est éliminée, en 
effet, la gamme des 3 µm est très largement dominée par l’absorption engendrée par la présence 
d’eau. En plus d’éliminer les espèces interférentes, la spectrométrie de masse permet de manipuler 
des ions et notamment de les contenir pendant suffisamment longtemps afin de permettre leur 
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irradiation et l’acquisition d’un spectre. Cette méthode en conjonction avec des calculs théoriques, est 
utilisée dans les laboratoires de physique moléculaire afin de répondre à des questions de physico-
chimie et de déterminer la structure de composés en phase gazeuse. 

Dans notre cas, en plus de répondre à des questions de physico-chimie, la spectroscopie IRMPD est 
utilisée pour distinguer des isomères en fonction de leur spectre IRMPD. Des spectres de références 
sont obtenus sur des échantillons connus, ces spectres sont entrés dans une base de données. Lorsque 
le spectre IRMPD d’un composé inconnu est acquis, il est comparé avec les spectres présents dans la 
base de données et une identification peut être obtenue. Toutefois, la constitution d’une base de 
données de spectres IRMPD de tous les sucres présents dans la Nature est un vœu pieux. Cette 
approche se heurte à plusieurs inconvénients. Tout d’abord la quantité de structures est bien trop 
importante pour espérer un jour générer une telle base de données. De plus en augmentant la taille 
des sucres étudiés, la quantité de groupements chimique augmente et avec elle le nombre de mode 
de vibration absorbant dans l’IR augmente aussi. Cette augmentation encombre les spectres IRMPD 
qui deviennent alors inexploitables. Enfin, la chimie de synthèse des sucres n’est pas toujours chose 
aisée, il n’est pas toujours possible de synthétiser le composé voulu. 

C’est pour ces raisons qu’il est en fait plus facile de procéder au séquençage du composé d’intérêt. 
Pour cela il est nécessaire de diminuer la taille du système étudié, cela peut être fait en utilisant une 
digestion enzymatique, une hydrolyse chimique, ou en se servant de la fragmentation dans le 
spectromètre de masse. Ainsi nous nous replaçons dans le cas de plus petits composés, leur analyse 
permet de remonter à la structure du composé initial. Dans le cas du séquençage il est important de 
tenir compte des éventuelles modifications apportées par ces méthodes utilisées pour réduire la taille 
du sucre d’intérêt afin d’interpréter correctement les données24–26. 

1.5 PROJET IROLIGO 
La découverte des antibiotiques en 1928 a permis de sauver des millions de vies. Toutefois, à cause de 
leur utilisation à grande échelle, des souches bactériennes résistantes émergent. L’antibiorésistance 
s’impose comme un enjeu de santé publique mondial. En 2019 il a été estimé que 5 millions de morts 
sont imputables au phénomène d’antibiorésistance dont plus d’un million de manière directe27 et ce 
chiffre risque d’augmenter dans les années à venir (10 millions de morts par ans prévues pour 2050)28. 
Les antibiotiques agissent sur les bactéries en les tuant ou en inhibant leur croissance. Toutefois, lors 
du mésusage de ces produits, certaines bactéries développent des résistances à ces antibiotiques qui 
deviennent alors inefficaces. Certaines bactéries deviennent même multirésistantes (voir pan-
résistantes), aucun antibiotique n’a alors d’effets. 

Les antibiotiques sont également administrés aux animaux d’élevage, en effet, peu de temps après la 
découverte des antibiotiques, il a été démontré que la supplémentation de la nourriture des animaux 
d’élevage par des antibiotiques en conjonction avec d’autres molécules accélère la croissance des 
animaux29,30. Les antibiotiques ont donc naturellement été utilisés en prophylaxie et comme 
promoteurs de croissance pour les animaux d’élevage. Depuis 2006, ces usages sont interdits en union 
européenne31, et de plus en plus réglementés aux Etats-Unis32,33. Toutefois, ces usages restent 
pratiqués dans d’autres régions du monde notamment dans les pays en voie de développement avec 
une tendance à l’augmentation de la consommation d’antibiotiques dans les années à venir34. Pour 
contrer ce phénomène, plusieurs solutions ont été proposées telles que l’utilisation de phages, le 
développement de vaccins, l’utilisation de peptides antimicrobiens ou bien encore l’utilisation 
d’additifs zootechniques (additifs alimentaires à destination des animaux) afin de diminuer l’adhésion 
des bactéries aux cellules de l’hôte35–37. Ce travail de thèse repose sur cette dernière option – utiliser 
un additif zootechnique – pour empêcher l’infection de l’animal par un agent pathogène. 
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Ce projet de thèse est une collaboration avec la société Elicityl basée à Crolles en Isère (38). Elicityl 
travaille au développement d’un additif zootechnique qui serait administré aux animaux d’élevage afin 
de prévenir l’infection par des agents pathogènes. Comme nous l’avons vu précédemment, les sucres 
remplissent de nombreux rôles vitaux pour les organismes vivants. L’un de ces rôles est la 
reconnaissance38,39 et la communication40 entre cellules. Des sucres sont exprimés à la surface des 
cellules et permettent à deux cellules de se reconnaitre et d’interagir. Ce sont ces sucres exposés à 
l’environnement de la cellule qui sont ciblés par les agents pathogènes41,42. L’agent reconnait le sucre 
exposé à la surface de la cellule à l’aide de protéine qu’il exprime lui-même à la surface de sa 
membrane et peut alors adhérer à la cellule pour initier l’infection de cette dernière. Une approche 
pour empêcher cette reconnaissance serait soit de tapisser les cellules de l’hôte pour dissimuler les 
sucres reconnus par le pathogène. L’autre approche serait de venir gêner les protéines du pathogène 
dans la reconnaissance de sa cible. 

Le but de ce projet est donc de développer un mime des sucres exprimés à la surface de la cellule de 
l’hôte, afin d’empêcher la reconnaissance par le pathogène. L’additif zootechnique agit alors comme 
un leurre, les pathogènes reconnaissent ce composé et interagissent avec. Ils sont alors incapables de 
reconnaitre leur cible initiale (les sucres présents à la surface des cellules de l’animal). L’adhésion du 
pathogène sur la cellule cible est évitée, l’infection n’a pas lieu et les pathogènes sont éliminés 
naturellement de l’hôte. En pratique ces composés seraient ajoutés à la nourriture ou l’eau de boissons 
des animaux. Ces composés sont particulièrement prometteurs pour l’industrie agroalimentaire car ils 
protégeraient les animaux d’élevage. Par exemple dans les élevages porcins, les porcelets sont 
spécifiquement vulnérables aux infections lors du sevrage43, c’est à ce moment que de nombreuses 
infections surviennent44. Les conséquences vont d’un retard de croissance, des diarrhées, et même à 
une déshydratation potentiellement mortelle pour l’individu. 

L’additif zootechnique en cours de développement est un glycoconjugué, il s’agit d’un polymère sur 
lequel sont greffés des oligosaccharides. Son administration aux animaux d’élevage qui seront ensuite 
consommés par l’Homme implique que ce composé soit parfaitement caractérisé ainsi que les 
éventuelles impuretés qui pourraient être générées durant la synthèse du glycoconjugué. Cette 
caractérisation assurera l’innocuité du produit sur le consommateur.  Sa caractérisation structurale est 
un véritable défi en raison de l’hétérogénéité de tels produits glycoconjugués, mais également par les 
différentes isoméries attendues dans les produits composant les impuretés. Au sein de l’institut 
Lumière Matière, nous avons pour objectif de développer les méthodes permettant de caractériser ce 
type de composé. 

Pour des raisons de confidentialité, les molécules développées par Elicityl ne seront pas présentées 
dans ce manuscrit. Nous présenterons les développements méthodologiques effectués au cours de ce 
projet qui seront illustrés sur un système modèle pertinent. 

Pour répondre à ces objectifs, le manuscrit se décompose de la manière suivante : 

Dans une première partie, nous introduirons la spectroscopie IRMPD. Nous verrons son utilisation afin 
de répondre à des questions de physico-chimie avec l’identification de la structure du produit issu d’un 
mécanisme de réarrangement en phase gazeuse d’un oligosaccharide fucosylé : la migration du fucose. 
Le produit résultant de ce phénomène demeure inconnu bien que ce la migration du fucose en phase 
gazeuse soit maintenant connue depuis une trentaine d’années45. Ensuite nous verrons un exemple 
plus appliqué de la spectroscopie IRMPD afin de reconnaitre deux isomères de sucres, ainsi que le 
séquençage d’un tétrasaccharide pour remonter à sa structure. 

La seconde partie traitera de nouveaux développements instrumentaux avec notamment la 
présentation d’un nouveau montage développé dans le but de diminuer le temps d’acquisition des 
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spectres IRMPD46, et son amélioration avec l’ajout d’un second laser47. Ces développements 
n’impliquent pas que des changements instrumentaux, ils ont aussi été effectués d’un point de vue de 
l’interprétation des données afin de faciliter l’utilisation de la spectroscopie IRMPD par des utilisateurs 
non experts. L’identification de molécules à partir de leur spectre IRMPD peut alors se faire au moyen 
d’un calcul de score de ressemblance (ou d’erreur) entre un spectre inconnu et un spectre de référence 
contenu dans une base de données48. Cette identification peut également se faire avec des méthodes 
plus « élaborées » telles qu’une analyse de données non supervisée, ou alors par une approche 
d’intelligence artificielle49. Tous ces développements seront présentés sur des monosaccharides ou 
des petits oligosaccharide (≤ 3 résidus). Ces oligosaccharides ont été sélectionnés car ils sont 
semblables aux composés pouvant être obtenus après synthèse du glycoconjugué et servent ainsi de 
modèle pour notre méthode. L’analyse se fait sur des composés purs de manière à évaluer uniquement 
l’identification finale des produits. 

Nous verrons ensuite dans une troisième partie le couplage entre la chromatographie liquide et la 
spectroscopie IRMPD. Notamment, les contraintes techniques qu’il a fallu résoudre afin de mener à 
bien un tel couplage. Nous verrons par la suite différents modes permis par ce couplage avec 
l’application sur des échantillons complexes comme les produits de digestion d’un pentasaccharide, 
des mélanges dont l’un contenant des isomères avec l’étude d’un fragment d’un des deux isomères 
par spectroscopie IRMPD en ligne après la séparation chromatographique et un mode de screening 
permettant de détecter rapidement un motif d’intérêt au sein d’un sucre complexe. Ici nous utilisons 
la chromatographie liquide pour séparer des composés en amont de la spectroscopie IRMPD, en effet 
après une telle synthèse, l’échantillon produit ne sera pas un composé d’une seule espèce, mais il 
présentera diverses espèces provenant de la synthèse : impuretés, sous-produits, réactifs n’ayant pas 
réagi… cette séparation permet de simplifier l’analyse. 

Finalement dans la dernière partie, nous étudierons des composés encore plus complexes. Les espèces 
considérées seront des composés glyoconjugués : à la diversité de structures des sucres, une difficulté 
supplémentaire est ajoutée avec la recherche de la localisation de la liaison composé-glycane. Pour 
cela nous étudierons une glycoprotéine modèle. Tout d’abord, la recherche d’une glycosylation sur 
cette glycoprotéine est faite au moyen de la spectroscopie IR en phase condensée. Les modes de 
vibration des sucres ont été localisés dans la région caractéristique des sucres du spectre IR, c’est alors 
la présence de cette bande qui indique la glycosylation de la protéine. Dans une seconde partie, nous 
cherchons à identifier des glycopeptides après digestion par des enzymes protéolytiques d’une 
protéine. Le mélange peptides et glycopeptides ainsi obtenu est analysé en chromatographie liquide 
avant d’être injecté dans le piège à ions. Les peptides et glycopeptides sont alors irradiés à une 
longueur d’onde fixe dans l’IR avant détection. Là aussi, la longueur d’onde est choisie spécialement 
pour exciter les modes de vibration des liaisons O-H présents dans les sucres. La glycoprotéine 
considérée permet de modéliser la complexité de l’analyse du composé d’intérêt. 
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1 COUPLAGES MS/IR 

1.1 PRINCIPE DE LA SPECTROSCOPIE D’ACTION 
La spectroscopie IR en phase gazeuse est une méthode de caractérisation structurale qui couple la 
spectrométrie de masse et la spectroscopie IR. Cette technique allie ainsi les avantages de ces deux 
méthodes. La spectrométrie de masse apporte la sensibilité et la sélectivité. Elle apporte aussi la 
possibilité de manipuler des ions en phase gazeuse et par fragmentation d’étudier la structure du 
composé. La spectroscopie IR sert à l’analyse structurale et à l’identification des isomères grâce à leur 
empreinte spectroscopique. 

Un autre intérêt de la spectroscopie IR en phase gazeuse est que la molécule est isolée de son 
environnement. L’absence d’environnement permet d’éliminer l’absorbance du milieu. Par exemple, 
en phase condensée, la présence d’eau, rend la gamme des 3 µm inexploitable. Cette gamme très 
informative devient exploitable en phase gazeuse. De plus, l’élimination du solvant permet également 
d’éliminer son influence sur le composé (liaisons intermoléculaires). Le spectre infrarouge obtenu en 
phase gazeuse présente des pics plus fins que si on l’observait en phase condensée. 

La spectroscopie « classique » consiste à irradier un échantillon et à mesurer l’absorption en fonction 
de la longueur d’onde de la lumière incidente. Pour calculer cette absorption, il est nécessaire de 
connaitre l’intensité de lumière incidente et de mesurer l’intensité de lumière transmise. La différence 
d’intensité entre la lumière incidente et la lumière transmise doit être significative (Figure 1a). 

L’acquisition de spectres IR en phase gazeuse se heurte à une limite. La densité d’ions dans un piège à 
ions est très faible par rapport à la densité de photons incidents. La mesure de l’absorption directe de 
la lumière par l’échantillon est impossible, la différence d’intensité entre la lumière incidente et la 
lumière transmise est trop ténue pour être observée. C’est pourquoi, la spectroscopie utilisée ici est 
une spectroscopie d’action. Ce type de spectroscopie mesure de manière indirecte l’absorption de 
lumière par l’échantillon en mesurant l’effet de la lumière sur l’échantillon (Figure 1b). 

 

Figure 1 : Spectroscopie d’absorption en phase condensée, manière « conventionnelle » de faire de la spectroscopie, l'intensité 
de lumière transmise (It) est bien inférieure à l'intensité de lumière incidente (Ii) a), spectroscopie en phase diluée, la différence 
entre l'intensité de la lumière incidente et celle de la lumière transmise est indécelable l’approche par la spectroscopie d’action 
est alors nécessaire b). 
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Avec le couplage laser/MS, le nombre de photons incidents dans une impulsion laser est de l’ordre de 
1017(*) tandis que le nombre d’ions dans le spectromètre de masse est plutôt de l’ordre de 103 à 104. 
Cette différence est trop importante pour observer une quelconque différence d’intensité entre 
lumière incidente et lumière transmise. 

La mesure est donc faite de manière indirecte. Le faisceau IR irradie les ions en phase gazeuse. L’effet 
de la lumière sur les ions est alors observé, le suivi des effets de l’irradiation est effectué par 
spectrométrie de masse. Différents couplages MS/IR existent, ils sont succinctement présentés ci-
après. 

1.2 EXEMPLES DE METHODES DE SPECTROSCOPIE IR EN PHASE GAZEUSE 

1.2.1 Messenger tagging 
Dans ce type de spectroscopie, un marqueur : typiquement un gaz (He, H2 ou N2) se fixe sur les ions 
dans le spectromètre de masse, la température est basse (autours de 10 K). En cas d’irradiation 
résonante, la liaison entre l’ion et le marqueur se rompt. Le complexe s’étant dissocié, le rapport m/z 
a changé ce qui peut être mesuré par spectrométrie de masse1.  

1.2.2 Helium droplet 
Là aussi, les ions sont soumis à de basses températures (0.37 K), cette fois-ci, les ions sont emprisonnés 
dans une gouttelette d’hélium. La gouttelette d’hélium est transparente à l’IR, l’irradiation du 
complexe par un photon de nombre d’onde résonant avec un mode de vibration de l’ion va entrainer 
l’évaporation de la gouttelette d’hélium (partielle ou totale). L’ion est détecté au rapport m/z attendu 
et le spectre IR est mesuré en traçant l’efficacité d’éjection de l’ion en fonction du nombre d’onde2. 

1.2.3 IR-UV 
Il existe plusieurs variantes à cette méthode, mais elles ont toutes en commun l’usage de deux photons 
(deux lasers sont nécessaires). Dans cette technique, les composés sont présents sous forme neutre. 
Mis en phase gazeuse puis entrainés au moyen d’un jet moléculaire, l’échantillon subit deux 
irradiations successives3,4. Les deux irradiations sont faites à des longueurs d’onde différentes. Tout 
d’abord un photon hν1 provenant d’un premier laser porte le niveau électronique de l’état S0 vers l’état 
S1, un photon hν2 provenant du second laser permet d’ioniser la molécule depuis son état excité. En 
faisant varier la longueur d’onde du photon hν1 il est possible d’en déduire les transitions 
électroniques. 

Une variante de cette spectroscopie est de fixer la longueur d’onde du photon hν2 dans l’UV. 
L’irradiation d’un composé dans son état fondamental par ce photon hν2 ionise le composé. Le photon 
hν1 balaie les longueurs d’onde dans l’IR. Lorsque hν1 est résonant avec une transition vibrationnelle 
du composé, le photon est absorbé. L’état fondamental est dépeuplé, la population d’électrons dans 
l’état initial diminue, le photon hν2 ne sera pas absorbé et donc l’intensité des composés ionisés 
diminue, ce qui est visible par une diminution du signal sur le spectre. On obtient ainsi des informations 
sur les états des niveaux vibrationnels du composé étudié. Il existe d’autres variantes à cette méthode. 

Dans ce type de spectroscopie, les composés passent en phase gazeuse au moyen d’un jet moléculaire 
ce qui permet de les observer à basse température. Cette méthode nécessite par ailleurs la présence 

 
* En prenant en compte un laser avec une cadence de 10 Hz, émettant une puissance de sortie de 100 mW et 
des photons de nombre d’onde = 3500 cm-1. 
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d’un groupement chromophore (absorption de photons UV) dans la structure du composé analysé (le 
greffage d’un chromophore est possible). 

1.2.4 L’IRMPD 
D’une manière générale, ces spectroscopies vibrationnelles ont démontré leur pertinence dans 
l’analyse structurale de sucres5–7. En effet, elles permettent d’obtenir une très bonne résolution 
spectrale notamment grâce au fait que les températures soient très basses. En revanche elles 
nécessitent une instrumentation conséquente (présence de deux lasers pour la spectroscopie IR-UV, 
nécessité d’introduire une goutelette d’hélium, ou un marqueur/messager dans les deux autres types 
de spectroscopie).  C’est pour cette raison, que notre choix s’est porté sur un autre type de 
spectroscopie vibrationnelle : la spectroscopie IRMPD (InfraRed MultiPhoton Dissociation) qui 
nécessite un équipement moins important et plus simple à mettre en œuvre, elle est décrite dans la 
partie suivante.  

2 LA SPECTROSCOPIE IRMPD 

2.1 L’IRMPD COMME MOYEN DE FRAGMENTATION  
Initialement, la spectroscopie IRMPD a consisté en un couplage entre un laser IR et un spectromètre 
de masse de type FT-ICR (Fourier Transform Ion Cyclotronic Resonance)8. Ce couplage a été utilisé pour 
la photofragmentation d’ions confinés dans la cellule FT-ICR (initialement utilisé comme alternative à 
la CID). L’irradiation des ions piégés dans la cellule d’un FT-ICR par un laser IR permet d’apporter 
l’énergie nécessaire pour la fragmentation des ions. Un tel couplage a l’avantage d’éviter un cycle 
d’injection et de repompage du gaz de collision dans la cellule nécessaire à un évènement de CID. 

Une telle méthode a trouvé de nombreuses applications9 d’un point de vue caractérisation structurale 
de molécules notamment dans le domaine des sciences de la vie avec l’étude des oligonucléotides10,11, 
des peptides12, de la protéomique10,13,14 ainsi que de la glycomique15,16. Les premières mesures 
utilisaient des lasers CO2 émettant à 10,6 µm et capables de délivrer de grandes puissances. 

2.2 LA SPECTROSCOPIE IRMPD 
En utilisant l’étroite accordabilité des lasers CO2 (900-1100 cm-1) il a été possible d’ajouter une 
dimension spectroscopique à la photofragmentation et donc d’acquérir les premiers spectres IRMPD 
permettant de discriminer des isomères17,18. Par cette méthode, dans les années 2010 Stefan et Eyler 
ont même pu différencier des isomères de sucres19,20. La spectroscopie IRMPD nécessite l’utilisation 
de sources lasers capables de délivrer de grandes puissances sur une large gamme de nombres d’onde. 
Ainsi des mesures de spectroscopie IRMPD se font au moyen de lasers à électrons libres 
(principalement dans la gamme comprise entre 900 et 1800 cm-1). Mais c’est le développement de 
nouveaux lasers accordables bien plus petits qui a permis de l’avènement de la spectroscopie IRMPD 

La fragmentation IRMPD a lieu lorsque la longueur d’onde λ des photons provenant du laser est en 
résonance avec un mode de vibration de l’ion piégé. L’ion va donc absorber un photon son énergie 
interne augmente (transitions ν0 → ν1). Le gain d’énergie est alors redistribué sur les autres modes de 
vibration de l’ion piégé par des mécanismes de RVI (redistribution vibrationnelle intramoléculaire) 
(Figure 2a). Le seuil de dissociation de l’ion ne peut pas être atteint après l’absorption d’un seul photon 
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(les photons IR sont trop peu énergétiques : 0.43 eV†, la liaison C-H dans le méthane nécessite elle 
environ 4.7 eV pour se dissocier21). La photofragmentation nécessite l’absorption de plusieurs photons, 
le processus IRMPD est un processus multiphotonique. Après la RVI, le mode de vibration qui a absorbé 
le premier photon est de nouveau disponible pour absorber un deuxième photon. Après absorption 
d’un photon, le processus de redistribution de l’énergie a de nouveau lieu. Ce phénomène fait 
progressivement gagner de l’énergie à l’ion. Ce gain d’énergie se poursuit jusqu’à ce que l’ion se 
fragmente lorsqu’il atteint son seuil de dissociation (Figure 2b). La fragmentation a lieu au niveau de 
la liaison la plus faible qui n’est pas forcément la liaison dont le mode de vibration a été excité. C’est 
cette fragmentation qui est mesurée par spectrométrie de masse, un fragment apparait sur le spectre 
de masse (marqué en rouge sur la Figure 2c). Dans tout le processus, seule une transition vibrationnelle 
a été impliquée. 

 

Figure 2 : Principe de l'IRMPD, l'énergie absorbée est redistribuée dans l'ensemble de l'ion, ce qui permet le gain d'énergie et 
la disponibilité du mode de vibration pour absorption d'un nouveau photon a), le processus se répète jusqu’à fragmentation 
de l’ion. Le niveau d’énergie de l’ion augmente photon par photon avant d’atteindre le seuil de fragmentation b), un fragment 
apparait alors sur le spectre de masse. Le processus peut être suivi par spectrométrie de masse c). 

2.3 ACQUISITION D’UN SPECTRE IRMPD 
La photofragmentation par IRMPD vient de l’absorption de photons résonants avec un mode de 
vibration de l’ion au nomber d’onde porté par les photons. Cette absorption est suivie par la 
redistribution au sein de l’ion de l’énergie gagnée. Il est possible de faire varier le nombre d’onde d’un 
laser afin de mesurer le rendement de photofragmentation en fonction de la longueur d’onde du laser. 
En suivant l’évolution de ce rendement dont le calcul dérive de la loi de Beer-Lambert (voir équation 
1) avec Iprec = intensité de l’ion précurseur et ΣIfrag = somme de l’intensité des ions fragments en 
fonction du nombre d’onde, il est possible d’obtenir le spectre IRMPD de l’espèce d’intérêt. 

 
† Dans le cas d’un photon au nombre d’onde 3500 cm-1 
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Comme nous venons de le voir, les spectres de fragmentation obtenus par irradiation IR peuvent porter 
le nom de spectre IRMPD. Dans la suite de ce manuscrit, l’utilisation du terme « spectre IRMPD » fera 
référence à la mesure d’un spectre IR en phase gazeuse représentant le rendement de 
photofragmentation en fonction du nombre d’onde comme nous allons le présenter maintenant. 

La Figure 3d) présente un exemple de spectre IRMPD. Le rendement de photofragmentation varie 
selon la longueur d’onde. La longueur d’onde pour laquelle le rendement de photofragmentation est 
nul : par exemple la zone rouge ne présente aucune photofragmentation sur le spectre de masse 
correspondant (Figure 3b). A l’inverse, lorsque le rendement de photofragmentation est non nul, des 
pics se dessinent sur le spectre IRMPD, des fragments sont présents sur les spectres de masse 
correspondants (Figure 3a) pour le pic vert et Figure 3c) pour le pic bleu). Les spectres de 
photofragmentation montrent que les mêmes fragments sont observés quelques soit la longueur 
d’onde résonante (la dissociation se fait au niveau de la liaison la plus faible, qui ne change pas 
quelques soit le nombre d’onde des photons incidents). 

 

Figure 3 : Spectres de masse obtenus après irradiation d’un ion à des nombres d’onde différents bandes résonantes. Le 
rendement de photofragmentation n’est pas identique à ces deux nombres d’onde  a) et c), bande non résonante b) La mesure 
du rendement de photofragmentation à différents nombres d’onde permet de tracer le spectre IRMPD correspondant d). 

2.4 GAMME DE NOMBRES D’ONDE D’INTERET 
En spectroscopie IR, les modes de vibration des groupements fonctionnels absorbent dans des 
gammes de nombres d’onde connues22. La gamme de nombres d’onde d’intérêt est donc choisie en 
fonction de la nature des groupements chimiques des composés. Les sucres sont des molécules 
organiques comportant de nombreux groupements hydroxyle, ils peuvent également porter des 
groupements amine ou diverses modifications telles que des sulfatations, phosphorylations ou 
carboxylations. Il existe donc deux gammes de nombres d’onde particulièrement intéressantes pour 
les étudier en spectroscopie IR en phase gazeuse : la gamme autour de 900-1800 cm-1 qui est accessible 
par les lasers à électrons libres et étudiée par les équipes de FELIX (Free-Electron Lasers for Infrared 
eXperiments)23, celles de FHI FEL (Free-Electrons Laser at the Fritz Haber Institute)24 ainsi qu’au Centre 



Instrumentation  
 

27 
 

Laser Infrarouge d’Orsay25. La gamme autour de 3000 cm-1 est également intéressante26–28. Ces deux 
gammes de nombres d’onde présentent les bandes d’absorption de groupements fonctionnels 
présents dans les sucres. La gamme autour de 900-1800 cm-1 contient des informations sur les modes 
d’élongation des liaisons C-O, C-C, N-H mais également des liaisons C=O, voire des groupements 
P-O/P=O et S-O/S=O (Figure 4). La gamme autours de 3000 cm-1 contient les informations des modes 
d’élongation des liaisons C-H, N-H et O-H (Figure 4). La gamme autour de 3 µm est inutilisable en phase 
condensée en présence d’eau ou d’un solvant polaire. Récemment la gamme de nombres d’onde dans 
le lointain IR (300-1000 cm-1) a été étudiée afin de distinguer des isomères de sucres de différentes 
tailles29. Dans cette gamme de nombres d’onde l’absorption se fait au niveau des modes de vibration 
des liaisons entre un carbone et un hétéroathome ou au niveau des modes de vibration des 
groupements sulfate ou phosphate. 

 

Figure 4 : Gammes des nombres d'onde intéressants, deux zones se distinguent l’une autour de 1000 cm-1, l’autre autour de 
3000 cm-1. 

 

3 INSTRUMENTATION 

3.1 DIFFERENTES SOURCES LASERS 
Comme dit précédemment, la spectroscopie IRMPD a bénéficié des développements de sources lasers 
accordables capables de délivrer suffisamment d’énergie. Les premiers lasers disponibles : lasers CO2 
avec une faible accordabilité ont été remplacés par des lasers couvrant des gammes de nombres 
d’onde bien plus larges avec suffisamment de puissance pour mener à bien les mesures. Les LEL (lasers 
à électrons libres) sont de grands instruments répondant à ces deux critères. Le laser à électrons libres 
de FELIX est accordable entre 66 et 3600 cm-1, celui de CLIO couvre la gamme de nombres d’onde allant 
de 66 à 2000 cm-1 tandis que le laser du FHI est accordable de 166 à 3300 cm-1. 

Des lasers plus compacts : les OPO/OPA (oscillateur paramétriques optiques/amplificateur 
paramétrique optique dont une représentation est visible représenté en Figure 5)) permettent l’accès 
à différentes gammes de longueurs d’onde (de l’UV jusqu’à l’IR). Dans notre cas ce type de laser nous 
permet de sonder la gamme 2500-4000 cm-1. L’appareil dont nous disposons dans l’équipes est pompé 
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par un laser pulsé Nd:YAG (Neodyme Doped Yttrium Aluminium Garnet) à 1064 nm, la durée de 
l’impulsion est d’environ 8 à 10 ns, la cadence du Nd:YAG est de 10 Hz. Le faisceau IR provenant du 
YAG est introduit dans l’OPO, dans lequel il est scindé en deux. La première partie du faisceau passe 
dans un doubleur de fréquence (un cristal de KDP : MonoPotassium Phosphoryl) : deux photons 
incidents (dont la longueur d’onde est de 1064 nm) forment un photon à la longueur d’onde 532 nm. 
Il passe ensuite dans une première cavité : l’OPO comportant deux cristaux de KTP (Potassium Titanyl 
Phosphoryl). Ces cristaux divisent ce faisceau en deux faisceaux de fréquences complémentaires. Le 
premier est accordable entre 710 et 880 cm-1 selon l’orientation des cristaux de KDP (et donc l’angle 
d’incidence du faisceau). C’est le faisceau complémentaire qui est injecté dans la deuxième cavité : 
l’OPA avec la deuxième partie du faisceau provenant du Nd:YAG (1064 nm). L’OPA est constituée de 4 
cristaux de KTA (Potassium Titanyl Arseniate) produisant un laser accordable dans la gamme des 3 µm. 
Dans nos expériences, les lasers OPO nous permettent de couvrir la gamme de nombres d’onde 
comprise entre 2700 et 3700 cm-1. 

3.2 SPECTROMETRES DE MASSE UTILISES 
Les premières mesures d’IRMPD ont eu lieu sur des FT-ICR18. Dans un FT-ICR, les ions sont piégés et 
peuvent être manipulés à l’aide de champs électrique et magnétique. Ce piégeage permet donc une 
irradiation optimale des ions afin de leur apporter suffisamment d’énergie pour les fragmenter et 
mesurer les spectres de masse obtenus. 

Depuis les premières mesures d’IRMPD, les pièges à ions ont également pu être utilisés. Bien qu’ils 
présentent un moins bon pouvoir de résolution que les FT-ICR, ils sont plus rapides pour acquérir un 
spectre de masse, nécessitent moins d’hélium et sont plus abordables. Les ions sont thermalisés par 
collision avec de l’hélium injecté dans le piège afin d’améliorer le piégeage. Dans le cas de l’utilisation 
de piège à ions, la présence d’hélium va jouer un rôle dans le processus de photofragmentation. En cas 
de collision entre l’ion et un atome de gaz, des échanges d’énergie ont lieu entre l’ion et le gaz, l’ion 
peut se relaxer et céder son énergie au gaz de collision ce qui est délétère pour le phénomène de 
photofragmentation. 

3.3 MONTAGE EXPERIMENTAL MIS EN PLACE A L’ILM 
Pour permettre des analyses en IRMPD au sein de notre équipe, un montage a été développé. Ce 
montage « historique » (présenté en Figure 5) est un couplage entre un OPO/OPA doté d’un laser de 
pompe YAG (LaserVision) et un piège à ions de type LCQ de chez ThermoFinnigan. Le piège à ions 
permet d’obtenir des spectres de masse, des spectres de fragmentation (MS²) et même des spectres 
de masse des fragments de fragments au niveau n (MSn). Nous verrons plus loin l’intérêt de disposer 
de pièges à ions avec de telles capacités pour nos expériences. 
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Figure 5 : Montage expérimental « historique » dans l'équipe. Un OPO/OPA est pompé par un laser Nd:YAG et délivre un laser 
accordable dans la gamme 2700-3700 cm-1, le faisceau IR est ensuite introduit dans le piège à ions au moyen d’une ouverture 
pratiquée dans le spectromètre de masse. Les ions peuvent alors être irradiés. M1, M2, M3 sont des miroirs argent, le miroir 
parabolique hors axe focalise le faisceau IR dans le piège à ions (dans un souci de simplicité tous les miroirs n’ont pas été 
numérotés). 

Comme expliqué précédemment, l’OPO/OPA est pompé par un laser Nd:YAG à 1064 nm avec une 
cadence de 10 Hz. La puissance en sortie du YAG est d’environ 7 W. L’OPO/OPA scanne la gamme de 
nombre d’onde d’intérêt (2700-3700 cm-1). Les lasers de type OPO/OPA permettent d’obtenir une 
bonne résolution (quelques cm-1). En sortie d’OPA, la puissance mesurée est de l’ordre de 100 mW. Du 
fait de la cadence de ce type de laser il faut piéger les ions suffisamment longtemps typiquement 
800 ms pour que la durée d’irradiation assure une photofragmentation suffisante. Le spectromètre de 
masse est un piège à ions de type LCQ équipé d’une source d’ionisation par électrospray et d’un piège 
3D. Une ouverture a été pratiquée dans le spectromètre de masse et une fenêtre en MgF2 transparente 
au faisceau IR est installée pour permettre l’injection du faisceau laser dans le piège. Les ions formés 
par électrospray sont ensuite guidés jusqu’au piège. Les ions d’intérêt sont alors isolés avant d’être 
irradiés. Un obturateur mécanique (SH05 Thorlabs) contrôlé par un signal provenant du spectromètre 
de masse assure la synchronisation de l’activation des ions au sein du spectromètre de masse et de 
leur irradiation. Le pointé du laser est stable selon les différents nombres d’onde émis par le laser. 

A des fins d’illustration, un spectre expérimental est présenté en Figure 6. Dans la suite de ce manuscrit 
(sauf mention contraire), les spectres IRMPD seront tous représentés par des points. Chaque point 
correspond à la moyenne de 3 mesures et une courbe (moyenne glissante sur 5 points consécutifs) est 
ajoutée afin de faciliter la lecture du spectre. Les bandes d’absorption présentes sur ce spectre sont 
caractéristiques des modes de vibration des liaisons O-H (3666, 3628 et 3545 cm-1) C-H (< 3000 cm-1) 
et la bande à 3545 cm-1 est également représentative de la présence d’un groupement sulfate dans 
l’ion. Les bandes à 3190, 3247 et 3328 cm-1 sont caractéristiques du groupement amine30. 
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Figure 6 : Exemple de spectre IRMPD acquis dans l’équipe : spectre de la glucosamine-3 sulfate protonée dans la gamme des 
3 µm. Le spectre a été acquis en infusion directe dans le spectromètre de masse au moyen du montage avec l’OPO/OPA. 

4 L’IRMPD ET LES QUESTIONS DE PHYSICO-CHIMIE : IDENTIFICATION 

DE FRAGMENTS D’OLIGOSACCHARIDES FUCOSYLES 

Après avoir utilisé le processus IRMPD à des fins de fragmentation, la spectroscopie IRMPD a été 
développée et utilisée pour répondre à des questions physico-chimiques principalement pour la 
caractérisation de la structure de composés complexes31,32. Les mesures expérimentales sont 
comparées à des calculs théoriques afin de déterminer les conformations que le composé adopte. Pour 
illustrer cette approche,  l’équipe a étudié deux composés isobariques33 : la glucosamine-6 phosphate 
et la glucosamine-6 sulfate. Ces deux composés sont retrouvés dans les organismes vivants. Ils 
présentent deux empreintes spectroscopiques bien différentes ce qui permet de discriminer les 
composés sans avoir besoin de passer sur des appareils de spectrométrie de masse à haute résolution. 
Plus intéressant, la comparaison de l’empreinte MS/IR mesurée avec les calculs théoriques montrent 
la correspondance entre spectres IRMPD et conformation du composé. D’autres expérimentations 
permettent l’étude structurale complexes supramoléculaires en phase gazeuse, que ce soit des 
dimères34 ou des composés bien plus gros tels que des peptides amyloides35. L’IRMPD permet aussi le 
suivi de réactivité comme dans l’identification d’intermédiaires de réactions36,37, ou encore 
l’identification de fragment issus de la CID38 ou de l’ETD39. 

Alternativement, les spectres IRMPD ne sont pas comparés à des calculs de théories, mais à d’autres 
spectres de composés connus. Ainsi, ce type de comparaison a été utilisé pour l’identification de  
produits de migration du fucose40 comme nous allons le voir dans cette partie. 

4.1 LA MIGRATION DU FUCOSE 
Cette partie décrit l’article ‘’Fucose Migration Pathways Identified Using Infrared Spectroscopy’’ paru 
dans la revue Angewandte Chemie par Baptiste Moge, Baptiste Schindler, Oznur Yeni et 
Isabelle Compagnon en 2023. 

La fucosylation désigne l’attachement d’un résidu fucose (voir structure en Figure 7) sur un 
oligosaccharide. La fucosylation est une des modifications communes sur les glycoprotéines ou les 
glycolipides. La fucosylation a différents rôles41 notamment dans les interactions intramoléculaires, 
elle aide également au repliement de la protéine42,43. Elle permet également les interactions 
intermoléculaires ce qui a différentes conséquences : développement tissulaire42,44, régulation du 
système immunitaire45, rôle dans les cancers43,46–48. Le fucose est également retrouvé sur des 
oligosaccharides libres tels que les HMOs (human milk oligosaccharide). Il s’agit de sucres présents 
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dans le lait maternel qui participent au bon développement du nourrisson49. Au vu de l’importance de 
ces composés, la connaissance de leur structure est primordiale. 

 

Figure 7 : structure du fucose 

Toutefois, les analyses structurales par spectrométrie de masse souffrent d’un problème : la migration 
du fucose. Ce phénomène autrefois appelé « internal residue loss » est connu depuis maintenant une 
trentaine d’années50–53. Il s’agit d’un processus observé lors de l’analyse d’oligosaccharides contenant 
du fucose, mais qui a aussi été mis en évidence pour d’autres desoxyhexoses (comme le rhamnose)51 
ainsi que des pentoses comme le xylose51,54. Ce phénomène complique l’analyse de tels composés 
puisqu’il conduit à la formation de fragments résultant d’une modification de la structure du composé 
initial. La migration a lieu dans le cas d’espèces protonées55–58 ou ammoniées53,58 la présence d’un 
proton mobile semble donc être un prérequis. La migration est indépendante de l’anomérie de la 
liaison ou de la régiochimie de la liaison entre le fucose et le résidu qui le porte52. Le fucose migre vers 
des résidus spatialement proches : ils peuvent être à proximité sur la séquence de l’oligosaccharide, 
mais aussi être plus loin, puisque la fragmentation par CID peut rapprocher spatialement des résidus 
loin l’un de l’autre sur la chaine d’oligosaccharide59. 

Il est possible d’éviter la migration du fucose de plusieurs manières telles que : l’utilisation d’adduits 
métalliques en tant que porteurs de charge2,57,60, l’utilisation de groupes fonctionnels ou 
d’alkylammonium58, le marquage des sucres par des marqueurs fluorescents contenant des sites 
basiques61 dont le but est de limiter la mobilité du proton ainsi que la production de radicaux libres62. 

Malgré toutes les connaissances acquises sur ce phénomène, un mécanisme consensuel n’a pas encore 
été accepté, seules des propositions ont été faites55,56,63. De même l’identification du produit de 
migration n’a pas encore été faite, seul le résidu vers lequel le fucose migre est connu. L’émergence 
de nouvelles méthodes couplées à la spectrométrie de masse : mobilité ionique et spectroscopie IR 
offre un regard nouveau sur la migration du fucose. Ainsi la spectroscopie IR en phase gazeuse64 et la 
mobilité ionique65 ont mis en évidence la migration du fucose sur des composés considérés comme 
intacts. Les composés n’ont pas subi d’étape de fragmentation mais présentent une signature IR ou un 
temps d’arrivée similaire à des standards « mimant » la migration du fucose. 

Dans cet article nous avons montré à l’aide de la spectroscopie IR en phase gazeuse comment le 
produit de réaction pouvait être identifié par comparaison avec des standards de référence. 

4.2 MATERIEL ET METHODE 
Le montage expérimental est décrit précédemment (voir Figure 5). Le laser OPO/OPA est couplé à un 
spectromètre de masse LCQ de chez ThermoFinningan.  Dans cette études, quatre trisaccharides de 
même composition comportant un Gal (galactose), un Fuc (fucose) et un GlcNAc 
(N-Acétylglucosamine) ne différant que selon la régiochimie de leurs liaisons sont considérés (voir 
Figure 8). Il s’agit des antigènes de groupe sanguin H de type 1 et 2 : Blood group antigen H type 1 
(BGHI) et Blood group antigen type 2 (BGHII) ainsi que des espèces de Lewis : Lewis A et Lewis X. Les 
antigènes de groupes sanguins ont été choisis pour étudier la migration du fucose. Les espèces de 
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Lewis quant à elles doivent servir de témoins, a priori, on ne s’attend pas à observer de migration pour 
ces deux espèces. Les trois standards disaccharidiques Fucα1-xGlcNAc (avec x = 3, 4 ou 6) servent de 
références pour comparaison avec les produits de réaction. Les composés proviennent tous de chez 
Carbosynth, ils sont dissous à 1 mg.mL-1 dans de l’eau sans purification supplémentaire avant dilution 
à 20 µM dans un mélange eau/MeOH (50/50 v/v) avec 0.1 % d’acide acétique. Les composés sont 
infusés directement à 3 µL.min-1. Tout d’abord, les spectres de fragmentation par CID des espèces 
protonées sont acquis. Ensuite, les spectres IRMPD des fragments sont obtenus au moyen du montage 
décrit en Figure 5. Brièvement, le spectre IRMPD est mesuré sur la gamme 2700-3700 cm-1 le laser 
irradie les ions avec une cadence de 10 Hz, l’énergie des impulsions varie de 10 à 15 mJ le long de la 
gamme spectrale. La puissance des impulsions peut changer au jour le jour, les intensités sur les 
spectres IRMPD sont donc recalibrées en fonction de la puissance mesurée. Les ions sont piégés 
pendant 700 ms. La synchronisation avec le laser est faite au moyen d’un obturateur mécanique. Les 
spectres IRMPD des standards disaccharidiques protonés (m/z = 368) sont mesurés dans les même 
conditions. 

 

Figure 8 : Représentation des trisaccharides étudiés : BGHI a), Lewis A b) BGHII c), Lewis X d) ainsi que les disaccharides servant 
de références Fucα1-3GlcNAc e), Fucα1-4GlcNAc f) et Fucα1-6GlcNAc g). Les trisaccharides contiennent les trois mêmes 
résidus : galactose, fucose et N-Acétylglucosamine, seul l’arrangement des liaisons entre ces monosaccharides diffère. 

Tout d’abord, il est important de vérifier que les trois standards disaccharidiques peuvent être 
différenciés par spectroscopie IR en phase gazeuse, leur empreinte est donc acquise. Pour cela, chacun 
d’eux est infusé séparément dans le piège à ions. Les précurseurs protonés (m/z = 368) sont alors isolés 
et irradiés pendant 800 ms avant détection. Le laser balaie alors les nombres d’onde de 3700 à 
2700 cm-1 afin d’obtenir le spectre complet. Les spectres résultant de cette manipulation sont 
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présentés en Figure 9. Ces trois spectres présentent des signaux dans la gamme des C-H : deux pics aux 
alentours de 2900-2950 cm-1, ainsi qu’une bande bien résolue à 3000 cm-1 caractéristique des 
disaccharides contenant du fucose. Les spectres sont aussi caractéristiques des N-Acétylhexosamines 
avec la bande intense autour de 3400 cm-1 dans la gamme des modes de vibration des liaisons N-H 
pour finir, ils partagent également la signature des modes de vibration des liaisons O-H autours de 
3600 cm-1. Le composé Fucα1-6GlcNAc (Figure 9c) se distingue des autres structures principalement 
par sa bande d’absorption à 3400 cm-1 qui est très large (caractéristique des disaccharides de type 
X-6GlcNAc27,66–68 où X est un monosaccharide ou un groupement chimique). De plus, le Fucα1-6GlcNAc 
présente une bande d’absorption des O-H à 3590 cm-1 très intense, cette bande est moins intense dans 
les autres spectres. La bande d’absorption à 3400 cm-1 est très fine pour les deux autres structures 
(Figure 9a et b) qui peuvent également être distinguées l’une de l’autre. Tout d’abord, l’absorption de 
cette bande est plus intense pour le Fucα1-4GlcNAc (Figure 9b) que pour le Fucα1-3GlcNAc  (Figure 
9a). Ensuite, la bande de d’absorption des O-H à 3540 cm-1 présente sur le spectre du Fucα1-3GlcNAc  
(Figure 9a) est absente du spectre du Fucα1-4GlcNAc (Figure 9b). De plus, dans la gamme des modes 
de vibration des liaisons C-H le spectre de Fucα1-3GlcNAc présente des bandes d’absorption très 
intenses à 2900 et 3000 cm-1 qui sont bien moins intenses dans le cas du Fucα1-4GlcNAc. 

 

Figure 9 : Spectres IRMPD des différents standards protonés des disaccharides considérés : Fucα1-3GlcNAc a), Fucα1-4GlcNAc 
b) et Fucα1-6GlcNAc c). Les trois disaccharides sont étudiés sous leur forme protonée (m/z = 368). Ces trois spectres présentent 
des signatures bien différentes, la spectroscopie IRMPD permet donc de discriminer ces standards qui ne varient que de la 
régiochimie de la liaison glycosidique. 

La spectroscopie IRMPD permet donc de discriminer ces trois disaccharides ne différant que par la 
régiochimie de la liaison. L’utilisation de standards pour l’étude d’oligosaccharides fucosylés par 
spectroscopie IR en phase gazeuse est donc possible, ce qui n’était pas trivial quand on sait que le 
fucose est capable de migrer même sans que l’oligosaccharide ne subisse de fragmentation. Ainsi, 
Mucha et al. n’ont pas pu se servir de standards pour l’étude de la fragmentation de Ley car les 
standards subissaient une migration sous leur forme « intacte »64. Le phénomène a également été 
observé en mobilité ionique par Toraño et al.65. 
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4.3 MIGRATION INTEROSIDIQUE 
Dans cette partie, nous avons étudié les antigènes de groupe sanguin H de type 1 et 2. Ces deux 
espèces sont de la forme Fuc-Gal-GlcNAc et ne varient que par la régiochimie de la liaison entre le 
galactose et le N-Acétylglucosamine (voir Figure 8). 

Le spectre de fragmentation de ces espèces (Figure 10a et c) présente les mêmes rapports m/z pour 
les ions fragments avec des intensités relatives qui varient. Tout d’abord, le fragment à m/z = 512 
provient de la perte de l’hydroxyle en position anomérique (- H2O), le fragment à m/z = 384 vient de la 
perte du fucose, celui à m/z = 368 de la perte du galactose (le fucose a donc migré du Gal vers le 
GlcNAc) enfin le fragment à m/z = 222 correspond au N-Acétylglucosamine, les deux autres 
monosaccharides ont donc été éliminés. Les fragments à m/z = 366, 350 et 204 correspondent 
respectivement à ces mêmes fragments mais avec une perte d’eau supplémentaire. 

 

Figure 10 : Spectres de fragmentation des trisaccharides protonés des espèces de groupe sanguin BGHI a), BGHII c) et les 
spectres IRMPD du fragment m/z = 368 résultant de la perte du galactose et donc migration du fucose BGHI c), BGHII d). Les 
spectres de masse présentent les mêmes fragments qui résultent de la perte d’eau, ou de la rupture de liaisons glycosidiques. 
Ces fragments présentent des intensité différentes. Les spectres IRMPD présentés dans cette figure présentent une signature 
similaire. Le cercle jaune représente un galactose selon la SNFG69. 

Le spectre IRMPD de ces espèces (Figure 10b et d) sont similaires. Ils présentent tous deux trois pics 
dans la région des C-H (2900, 2950 et 3000 cm-1), suivi d’une large bande d’absorption de 3100 à 3500 
cm-1 ce qui suggère une forte signature de Fucα1-6GlcNAc, cette identification est renforcée par la 
présence d’une bande d’absorption intense à 3590 cm-1. On note aussi la présence de la légère bande 
d’absorption à 3540 cm-1 présente sur le Fucα1-3GlcNAc et le Fucα1-6GlcNAc ainsi que de deux bandes 
d’absorption à 3640 et 3670 cm-1. Seule la diminution d’absorption à 3250 cm-1 change entre ces 
spectres et le spectre du Fucα1-6GlcNAc. 

Les signatures IRMPD des deux fragments de trisaccharides ont été obtenues et comparées avec les 
signatures IRMPD des standards (Figure 12b et d). Une forte ressemblance est observée avec le 
disaccharides standard Fucα1-6GlcNAc. Le fucose migre donc vers l’hydroxyle n°6 du N-
Acétylglucosamine après fragmentation. Des différences entre les spectres du standard et les spectres 
des fragments (notamment la forme du spectre aux alentours de 3400 cm-1) seront discutées dans la 
suite de ce chapitre. 



L’IRMPD et les questions de physico-chimie : identification de fragments d’oligosaccharides fucosylés  
 

35 
 

4.4 MIGRATION INTRAOSIDIQUE 
Dans cet article, nous avons également examiné les espèces de Lewis. Dans le cas de ces deux espèces, 
le fucose et le galactose sont tous deux liés au N-Acétylglucosamine. Puisque le fucose est directement 
lié au GlcNAc, la perte du galactose ne requiert pas forcément migration du fucose et donc 
réarrangement. C’est pourquoi, il n’a jamais été considéré comme sujet à la migration du fucose. 

L’examen des spectres de fragmentation (Figure 11a et c) montre des signaux à des m/z identiques. Le 
précurseur peut perdre une molécule d’eau (m/z = 512), un résidu fucose (m/z = 384) un galactose 
(m/z = 368) ou encore ces deux monosaccharides (m/z = 222). Là encore, les fragments correspondent 
à la perte d’eau et du résidu fucose (m/z = 366), perte d’eau et du résidu galactose (m/z = 350) ou des 
deux monosaccharides et d’une molécule d’eau (m/z = 204). Seules les intensités varient entre ces 
deux spectres. 

Comme dit plus haut, le fucose étant lié au GlcNAc, la perte du galactose n’implique pas forcément de 
migration du résidu fucose. 

L’analyse des spectres IRMPD des ions m/z = 368 provenant de Lea (Figure 11b) et Lex (Figure 11d) 
montre deux spectres similaires. Cette observation est étonnante. Tout d’abord, trois signaux sont 
présents dans la région des C-H (2900, 2950 et 3000 cm-1), dans la gamme des N-H, un gros massif 
s’étend de 3100 à 3500 cm-1 (cette fois-ci avec diminution d’intensité aux alentours de 3250 cm-1) avant 
d’observer une bande d’absorption à 3540 cm-1, une plus intense à 3590 cm-1 et deux autres bandes 
d’absorption à 3640 et 3670 cm-1. 

 

Figure 11 : Spectres de fragmentation des trisaccharides protonés d'espèces de Lewis Lea a), Lex c) et les spectres IRMPD du 
fragment m/z = 368 (fragment protoné des trisaccharides) résultant de la perte du galactose Lea b), Lex d). Les spectres de 
masse présentent les mêmes fragments qui résultent de la perte d’eau, ou de la rupture de liaisons glycosidiques. Ces 
fragments présentent des intensité différentes. Les spectres IRMPD présentés dans cette figure présentent une signature 
similaire, ce qui est étonnant. Le cercle jaune représente un galactose selon la SNFG. 

La fragmentation par CID ne produit pas de fragments de la forme Fucα1-3GlcNAc pour le Lex et 
Fucα1-4GlcNAc pour le Lea. Dans les deux cas, le spectre obtenu ressemble au spectre du 
Fucα1-6GlcNAc (Figure 12a et c). Il semble que le fucose soit capable de migrer sur une autre position 
du résidu que celle sur laquelle il est initialement. 
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4.5 COMPARAISON DE CES DEUX TYPES DE MIGRATION 
Afin d’étudier plus avant la migration du fucose, nous avons comparé les spectres IRMPD des quatre 
espèces étudiées (ligne et points en couleur), avec le Fucα1-6GlcNAc en fond (ligne grise). Une 
combinaison linéaire entre les Fucα1-6GlcNAc et le Fucα1-3GlcNAc ou le Fucα1-4GlcNAc ou encore du 
mélange de ces deux espèces ont également été tracées (Figure 12) 

 

Figure 12 : Spectres IRMPD des disaccharides protonés (fragments obtenus par CID) de Lea (vert) a), BGHI (bleu) b), Lex 
(orange) c) et BGHII (violet) d). Spectre IRMPD du disaccharide standard Fucα1-6GlcNAc (gris). Les aires grisées correspondent 
à des combinaisons linéaires des standards de disaccharides : Fucα1-6GlcNAc 60 % et Fucα1-3GlcNAc 40 % a), Fucα1-6GlcNAc 
80 % et Fucα1-4GlcNAc 20 % c) ou Fucα1-6GlcNAc 80 % Fucα1-3GlcNAc 10 % et Fucα1-4GlcNAc 10 % b) et d). Tous les spectres 
IRMPD montrés sont acquis sur les fragments protonés. 

Visuellement, la meilleure correspondance entre le spectre expérimental et le spectre simulé est 
observée pour les espèces de Lewis (Figure 12a et c). En effet pour ces deux espèces, les combinaisons 
entre Fucα1-6GlcNAc (60 %) et Fucα1-3GlcNAc (40 %) (Figure 12a), ainsi que la combinaison Fucα1-
6GlcNAc (80 %) et Fucα1-4GlcNAc (20 %) (Figure 12c) montrent un bon recouvrement avec les spectres 
expérimentaux obtenus sur les fragments de Lea et de Lex. Ce qui suggère que les deux espèces 
présentes dans les combinaisons linéaires sont très majoritaires dans le fragment observé 
expérimentalement. A l’inverse, aucune combinaison linéaire ne recouvre aussi bien le spectre 
expérimental des fragments d’antigènes de groupe sanguin (Figure 12b et d). Pour ces deux espèces 
nous avons tracé une combinaison Fucα1-6GlcNAc (80 %), Fucα1-3GlcNAc (10 %) et Fucα1-4GlcNAc 
(10 %). D’autres espèces doivent certainement coexister sous le pic à m/z = 368, ce qui explique que 
les deux spectres (expérimental et simulé) ne se recouvrent pas parfaitement. 

4.6 CONCLUSION ET OUVERTURE 
En conclusion, dans le cas présent, les empreintes IR des disaccharides standards se sont révélées 
différentes. Il a été possible d’identifier les fragments majoritaires obtenus par spectroscopie IRMPD 
pour les quatre oligosaccharides étudiés. La spectrométrie de masse montre la migration du fucose 
pour les espèces d’antigènes de groupe sanguins H de type 1 et 2, car un fragment à m/z = 368 et un 
autre à m/z = 350 sont observés. Ces fragments sont clairement dus au phénomène de migration du 
fucose. En revanche, dans le cas des antigènes de Lewis, les fragments à m/z = 368 et m/z = 350 sont 
attendus, la migration du fucose n’est pas évidente pour ces deux espèces. La comparaison entre les 
spectres IRMPD des fragments à m/z = 368 et les disaccharides standards permet d’identifier les 
fragments des antigènes de groupe sanguin H. Dans le cas des antigènes de Lewis, les empreintes IR 
sont déroutantes au premier abord. En effet, le fucose est initialement situé sur le N-
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Acétylglucosamine. Il s’avère qu’il est quand même capable de migrer. Les empreintes IRMPD 
suggèrent une majorité de fragments correspondant à une migration du fucose vers l’hydroxyl n°6 du 
N-Acétylglucosamine. Ce type de migration « intrarésiduelle » était jusqu’alors inconnue. L’ajout d’une 
dimension spectroscopique à la MS a permis de répondre à la question « où le fucose migre-t-il ? » et 
a mis en évidence un autre mode de migration. De manière plus générale, nous nous attendons à ce 
que les méthodes orthogonales à la MS apportent de nouvelles réponses dans les mécanismes de 
fragmentation notamment dans le champ de la glycomique avec les phénomènes tels que la migration 
du fucose. 

Plus récemment, nous avons voulu savoir quels étaient les fragments obtenus par CID du 
2’fucosyllactose (Fucα1-2Galβ1-4Glc). Notamment quel était l’hexose observé à m/z = 181. Pour cela, 
l’extrémité réductrice est marquée isotopiquement (H2

18O). Le marquage s’est fait tel que décrit 
ci-après : Le 2’FL est dissout à 1mg.mL-1 dans de l’H2

18O, la solution est laissée à incuber pendant deux 
semaines à température ambiante pour laisser le temps à l’échange isotopique de se produire. La 
solution est alors diluée à 20 µM dans une solution d’eau/MeOH 50:50 v/v avec de l’acide acétique 
0.1 % avant infusion en spectrométrie de masse. Le précurseur marqué protoné visible à m/z = 491 est 
fragmenté par CID (voir Figure 13). Les fragments observés proviennent de la rupture de liaisons 
glycosidiques (m/z = 345, 329 et 183), ainsi que de la perte de molécule d’eau (m/z = 471) et de ces 
deux phénomènes (m/z = 325, 309 et 163). Dans le cas, où le fucose ne migre pas, on s’attend à 
observer un fragment à m/z = 327. Or, le fragment observé se trouve à m/z = 329. Le fucose a donc 
migré depuis le galactose jusque sur le glucose. C’est une observation étonnante, en effet, la migration 
du fucose n’a jamais été observée en l’absence de résidu basique. 

 

Figure 13 : Spectre de fragmentation du 2'fucosyllactose protoné marqué à l'18O (au niveau de son extrémité réductrice). Les 
fragments observés proviennent de la rupture de liaisons glycosidiques ou de la perte de l’hydroxyl anomérique, à l’exception 
du fragment à m/z = 329 qui provient du réarrangement du fucose vers le glucose. 

Dans un article publié récemment70, les trisaccharides Lex et BGHII sont étudiés par différentes 
méthodes : spectroscopie IR en phase gazeuse, dissociation dirigée par des radicaux, mobilité ionique 
et approche théorique. Les auteurs démontrent que dans le cas du BGHII, le fucose est capable de 
migrer sur une autre position du Gal alors que pour le Lex, le fucose est capable de passer du GlcNAc 
jusque sur le résidu Gal. 

Ces deux observations laissent la porte ouverte à de nouveaux questionnements sur la migration du 
fucose. 
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5 APPLICATIONS DE LA SPECTROSCOPIE IRMPD A LA CHIMIE 

ANALYTIQUE 
Après avoir démontré l’utilité de l’IRMPD pour répondre à des questions physico-chimiques, cette 
partie montrera des exemples d’utilisation de la spectroscopie IRMPD appliquée à la chimie analytique. 

5.1 APPLICATIONS ANALYTIQUES 
Des équipes travaillent sur des applications de la spectroscopie IRMPD telles que l’identification de 
composés au moyen de la spectroscopie IRMPD. C’est le cas pour des métabolites associés à certaines 
pathologies71,72. Les composés chiraux peuvent également être distingués par IRMPD73–75. Polfer et al. 
ont pu mettre au point une méthode de screening sur un piège à ions pour distinguer des peptides 
sulfatés et phosphorylés76,77 sans besoin de spectrométrie de masse à haute résolution pour être 
distinguées. 

5.2 IDENTIFICATION DE SUCRES A L’ILM 
Comme l’a démontré l’analyse des disaccharides Fuc-GlcNAc, la spectroscopie IRMPD est très 
puissante dans la distinction de composés isomériques. Pour tirer parti de ces capacités, l’équipe 
DYNAMO à l’institut Lumière Matière utilise le montage décrit en Figure 5 dans le but d’identifier des 
oligosaccharides. La spectroscopie IRMPD s’est révélée particulièrement utile dans la discrimination 
d’isomères de sucres, que ce soient des monosaccharides tels que des épimères23,78–80, des 
anomères27,66, une différence dans la taille du cycle81,82, une différence de position d’un groupement 
fonctionnel30,68. Il est également possible de discriminer des composés de plus grande taille tels que 
des disaccharides40,66,83,84 voire même des trisaccharides comme le 3’-sialyllactose et son isomère, le 
6’-sialyllactose ou le couple 3’-sialyllactosamine et le 6’-sialyllactosamine85. Un autre exemple 
d’identification de trisaccharides est présenté ci-dessous avec l’exemple des trisaccharides d’antigènes 
de groupe sanguins. 

Les oligosaccharides d’antigène de groupe sanguin portés à la surface des cellules participent aux 
phénomènes de reconnaissance entre cellules. Ils sont principalement composés de Gal, Fuc et GlcNAc 
(l’antigène de groupe sanguin A présente également du GalNAc (N-Acétylgalactosamine). 

 

Figure 14 : Spectres IRMPD des espèces protonées m/z = 530 des trisaccharides de BGHI a), BGHII b). La structure de ces 
espèces est présentée dans la Figure 8 a) et c). Ces spectres présentent des profils bien différents permettant de les 

discriminer. 
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La Figure 14 présente les spectres IRMPD des trisaccharides des antigènes de groupe sanguin H de type 
1 et 2 (structures présentées Figure 8a et c). Seule la liaison entre Gal et GlcNAc varie entre ces deux 
espèces. Les spectres présentés en Figure 14 sont différents. Le BGHI présente trois pics dans la région 
des C-H 2910, 2950 et 2990 cm-1, un massif se dessine entre 3000 et 3200 cm-1 avant d’observer une 
vallée puis une large bande apparait culminant à 3486 cm-1, deux pics résolus sont présents sur le flanc 
de cette bande à 3366 et 3407 cm-1. Un pic est encore observé à 3555 cm-1. Le reste de la région des 
O-H est dominée par quatre pics bien résolus dont les intensités décroissent progressivement 3602, 
3623, 3636 et 3661 cm-1. Dans la région des C-H, le BGHII présente des pics à 2906, 2950 et 2996 cm-1 
seul le pic à 2950 cm-1 correspond, les deux autres sont légèrement décalés, et leur intensité est bien 
diminuée. Une large bande d’absorption est présente autour de 3200 cm-1 et un grand pic se détache 
à 3412 cm-1. Un pic à 3555 cm-1 est également observé dans le spectre du BGHII. Seuls trois pics sont 
encore observés dans la région des O-H : 3606, 3636 et 3659 cm-1. 

L’une des limites de la spectroscopie IRMPD est que l’augmentation de la taille des composés va  
congestionner le spectre mesuré. De plus à des fins analytiques, la constitution de la base de données 
est importante, elle doit être la plus exhaustive que possible. Le problème est que lors de 
l’augmentation de la taille d’un oligosaccharide, la diversité des possibilités de structures devient 
exponentielle, on parle d’explosion combinatoire. La base de données sera nécessairement énorme 
pour être la plus exhaustive possible. De plus, la synthèse de tels composés est de plus en plus 
compliquée à mesure que la taille augmente. Pour pallier ces problèmes, une méthode de séquençage 
a été développée dans l’équipe. 

5.3 METHODE DE SEQUENÇAGE 

5.3.1 Principe du séquençage 
Le séquençage permet de se passer de grandes bases de données les plus complètes possibles 
comprenant de nombreux standards d’oligosaccharides de grandes tailles. Il permet également de 
travailler sur les spectres IRMPD de petits oligosaccharides donc avec des spectres moins 
congestionnés. Après injection (Figure 15a), l’oligosaccharide d’intérêt est isolé (Figure 15b) avant 
d’être fragmenté par CID (Figure 15c). L’empreinte IRMPD de chacun de ces fragments est acquise 
(Figure 15d) afin de l’identifier (Figure 15e). La connaissance de chacun des fragments permet de 
remonter à la structure du composé d’intérêt (Figure 15f). 
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Figure 15 : Stratégie suivie pour identifier un sucre par séquençage : Le composé est infusé en spectrométrie de masse, son 
spectre de masse est acquis a), l’ion d’intérêt est isolé b) puis fragmenté en CID c). Chacun de ses fragments est ensuite isolé 
afin d’acquérir son empreinte IR d), la connaissance de la structure de ces fragments e) permet de reconstruire 
l’oligosaccharide de départ f). 

La fragmentation par CID conserve l’information sur l’anomérie de la liaison entre les fragments27 des 
études en mobilité ionique ont confirmé cet effet mémoire et en plus ont démontré que certaines 
informations concernant la régiochimie de la liaison étaient également conservées après 
fragmentation86. La fragmentation par CID ne modifie pas la taille du cycle87. Il est toutefois judicieux 
de faire attention lors de l’analyse d’oligosaccharides fucosylés en raison du phénomène de migration 
du fucose (comme indiqué précédemment page 30). Pour contrer ce problème il peut être intéressant 
de considérer des espèces sodées ou déprotonées par exemple. 

5.3.2 Séquençage du Lacto-N-tetraose à des fins d’illustration 
Le spectre de masse d’un oligosaccharide inconnu est obtenu, le signal est observé à m/z = 708. Ce 
spectre de masse est compatible avec un tetrasaccharide composé d’un N-Acétylhexosamine et de 
trois hexoses (3 x 162 + 203 + 18 + 1 = 708). Son spectre de fragmentation par CID est acquis et est 
présenté en Figure 16. Le précurseur (m/z = 708) perd une molécule d’eau : signal à m/z = 690. La perte 
consécutive de trois hexoses donne respectivement les signaux à m/z = 528 (528 + 18 = 546), 366 et 
204. L’espèce à m/z =204 correspond à un N-Acétylhexosamine, celle à m/z = 366 correspond à un N-
Acétylhexosamine lié à un hexose. 

 

Figure 16 : Spectre de fragmentation par CID d'un oligosaccharide inconnu (m/z = 708). Le précurseur est vraisemblablement 
un tetrasaccharide protoné constitué de trois hexoses et d’un N-acétylhexosamine. Les fragments observés correspondent à 

la rupture de liaisons glycosidiques. 

La fragmentation par CID permet de confirmer la nature des monosaccharides constituant le 
tetrasaccharide. Pour aller plus loin, l’empreinte IRMPD de chacun de ces fragments est obtenue avant 
d’être comparée avec l’empreinte IRMPD des standards présents dans la base de données (Figure 17). 
Les spectres sont normalisés par rapport à l’intensité la plus haute afin de pouvoir être comparés. Les 
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spectres montrent les points, puis une courbe est tracée, il s’agit d’un lissage par l’algorithme de 
Savitsky-Golay avec un polynôme de degré 3 et une largeur de 11 points afin de faciliter la lecture des 
spectres. 

 

Figure 17 : L’oligosaccharide (m/z = 708) est fragmenté et les fragments obtenus m/z = 546 a), m/z = 366 b) et c) et m/z = 204 
d) sont irradiés. Le fragment irradié est représenté sur la droite de la figure (l’ion précurseur est représenté par un rond noir 
quand le fragment est représenté par un rond gris avec différentes nuances). Le spectre du fragment est représenté en gris, 
tandis que les spectres de référence sont présentés en fond vert (si correspondance entre le spectre du fragment et le spectre 
de référence) et en rouge (correspondance non faite). 

Le spectre IRMPD du fragment à m/z = 546 (Figure 17a) présente deux pics dans la région des C-H à 
2917 et 2954 cm-1, la deuxième partie du spectre présentant de l’absorption se situe au-delà de 
3300 cm-1 avec un massif peu résolu allant jusqu’à 3650 cm-1. Cette signature est reconnue comme 
étant caractéristique de l’oligosaccharide GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc. L’empreinte IR du fragment à 
m/z = 366 (Figure 17b) montre un maximum d’absorption dans la région des C-H à 2918 cm-1, suivie 
d’un épaulement à 2985 cm-1. Une faible bande d’absorption est présente à 3140 cm-1. Le spectre se 
finit dans la région des O-H avec quatre légers pics d’absorption à 3455, 3506, 3578 et 3624 cm-1. Pour 
illustrer la mauvaise identification d’un fragment, le spectre IRMPD de l’espèce GlcNAcβ1-3Gal est 
représenté en rouge. Ce spectre présente des non-concordances avec l’empreinte du composé 
inconnu tel qu’un maximum d’absorption dans la gamme des O-H à 3555 cm-1 ainsi que la présence de 
trois maxima d’absorption dans la gamme des C-H : 2922, 2948 et 2979 cm-1. La Figure 17c montre la 
correspondance du fragment m/z = 366 avec le Galβ1-3GlcNAc espèce ayant perdu une molécule 
d’eau, ce dernier présente un pic dans la région des C-H plus large que le spectre expérimental, le 
signal à 3455 cm-1 est également plus marqué avec une intensité d’absorption environ trois fois 
supérieure. Enfin le fragment à m/z = 204 est comparé au spectre du GlcNAc (ayant perdu une 
molécule d’eau). Sur la Figure 17d, ces deux spectres présentent quatre pics 2942, 3453 3587 et 3644 
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cm-1. La reconnaissance est ici la plus frappante de tous les fragments, seule une intensité d’absorption 
varie pour le pic à 3644 cm-1. 

 

Figure 18 : Représentation selon la SNFG de l’identification des différents fragments par spectroscopie IRMPD et proposition 
de structure pour le tetrasaccharide inconnu. 

En connaissant la nature des fragments du tetrasaccharide inconnu, il est possible de remonter à la 
structure vraisemblable du composé (Figure 18). Dans notre exemple, les trois fragments indiquent 
que le N-Acétylhexosamine est en fait du GlcNAc. Cette redondance est intéressante dans le cas où 
une attribution est incertaine. Ici nous identifions le composé inconnu comme étant du 
lacto-N-tetraose, un HMO de structure Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc. Identifier le plus de fragments 
possibles permet d’avoir de la redondance et donc d’apporter du poids à l’identification. 

Le fait de travailler sur des fragments et non pas sur des grands oligosaccharides a deux principaux 
avantages. En augmentant la taille du composé, le nombre de groupements fonctionnels qui absorbe 
augmente également. Le nombre de bandes d’absorption va donc augmenter et, les spectres vont être 
davantage congestionnés, il sera difficile de les interpréter, ou d’identifier le composé inconnu. Dans 
le cas des sucres, le nombre d’hydroxyles va donc augmenter et avec lui, la capacité d’engager des 
liaisons hydrogène, ce qui a pour effet d’élargir les pics et faire perdre de la résolution sur les spectres 
IRMPD. Le fait de travailler sur des petits composés offre la possibilité de travailler sur des spectres 
peu encombrés. D’un autre côté, le fait d’avoir à identifier uniquement des fragments permet de se 
servir d’une base de données qui soit moins exhaustive que ce qui serait nécessaire dans le cas de 
l’étude des oligosaccharides entiers. En effet le nombre de combinaisons possibles pour la structure 
des oligosaccharides augmente de manière exponentielle avec la taille du composé. Il est donc 
extrêmement difficile pour ne pas dire impossible d’obtenir de telles bases de données. En 
fragmentant les oligosaccharides, on diminue cette complexité. 
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6 CONCLUSION 
Initialement, la spectroscopie IRMPD était une méthode nécessitant une lourde instrumentation avec 
des LEL et des FT-ICR. Elle servait à répondre à des questions de physico-chimie en comparant les 
mesures expérimentales avec des calculs de théorie. Dans certaines applications bien particulières 
pour lesquelles il n’y a pas besoin d’une résolution spectrale extrême, il est possible de substituer les 
FT-ICR et des LEL à d’autres appareils. Ces développements autorisent aujourd’hui de faire des mesures 
en IRMPD avec un appareillage bien moins lourd. Un montage expérimental entre un OPO/OPA et un 
piège à ions a été développé dans l’équipe. 

Ce montage permet toujours de répondre à des questions de physico-chimie. Dans notre cas, la 
spectroscopie IRMPD a d’une part identifié le produit de la migration du fucose sur quatre isomères 
de trisaccharides comme étant majoritairement un disaccharide de structure Fucα1-6GlcNAc. Et 
d’autre part il a mis en évidence un nouveau mode de migration du fucose dans lequel, le fucose ne 
migre pas vers un autre résidu, mais vers un autre groupement hydroxyle du même résidu.  Une telle 
découverte pose de nouveaux questionnements et la spectroscopie IRMPD participera très 
certainement à leur réponse. 

La spectroscopie IRMPD a été utilisée pour résoudre différentes isoméries. Elle permet aujourd’hui 
l’identification de composés au moyen d’une comparaison avec des bases de données ou des calculs 
théoriques. Elle est actuellement utilisée dans des approches de chimie analytique notamment dans 
l’identification de métabolites qui pourraient être des biomarqueurs de pathologies. Dans notre 
équipe nous l’utilisons pour répondre à des questions de physico-chimie sur les sucres, notamment 
dans l’identification de conformations ou dans le contexte plus appliqué de l’identification de sucres. 

Cette méthode a du potentiel pour être utile à la communauté scientifique. Il s’avère que de toutes les 
spectroscopies d’action vibrationnelles, la spectroscopie IRMPD est la moins lourde à mettre en œuvre. 
Un tel couplage ne nécessite qu’un spectromètre de masse et un laser IR, nul besoin de descendre à 
des températures basses, de marquer ou d’emprisonner les ions avec des gaz, ni de faire des montages 
à plusieurs lasers. C’est la méthode qui sera la plus facile à disséminer dans les laboratoires d’analyses. 

Toutefois, des progrès sont encore nécessaires, pour que la spectroscopie IRMPD puisse convaincre 
un public plus large et ainsi essaimer dans les laboratoires d’analyses. De nombreux développements 
instrumentaux ont eu lieu au cours de cette thèse pour faciliter son utilisation, l’automatiser, la rendre 
plus ergonomique, plus rapide, la coupler avec des workflows analytiques de référence notamment la 
chromatographie liquide. Ces efforts sont détaillés dans les chapitres suivants. 
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1 INTRODUCTION 
Comme vu dans le chapitre précédent, la spectroscopie IRMPD a un fort potentiel dans le domaine de 
la chimie analytique. Mais elle se heurte encore à des problèmes qui freinent son plein essor. Par 
exemple, actuellement, les utilisateurs doivent être experts en spectroscopie pour interpréter des 
données, ou encore aligner le laser dans le spectromètre de masse, ce qui n’est pas compatible avec 
les opérateurs procédant aux analyses en routine dans un laboratoire. De plus, l’acquisition d’un 
spectre prend du temps, au moyen de l’OPO/OPA, on parle de plusieurs dizaines de minutes, ce qui 
peut être rédhibitoire pour certaines applications. Dans le but de faciliter les analyses en IRMPD, nous 
disposons par exemple d’un logiciel dédié à l’acquisition. Ce programme rend le traitement et 
l’interprétation des données plus simples, ces étapes seraient fastidieuses à faire manuellement. Dans 
cette partie, nous montrerons les différents développements mis en œuvre pour rendre la 
spectroscopie IRMPD plus attractive. Les développements des lasers accordables dans la gamme des 
3 µm qui sont de plus en plus petits, ergonomiques avec une plus grande cadence, facilitent l’utilisation 
de l’IRMPD. De tels lasers diminuent grandement le temps d’acquisition des données. Nous décrirons 
également de nouvelles approches mises en place afin d’identifier un composé inconnu à partir de son 
spectre. 

2 ACCELERATION DE L’ACQUISITION DES DONNEES 

2.1 ACQUISITION RAPIDE DE SPECTRES IRMPD 
Le but dans cette partie, est d’accélérer l’acquisition des spectres IRMPD dans le but de rendre cette 
spectroscopie compatible avec des analyses en routine dans des laboratoires avec un gros débit 
d’analyses. Cette partie couvre l’article : ‘’Rapid IRMPD (InfraRed multiple photon dissociation) 
analysis for glycomics’’ publié dans la revue Analyst par Oznur Yeni, Baptiste Schindler, Baptiste Moge 
et Isabelle Compagnon en 2022. 

L’acquisition d’un spectre IRMPD au moyen du montage « historique » de l’équipe décrit dans la partie 
instrumentation du chapitre I prend environ 45 minutes. Des efforts sont faits pour diminuer ce temps 
d’acquisition. Dans cet article nous diminuons grandement ce temps d’acquisition d’un facteur 4 en 
changeant seulement de laser, mieux ce temps peut encore être amélioré jusqu’à gagner cette fois-ci 
un facteur 200 par rapport à l’ancien montage pour arriver à seulement 14 secondes si on choisit de 
diminuer l’échantillonnage. 

2.1.1 Nouveau laser et nouveau type de piège à ions : Nouveau montage 
En se servant de pièges à ions, au lieu de FT-ICR, le temps d’acquisition d’un spectre de masse est 
grandement réduit. L’acquisition d’un spectre de masse requière différentes étapes, dont l’injection 
des ions, leur activation suivies de la détection. Les durées de ces différentes étapes ne sont pas les 
mêmes entre ces deux technologies de spectromètres de masse. Ce qui résulte du fait qu’un spectre 
de masse obtenu au moyen d’un FT-ICR nécessite des durées de l’ordre de la seconde (pour les 
résolutions les plus hautes), tandis que dans le cas d’un piège à ions, le temps typique est seulement 
de quelques millisecondes. L’un des points critiques dans l’acquisition d’un spectre IRMPD se trouve 
maintenant dans la durée nécessaire à l’activation des ions. En effet, pour obtenir une 
photofragmentation suffisante des ions, 700 ms d’irradiation étaient nécessaires avec un laser de type 
OPO/OPA. Ce temps est dû aux spécificités intrinsèques de l’OPO/OPA notamment à la cadence de 
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10 Hz du laser de pompe. Une des pistes alors envisagées a été de diminuer ce temps d’activation. 
Pour cela, un nouveau laser a été utilisé : le laser Firefly de chez MSquared, il s’agit d’un laser OPO/OPA 
fibré, beaucoup plus compact qu’un laser OPO/OPA classique. Ce laser a une cadence qui peut aller 
jusqu’à 300 kHz, cadence bien supérieure à celle rencontrée dans le cas d’OPO/OPA classiques 
fonctionnant à 10 Hz (Figure 1), avec une durée d’impulsion laser d’environ 10 ns, il est accordable sur 
la gamme 2500-3735 cm-1. La puissance laser en sortie de Firefly est d’environ 150 mW. Sa résolution 
spectrale est inférieure à 10 cm-1. Aucun alignement de la part de l’opérateur à l’intérieur du laser n’est 
requis. Des spectres IRMPD ont pu être acquis au moyen de lasers à haute cadence1. Ces lasers peuvent 
même autoriser une diminution du temps d’irradiation2, de même que les lasers continus3. Certains 
aspects du processus IRMPD ne sont pas encore totalement expliqués, le fait d’augmenter la cadence 
des lasers utilisés pour photofragmenter des ions dans un piège est nouveau, et nous place dans un 
tout nouveau paradigme. En effet, la spectroscopie IRMPD avec une cadence de l’ordre de la dizaine 
de Hz suppose qu’entre chaque impulsion laser (environ 100 ms) les ions ont le temps de refroidir par 
collision avec les atomes de gaz présents dans le piège à ions. Les ions passant le seuil de dissociation 
sont photofragmentés au moyen d’une seule impulsion laser. En revanche, dans le cadre de l’utilisation 
de lasers à haute cadence (6,7 µs dans le cas d’une irradiation à 150 kHz, avec une énergie bien 
moindre), nous ne pouvons affirmer que les ions absorbent suffisamment de photons pour franchir le 
seuil de dissociation en une seule impulsion laser. De même, les ions ne sont pas forcément 
complètement refroidis entre deux impulsions laser à une telle cadence. Ainsi une impulsion laser peut 
potentiellement fournir l’énergie manquante à un ion pré-excité par une ou des impulsion(s) 
précédente(s) pour franchir le seuil de dissociation. Des études approfondies permettront de mieux 
appréhender les processus de spectroscopie IRMPD dans de tels régimes de cadence laser. 

 

Figure 1 : Comparaison des séquences des deux couplages le montage avec le laser à haute cadence a) et le montage original 

(10 Hz de cadence) b). La cadence du laser présent sur le nouveau montage est de très loin supérieure à la cadence du montage 

originale (environ 15 000 fois). La durée d’irradiation est toujours le facteur dictant le temps d’acquisition des spectres. Ce qui 

veut dire qu’avant de changer de technologie de spectromètres de masse pour accélérer l’acquisition des données, des efforts 

pour diminuer cette durée d’irradiation permettront de réduire le temps d’acquisition des spectres. 
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Le montage expérimental (Figure 2) consiste en un spectromètre de masse de type piège à ions équipé 
d’une source d’ionisation par electrospray LTQ-XL de chez ThermoFinnigan. Cette fois-ci, le piège à ion 
est de type linéaire, les ions ne sont pas concentrés en un point, mais sont piégés de manière linéaire. 
Le piège à ions prend la forme d’un quadrupôle, avec une électrode d’entrée et une électrode à 
l’opposé de cette entrée. La fenêtre transparente à l’infrarouge installée sur le LTQ-XL est une fenêtre 
en MgF2 dont la transmission est constante dans la gamme des 3 µm (Figure 6 haut). Le laser Firefly 
opère à 150 kHz, avec une puissance en sortie de laser de 150 mW, chaque tir laser dure moins de 10 
ns et porte une énergie de 1 µJ. C’est 10 000 fois moins que les 10 mJ par tir laser de l’OPO. En revanche 
en raison de la cadence du Firefly, 30 ms d’irradiation (4500 tirs laser) apporte 4,5 mJ d’énergie dans 
le piège à ions. Ce qui est du même ordre de grandeur que les 10 mJ apportés toutes les 100 ms par 
un tir laser de l’OPO à 10 Hz, l’avantage est donc qu’une irradiation de 30 ms avec le laser Firefly 
(300 kHz) photofragmente autant qu’une irradiation de 700 ms avec le montage OPO à 10 Hz, ce qui 
permet d’acquérir des données plus rapidement. 

 
Figure 2 : Nouveau montage développé afin d'accélérer l'acquisition de spectres IRMPD. Le laser accordable est plus compact 

que le laser OPO/OPA pompé par YAG, M1 et M2 sont des miroirs recouvert d’or, MP est un miroir parabolique hors axe 

focalisant le faisceau au cœur du piège à ions. Le MgF2 est transparent dans la gamme des 3 µm. 

2.1.2 Matériel et méthode 
L’échantillon étudié ici est un monosaccharide : la glucosamine. La glucosamine hydrochloride vient de 
chez Sigma. L’échantillon est dissous dans de l’eau pure avant d’être dilué à 50 µM dans un mélange 
eau/MeOH 50:50 v/v contenant 0.1 % d’acide acétique. La glucosamine est le standard de référence 
dans l’équipe. Le signal de la glucosamine protonée en mode positif apparait à m/z = 180, c’est donc 
cet ion qui est isolé et irradié avec le nouveau montage. 

La Figure 3 montre la photofragmentation de la glucosamine avec une cadence de 10 Hz ou une 
cadence de 150 kHz. Le rendement de photofragmentation est calculé en considérant le fragment à 
m/z = 162 qui correspond à la perte de la molécule d’eau à l’extrémité réductrice de la glucosamine. 
Etonnamment, pour atteindre un rendement de photofragmentation d’environ 50 % seulement 30 ms 
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sont nécessaire (Figure 3 haut) avec le nouveau montage (environ 140 mW et 150 kHz) contre 700 ms 
d’irradiation avec le montage OPO/LCQ (10 Hz). Le spectre de photofragmentation acquis au moyen 
de l’OPO (Figure 3 bas) présente également un pic à m/z = 144 plus marqué que ce qui est observé sur 
le spectre obtenu au moyen du laser à haute cadence. 

 

Figure 3 : Spectre de photofragmentation de la glucosamine protonée (m/z = 180) sous irradiation du faisceau infrarouge à 

3345 cm-1 avec le laser haute cadence (noir) pendant 30 ms ou avec l'OPO/OPA (rouge) pendant 700 ms. Les intensités 

relatives sont comparables d’un montage à l’autre. 

Le spectre IRMPD dans la gamme des 3 µm de cette espèce est acquis au moyen du montage 
comprenant le laser Firefly ainsi qu’au moyen du laser OPO (Figure 4 haut et bas respectivement). Dans 
les deux cas, les bandes d’absorption sont observées dans les fréquences des groupements C-H, N-H 
et O-H. Les deux spectres sont similaires : ils montrent tous deux une intense bande d’absorption à 
3640 cm-1 et un autre maximum d’absorption à 3345 cm-1. Les intensités relatives varient quelques peu 
entre ces deux spectres. En considérant l’ensemble des bandes, il ressort que la bande à 3345 cm-1 est 
relativement plus intense au moyen du nouveau montage. Le spectre obtenu au moyen du laser Firefly, 
présente une seule bande dans la gamme des O-H à 3640 cm-1. Ce qui cohérent avec les spécifications 
du laser Firefly qui offre une résolution de 5 cm-1 tout le long du spectre à l’exception de la gamme au-
dessus de 3600 cm-1 qui est ici de 10 cm-1. Une autre différence est que la bande aux alentours de 
3050 cm-1 n’est pas présente dans le spectre IRMPD obtenu avec le nouveau montage. En IRMPD, qui 
est un processus multiphotonique, la photofragmentation est très dépendante de l’énergie fournie au 
système, la moindre variation dans l’intensité des tirs lasers peut engendrer une différence significative 
dans le rendement de photofragmentation. Ici, la faible absorption à 3050 cm-1 disparait 
complètement. 
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Figure 4 : Spectre IRMPD de la glucosamine protonée avec le Firefly (noir) ou l'OPO (rouge), le spectre acquis au moyen de 

l’OPO est mieux résolu que le spectre acquis au moyen du Firefly notamment dans la région des O-H (aux alentours de 

3600 cm-1). Cette résolution découle de la résolution spectrale du laser utilisé. 

2.1.3 Acquisition menée en 14 secondes 
Les spectres contiennent classiquement 1700 points. En diminuant le temps d’irradiation de 700 ms à 
seulement 30 ms, le temps d’acquisition passe à 18 min (Figure 5a). Une des solutions pour gagner 
encore du temps sur l’acquisition d’un spectre IRMPD est de diminuer le nombre de points acquis : le 
fait d’être à température ambiante, implique que les bandes d’absorption sont relativement larges 
(> 5 cm-1), et donc une diminution de l’échantillonnage (augmentation de la vitesse de scan du laser) 
n’a pas d’influence sur la résolution spectroscopique du spectre IRMPD. Ainsi, le nombre de points 
peut être diminué à seulement 300 (Figure 5b). La qualité du spectre acquis en seulement une minute 
(Figure 5b) est très bonne, elle ne diffère que peu de ce qui est obtenu en 18 minutes (Figure 5 a). La 
vitesse de scan est passée de 0,9 cm-1/seconde à 20 cm-1/seconde. Il est encore possible d’augmenter 
la vitesse de balayage du laser, et de descendre à seulement 30 secondes (Figure 5c), 20 secondes 
(Figure 5d) ou 14 secondes (Figure 5e) pour obtenir un spectre IRMPD. Avec seulement 14 secondes 
d’acquisition, le spectre ne comporte que 75 points, il est toujours reconnaissable avec sa signature à 
2950 cm-1 dans la gamme des C-H, les deux principales bandes à 3260 et 3345 cm-1 dans la région des 
NH ainsi que les trois motifs présents dans la gamme des O-H : 3425, 3550 et 3640 cm-1 (Figure 5e). On 
note, que seuls sur les spectres de la Figure 5a, b et c une ligne représentant une moyenne glissante 
est intégrée, sur les deux derniers spectres, les points sont directement reliés sans plus de traitement 
de données. 
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Figure 5 : Spectres IRMPD de la glucosamine avec différents temps d'acquisition 18 min a), une minute b), 30 secondes c), 20 

secondes d) et 14 secondes e), ces spectres ont été obtenus au moyen du laser à haute cadence. Dans un premier temps entre 

18 minutes et 30 secondes, l’échantillonnage ne semble pas avoir tellement diminué, les spectres présentent un aspect 

similaire. C’est lorsque l’on diminue encore le temps d’acquisition que la différence commence sérieusement à se voir avec des 

spectres bien moins échantillonnés. 

Nous avons pu montrer que le temps d’acquisition d’un spectre IRMPD peut descendre à seulement 
14 secondes. Selon l’application souhaitée, l’échantillonnage du spectre n’est pas le critère le plus 
important. En effet, un spectre acquis en 14 secondes n’est pas suffisamment échantillonné pour 
pouvoir être comparé avec précision à des calculs théoriques, mais il demeure néanmoins intéressant 
dans l’application analytique avec une empreinte reconnaissable. Parfois, une gamme du spectre n’est 
pas forcément intéressante, il n’est alors pas nécessaire de l’acquérir, cette approche peut aussi faire 
gagner du temps, car moins de points sont acquis. Ainsi la spectroscopie IRMPD peut arriver à des 
temps d’acquisition de quelques secondes, ces temps sont compatibles avec un couplage en ligne de 
la chromatographie liquide en amont de la spectroscopie. 

2.1.4 Limites 
Les espèces sodées, lithiées ou déprotonées sont fréquemment caractérisées par une énergie de 
dissociation plus élevée que les espèces protonées. La puissance délivrée par le laser à haute cadence 
ne suffit pas à photofragmenter ces espèces. C’est l’un des inconvénients de ce montage qui se limite 
à l’étude d’espèces protonées et ammoniées. C’est pour cette raison qu’un nouveau montage présenté 
ci-après a été développé. 
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2.2 AJOUT DU LASER CO2 

Dans cette partie, l’ajout d’un deuxième laser au montage développé est décrit afin de franchir le 
seuil de dissociation de l’ion d’intérêt. Le montage est décrit dans l’article ‘’CO2 laser enhanced rapid 
IRMPD spectroscopy for glycan analysis‘’ par Baptiste Moge, Oznur Yeni, Alicia Infantino et Isabelle 
Compagnon publié dans International Journal of Mass Spectrometry en 2023. 

L’idée pour franchir le seuil de fragmentation plus élevé est d’apporter plus d’énergie au système au 
moyen d’un laser CO2. Ce laser va permettre de préchauffer le système afin de porter l’énergie interne 
du système juste sous le seuil de dissociation de l’ion. L’absorption d’un photon provenant du laser 
accordable apportera l’énergie nécessaire pour franchir le seuil de dissociation pour permettre de 
fragmenter le composé. Le laser CO2 utilisé émet à 10,6 µm, ce qui est une toute autre région du 
spectre IR que la gamme des 3 µm étudiée dans notre équipe. Cette stratégie a largement été 
employée pour augmenter le taux de photofragmentation dans des montages entre un FT-ICR et un 
OPO lors des débuts de la spectroscopie IRMPD. 

2.2.1 Fonctionnement du laser CO2 
Le laser CO2 est un laser à gaz contenant un mélange entre du CO2 (10-20 %), de l’azote (10-20 %) et 
de l’hélium. Ce type de laser fonctionne par décharges électriques dans ce mélange de gaz. Un tel laser 
permet d’obtenir des puissances de sortie élevées. Sa puissance peut être facilement modulée. De tels 
lasers irradient de manière continue autours de 10,6 µm. 

2.2.2 Nouvelle fenêtre 
Du fait de l’utilisation d’un second laser émettant dans un autre domaine de nombres d’onde, la 
fenêtre en fluorure de magnésium n’est pas adaptée. Le MgF2 est parfaitement transparent dans la 
gamme des 3 µm, la transmission est constante dans cette gamme. En revanche sa transmission 
diminue lorsque la longueur d’onde augmente, jusqu’à être nulle au-delà de 9 µm (Figure 6a). Les 
fenêtres en germanium traitées avec un traitement antireflet sont plus adaptées à de tels montages. 
Dans la gamme des 3 µm, la transmission n’est pas aussi optimale qu’avec le MgF2, la transmission 
varie de quelques % en restant supérieure à 95 % (Figure 6b). On s’attend à ce que la faible perte dans 
la gamme des 3 µm soit compensée par la puissance apportée par le laser CO2. Cette fenêtre est donc 
choisie pour effectuer ces mesures. 

 
Figure 6 : Transmission en fonction de la longueur d'onde d’une fenêtre en MgF2 a) ou en germanium b). La fenêtre en MgF2 

présente une très bonne transmission dans la gamme des 3 µm, mais cette transmission chute entre 6 et 9 µm pour être nulle 

à 10 µm. La fenêtre en germanium est, elle moins performante dans la gamme des 3 µm mais la transmission est suffisamment 

haute dans la gamme des 10 µm. 

Les miroirs utilisés pour apporter les faisceaux IR ne souffrent pas de ce problème, en effet ils 
présentent une réflexion similaire dans les deux gammes de longueurs d’onde. 
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2.2.3 Montage expérimental 
Le montage est présenté en Figure 7, le faisceau du laser CO2 est réfléchi sur M’1 et M’2 avant d’être 
rendu colinéaire avec le faisceau du laser accordable M’3. Ensuite, les deux lasers sont réfléchis sur M1 
et M2 avant de passer à travers un obturateur mécanique. Cet obturateur assure la synchronisation 
entre l’étape d’activation des ions et l’irradiation réelle des ions. Les faisceaux arrivent finalement sur 
le miroir parabolique hors axe qui les fait entrer dans le piège à ions en les focalisant au même endroit 
dans le piège à ions. Le laser CO2 irradie en continu à 10,6 µm, tandis que le laser Firefly est accordable 
dans la gamme 2700-3700 cm-1 et irradie avec une cadence de 150 kHz en faisant varier le nombre 
d’onde.  

 

 

Figure 7 : Le montage représenté sur cette figure représente le couplage entre les 2 lasers et le spectromètre de masse 

développé au cours de cette thèse. Les faisceaux lasers sont rendus colinéaires par l’utilisation d’un miroir demi lune. La fenêtre 

installée au niveau du spectromètre de masse est cette fois ci une fenêtre en germanium. 

D’autres couplages entre un laser accordable et un laser CO2 continu ont déjà été proposés. Dans ces 
montages, deux obturateurs sont disposés de manière à avoir deux irradiations consécutives4–8. Une 
première irradiation des ions avec le laser accordable (OPO ou FEL) pour apporter de l’énergie aux ions 
au cas où ceux-ci absorbent à ce nombre d’onde, suivie d’une irradiation du laser CO2 pour franchir le 
seuil de dissociation et donc déclencher la photofragmentation des ions préexcités. Les irradiations 
peuvent aussi avoir lieu simultanément9. Dans notre cas, le fait de se faire succéder les deux 
irradiations n’aidait en rien la photofragmentation. Aucun changement significatif n’est observé entre 
le fait d’irradier uniquement avec le laser Firefly ou d’ajouter une deuxième étape d’irradiation avec le 
laser CO2. Si le laser Firefly seul photofragmente, le rendement de photofragmentation n’est pas 
augmenté par l’ajout d’une étape d’irradiation avec le laser CO2. Si le laser Firefly ne photofragmente 
pas les ions seul, l’ajout d’une deuxième étape d’irradiation ne permet pas d’obtenir de la 
photofragmentation. Vraisemblablement les composés préchauffés par le laser CO2 se thermalisent 
beaucoup plus rapidement par collision avec le gaz dans le piège à ions que dans une configuration 
FT-ICR entre les deux irradiations, ce qui annule le gain d’énergie apporté par la préchauffe du système. 
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En effet, les articles décrivant des irradiations successives4–8 se servaient de FT-ICR dans lesquels le 
vide est bien plus poussé que dans le cas de pièges à ions dont la référence9 et nous nous servons. 

2.2.4 Effet de l’irradiation avec deux lasers 
La puissance en sortie de laser CO2 peut être choisie manuellement. Cette puissance est sélectionnée 
de manière à apporter le plus d’énergie interne possible aux ions sans qu’ils ne franchissent le seuil de 
dissociation. En pratique, l’énergie est choisie en vérifiant le spectre de masse en direct, dès qu’un 
fragment apparait, la puissance est alors légèrement diminuée. L’irradiation de la glucosamine 
protonée par le laser CO2 n’engendre pas de photofragmentation, aucun fragment n’apparait sur le 
spectre de la Figure 8a. Lors de l’irradiation de la glucosamine protonée à 3622 cm-1 (mode de vibration 
d’un hydroxyl), le fragment à m/z = 162 (perte de l’hydroxyl en position anomérique) apparait (Figure 
8b). Enfin, la glucosamine est irradiée avec les deux lasers de manière simultanée (Figure 8c), la perte 
de l’extrémité anomérique (fragment à m/z = 162) est plus intense que lors de l’irradiation avec 
uniquement le laser Firefly. Le pourcentage de photofragmentation passe de 19 % pour une irradiation 
au laser Firefly seul à 38 % pour une irradiation avec les deux lasers ce qui représente le double. 

 
Figure 8 : Spectre de masse de la glucosamine protonée (m/z = 180) avec irradiation (30 ms) par le laser CO2 seul a), le laser 

Firefly à 3622 cm-1 seul b) ou de la combinaison de ces deux lasers c). La puissance du laser CO2 est choisie de manière à ce 

que le rendement de photofragmentation soit nul sous irradiation avec ce laser. Le pourcentage de photofragmentation sous 

irradiation avec le laser à haute cadence est de 19 %. Ce pourcentage double (38 %) en cas d’irradiation simultanée des deux 

lasers. 

2.2.5 Application à des espèces lithiées, sodées et déprotonées 
L’ajout dans l’échantillon d’un cation métallique pour favoriser son ionisation est courant lors 
d’analyses en spectrométrie de masse. En plus de favoriser l’ionisation, l’ajout de lithium (Li+) 
augmente le seuil de dissociation des espèces ce qui offre l’accès à des signatures de fragmentation 
différentes que celles retrouvées dans le cas d’espèces protonées. Dans le cas des sucres, les espèces 
lithiées vont se fragmenter en rompant des liaisons intracycles, ce qui offre des informations 
structurales très intéressantes sur la position des groupements fonctionnels ainsi que des liaisons entre 
les sucres10,11. Dans cette partie, nous avons étudié trois hexoses : galactose, glucose et mannose 
(structures sur la gauche de la Figure 9) qui présentent deux épiméries (en C4 entre Gal et Glc et en C2 
pour le Glc et le Man). Les spectres de fragmentation présentent les mêmes fragments à m/z = 169, 
127 et 109 et dans une moindre mesure m/z = 157, 139 et 151 (Figure 9a, c et e), la fragmentation en 
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CID ne permet pas de les distinguer l’un de l’autre. La spectroscopie IRMPD a montré son intérêt dans 
l’analyse de sucres présentant de tels adduits12,13. Ici nous avons étudié chacun de ces hexoses avec 
notre montage expérimental. Les hexoses sont préparés à 50 µM dans une solution d’eau méthanol 
(50:50 v/v) avec 50 µM de chlorure de lithium. Les hexoses lithiés (m/z = 187) sont isolés puis irradiés 
par les deux lasers simultanément. Les spectres IRMPD sont présentés en Figure 9b, d et f. Dans les 
trois cas, les spectres présentent une absorption maximale dans la région des O-H. Le reste du spectre 
est peu fourni. L’absorption maximale est centrée autour de 3630 cm-1 dans les trois cas : 3626 cm-1 

pour le glucose, 3638 cm-1 pour le galactose et 3632 cm-1 pour le mannose. Le glucose présente une 
faible bande d’absorption (3564 cm-1) peu résolue de la bande d’absorption maximale (3626 cm-1) 
tandis que le galactose présente une faible bande d’absorption relativement étendue dans la gamme 
des C-H (maximum à 2965 cm-1). Le mannose lui ne présente ni l’une ni l’autre de ces bandes 
secondaires caractéristiques. Ce sont ces caractéristiques (présence ou non d’un épaulement sur le pic 
principal et présence ou non de la faible bande d’absorption dans la gamme des C-H qui permet de 
discriminer ces espèces.  

 

 
Figure 9 : Spectres de fragmentation par CID de trois hexoses lithiés ([M+Li]+ m/z = 187 : glucose a), galactose c) et mannose 

f) et spectres IRMPD de ces mêmes espèces : glucose b), galactose d) et mannose f). Les structures correspondantes sont 

présentées sur la gauche de la figure. Les spectres de fragmentation par CID de ces isomères sont similaires, les hexoses ne 

peuvent pas être discriminés par ce moyen. En revanche, des bandes d’absorption ou des épaulements apparaissent sur les 

spectres IRMPD de ces hexoses ce qui permet de les discriminer. 

Comme nous venons de le voir, l’ajout d’un cation métallique est intéressant notamment dans le cas 
où les composés ne se protonent pas facilement et pour discriminer des isomères par spectroscopie 
IRMPD. 

Il arrive cependant que l’adduit ne soit pas maitrisé, en particulier dans le cas d’échantillons 
biologiques. C’est le cas par exemple avec le sodium qui est très souvent rencontré en spectrométrie 
de masse. Dans notre exemple, le 3’SL (3’sialyllactose) est étudié. Il s’agit d’un trisaccharide contenant 
un acide N-acétylneuraminique, un glucose et un galactose. L’acide N-acétylneuraminique possède un 
groupement carboxyle. Ce groupement peut se protoner pour donner un groupement carboxyl mais il 
peut également contenir un sodium. Ainsi sur un spectre de masse, nous observons trois signaux pour 
ce composé m/z = 634 le groupement carboxyl est protoné et la charge est portée par un proton, dans 
le cas du signal à m/z = 656 un proton et un sodium sont lié au composé, finalement, le signal du 3’SL 
à m/z = 678 porte un sodium sur son carboxylate et est chargé au moyen d’un autre sodium. La 
spectrométrie de masse indique que dans le cas de l’espèce à m/z = 656, le groupement carboxyle est 
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protoné et un sodium apporte sa charge à l’espèce. En effet sur le spectre de fragmentation (non 
montré), nous observons un fragment à m/z = 365 ce qui correspond à deux hexoses avec un adduit 
sodium, le sodium n’est donc pas sur le carboxyl, nous verrons que la spectroscopie IRMPD confirme 
cette affirmation. 

 
Figure 10 : Spectres IRMPD du 3'SL sur les espèces à m/z = 656 (le 3’SL porte à la fois un proton et un ion sodium, la présence 

d’une bande à 3550 cm-1 montre que le proton est situé sur l’acide carboxylique ce qui implique que le porteur de charge est 

un sodium) a) et m/z = 678 (le 3’SL porte deux ions sodium) b), la structure (non chargée portant un proton sur son 

groupement carboxyle) du composé est présenté sur la gauche. 

Le spectre IRMPD de l’espèce à m/z = 656 (Figure 10 a) présente un maximum d’absorption à 
3550 cm-1, dans la gamme des OH, une autre bande est observée à 3626 cm-1 deux bandes sont 
présentes dans la gamme des CH : entre 2820 et 2970 cm-1 ainsi que deux autres bandes vers 3444 et 
3493 cm-1. La bande à 3550 cm-1 est caractéristique du proton porté sur un acide carboxylique, ce qui 
confirme le fait que ce groupement est occupé par un proton. Ces résultats sont cohérents avec les 
mesures effectuées par Depraz Depland et al.14 : dans leur analyse du 3’SL, les auteurs relevaient des 
bandes situées dans la bande des C-H entre 2820 et 3000 cm-1, une large bande présentant l’absorption 
maximale centrée autour de 3439 cm-1 une bande à 3550 cm-1 ainsi que deux autres bandes à 3598 et 
3645 cm-1. Dans notre cas, la différence de résolution peut expliquer que les deux bandes à 3598 et 
3645 cm-1 soient confondues en une seule. Les processus multiphotoniques sont très sensibles aux 
différences de puissance, ainsi une variation même légère de puissance peut engendrer une différence 
significative sur l’intensité d’absorption d’une bande, c’est ce qui a dû se passer quand on observe 
l’inversion de maxima entre la mesure au moyen du couplage (Figure 10 a) et celle obtenue à l’OPO14 

L’espèce à m/z = 678 comporte deux adduits sodium : un sodium qui agit en contre ion sur le carboxyle 
et un sodium porteur de charge. Ici on n’observe pas de bande à 3550 cm-1, le proton est remplacé par 
un sodium. Le maximum d’absorption est présent à 3430 cm-1 sur une large bande présentant un 
épaulement à 3495 cm-1. Deux pics sont présents dans la gamme des C-H : 2910 et 2949 cm-1. Pour 
finir une large bande entre 3549 et 3653 cm-1 est aussi présente sur ce spectre. 

Les sucres acides perdent facilement un proton et sont donc facilement observables en mode négatif. 
Dans ce dernier exemple, les spectres IRMPD de l’acide glucuronique déprotoné (glucuronate) et celui 
de l’acide iduronique déprotoné (iduronate) ont été acquis au moyen du nouveau montage. Ces 
spectres sont comparés avec les spectres obtenus au moyen du montage original avec l’OPO (Figure 
11). 
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Figure 11 : Spectres IRMPD (espèces [M-H]-) du glucuronate a) et de l'iduronate b). Les spectres ont été acquis au moyen du 

montage avec l'OPO (noir) et avec le couplage laser CO2 et laser haute cadence (rouge). Les structures de ces deux composés 

sont visibles sur la gauche de la figure. Dans les deux cas, l’identification des composés à partir de leur spectre IRMPD est non 

ambiguë. 

L’acquisition de ces spectres n’est pas possible au moyen du seul laser accordable, aucune 
photofragmentation n’est mesurée. L’ajout du laser CO2 a permis l’acquisition des spectres IRMPD de 
ces deux hexuronates. Le glucuronate (Figure 11 a) présente deux bandes d’absorption dans la région 
des C-H 2808 et 2884 cm-1.  De plus une large bande d’absorption est présente à 3333 cm-1 ainsi qu’un 
épaulement à 3510 cm-1. Ce spectre présente un bon accord avec le spectre acquis au moyen de l’OPO, 
les deux courbes rouge et noir se recouvre bien. Concernant l’iduronate Figure 11 b) le spectre IRMPD 
acquis au moyen de l’OPO et celui acquis avec le nouveau montage présente bien la même empreinte 
dans la région des C-H. On observe une bande à 2798 cm-1 ainsi qu’un doublet à 2887 et 2920 cm-1. 
Toutefois, une large bande est observée avec un maximum à 3300 cm-1 contre 3265 cm-1 au moyen de 
l’OPO. De plus la bande observée à 3580 cm-1 avec l’OPO se détache à peine du bruit de fond lors de 
l’acquisition au moyen du Firefly et du laser CO2. Ces différences seraient très intéressantes à 
approfondir pour une meilleure connaissance des processus ayant lieu lors d’analyses IRMPD. Mais 
dans une démarche analytique, le fait d’obtenir des signatures répétables et diagnostiques est 
suffisant. 

3 RECONNAISSANCE DE SPECTRES 

L’acquisition de spectres IRMPD s’est grandement accélérée. Les premiers spectres nécessitaient 
environ 1 h d’acquisition. Actuellement, les récents développements ont fait tomber cette durée à 
seulement quelques dizaines de secondes15. Les quantités de données obtenues nécessitent d’être 
interprétées dans le but d’obtenir une identification pour les composés analysés. La première 
approche, la plus simple est de les inspecter visuellement. Cette méthode nécessite du temps, un 
personnel qualifié, et les analyses sont dépendantes de l’expérimentateur. Plus récemment, 
différentes méthodes ont été développées pour interpréter de telles données. Les critères importants 
sont la fiabilité, les composés doivent être correctement identifiés ; la robustesse : même en 
changeant d’appareil l’identification doit demeurer la même ; et la rapidité : l’identification doit être 
la plus rapide possible. Dans cette partie nous verrons trois approches différentes que nous pouvons 
effectuer afin d’identifier un composé inconnu. Il s’agit du calcul du score de ressemblance entre un 
spectre de référence présent dans une base de données et le spectre de l’espèce inconnue, d’une 
analyse en composantes principales (ACP) et enfin de l’utilisation de l’intelligence artificielle basée sur 
un réseau de neurones. 
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Il est important de noter que les spectres que nous traçons et qui sont présentés dans ce manuscrit 
comportent une courbe qui représente un lissage des points afin de faciliter la lecture du spectre. En 
revanche, à aucun moment, les identifications de spectres par les méthodes présentées ci-dessous ne 
font intervenir de lissage. Seuls les points bruts sont interprétés dans ces identifications. 

3.1 APPROCHE PAR LES SCORES 

3.1.1 Calcul de la ressemblance 
Une façon relativement simple d’identifier un composé à partir d’un spectre est de constituer une base 
de données. Cette base de données permettra le calcul d’un score de ressemblance entre le spectre 
inconnu et les spectres présents dans la base de données. Pour mener à bien un tel calcul, il est 
nécessaire de normaliser les données (la puissance laser peut varier d’un jour à l’autre et donc le 
rendement de photofragmentation peut être affecté). Les données sont aussi interpolées afin de faire 
correspondre les nombres d’onde entre spectre de référence et spectre inconnu. Le calcul des scores 
se fait selon l’équation n°1 décrite dans l’article16.  

 

!"#$% = 999 × )1 − ,
∑ (/!"#

$%&'
# − /!"#

%())²
2

3 (1) 

Ce calcul de score se base sur la différence de rendement de photofragmentation entre une référence 
(présente dans la base de données) /!"#

$%& et une espèce inconnue /!"#
%() à un nombre d’onde donné  4̅6 

avec n est le nombre de points comparés. 

Dans ce calcul, chaque rendement de photofragmentation de l’échantillon inconnu est comparé avec 
le rendement de photofragmentation de la référence. Plus le score est élevé, plus les spectres se 
ressemblent. Un regard d’expert pour confirmer l’identification proposée par le programme est 
toujours indispensable. Cette approche a le mérite d’être automatisée, mais elle demeure biaisée, en 
effet un seul spectre est choisi arbitrairement et est utilisé pour l’identification de spectres inconnus 
futurs. 

Le programme de calcul des scores est également équipé d’un filtre. Ainsi le calcul des scores ne se fait 
que sur les standards de même m/z ce qui diminue grandement le nombre de résultats (simplification 
de l’affichage) et surtout diminue le temps de calcul, il ne se fait que sur quelques entrées de la base 
de données et non sur son intégralité. 
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Figure 12 : Identification d'un composé inconnu (m/z = 180) à partir de son spectre IRMPD spectre de l’échantillon inconnu 

bleu) spectres IRMPD des références noir). Le nom des références de même m/z et le score correspondant sont indiqués en 

haut à gauche des spectres. 

Le spectre IRMPD de l’échantillon inconnu a été acquis au moyen du montage « rapide », les références 
ont, elles été acquises au moyen du montage original. Le spectre IRMPD du composé inconnu présente 
un large pic aux alentours de 3622 cm-1 avec un épaulement à 3656 cm-1. Une faible bande 
d’absorption est présente à 3545 cm-1 ainsi qu’une à 3425 cm-1. Un massif se détache entre 3200 cm-1 
et 3400 cm-1 avec un minimum d’absorption à 3280 cm-1 et deux maxima l’un à 3344 cm-1 et l’autre à 
3260 cm-1. Un dernier pic se détache dans la zone des C-H avec une faible absorption autour de 
2920 cm-1. Les spectres de référence ont été obtenus au moyen du montage LCQ-OPO/OPA développé 
dans l’équipe. Les pics des spectres IRMPD de référence sont plus fins que le spectre du composé 
inconnu. Le programme indique que le composé inconnu correspond à de la glucosamine avec un score 
de 902, contre 882 et 850 pour les deux autres propositions. L’écart de score entre la première 
proposition (glucosamine) et la deuxième (mannosamine) n’est pas très important. Il peut être 
intéressant de regarder plus en détail les spectres pour confirmer cette identification. Ainsi, la 
glucosamine est le seul spectre à présenter une bande d’absorption à 3425 cm-1 bande retrouvée sur 
le spectre du composé inconnu. De plus, le pic d’absorption à 3260 cm-1 est décalé à 3280 cm-1 dans le 
cas du mannosamine. Finalement, le spectre de la galactosamine présente un maximum d’absorption 
aux alentours de 3490 cm-1, bande qui est absente du spectre du composé inconnu. 

3.1.2 Calcul de l’erreur 
Plus récemment, dans l’équipe une autre manière d’identifier un composé inconnu a été envisagé, il 
s’agit d’un calcul d’erreur (voir équation n°2). Ce calcul a été mis en œuvre pour identifier un hexose 
après fragmentation d’un disaccharide17,18. 

%$$%7$ = 	
100
3
;(/!"#

$%& − /!"#
%())² (2) 

Dans cette équation, /!"#
$%&  représente la valeur du rendement de photofragmentation au nombre 

d’onde 4̅6 du spectre de référence (celui entré dans la base de données) et /!"#
%() représente celle du 

rendement de photofragmentation au même nombre d’onde du spectre du composé inconnu. Ici, le 
calcul ne tient pas compte du nombre de points acquis (n dans l’équation n°1), lors de la comparaison 
entre deux calculs d’erreur, il est alors important de s’assurer que le nombre de points acquis soit le 
même (nombres d’onde pour lesquels un rendement de photofragmentation a été mesuré). 
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Ces identifications par des mesures de ressemblance ou d’erreur sont très intéressantes et sont 
utilisées en routine au sein de l’équipe car elles sont simples à mettre en place, elles souffrent toutefois 
d’un biais, le spectre utilisé en tant que référence est unique, il a été choisi car il représentait le mieux 
l’espèce analysée. Ce choix est le choix de l’expérimentateur, il n’est pas forcément le plus 
représentatif du composé, notamment dans la mesure où le spectre de celui-ci peut être influencé par 
des paramètres qui varient au jour le jour. C’est pourquoi d’autres techniques d’identification de 
spectres sont testées, ces techniques se servent de plusieurs spectres de référence pour procéder à 
l’identification du composé inconnu. 

3.2 APPROCHE PAR ACP 

3.2.1 La méthode 
L’ACP (analyse en composantes principales) est une méthode d’analyse multivariée utilisée pour 
résumer l’information présente dans un grand nombre de variables19. L’ACP est une méthode non 
supervisée, les données ne sont pas étiquetées. Cette méthode est couramment utilisée en 
chimiométrie par exemple en conjonction avec la spectroscopie IR en phase gazeuse pour 
l’identification de métabolites20 mais aussi de sucres3,21,22. 

Dans le cas de spectres IRMPD, n individus (échantillons) sont décrits par p variables (rendement de 
photofragmentation en fonction du nombre d’onde). La matrice décrivant ces individus est donc 
composée de n lignes et p colonnes. Dans le cas où p est petit, il est possible de représenter un nuage 
de points. Par exemple si p = 2, les individus seront représentés sur deux axes : un plan, dans le cas ou 
p = 3 les individus seront représentés dans un repère en trois dimensions. La représentation se 
complique dans le cas où p dépasse 3, il est alors impossible de visualiser une telle représentation. 
Dans notre cas, les spectres IRMPD, p est de l’ordre de plusieurs centaines de variables (environ un 
millier de nombres d’onde). Les individus devraient être représentés sur environ 1000 axes. 

L’analyse en composantes principales vise alors à compresser l’information obtenue dans l’ensemble 
des variables p dans un sous espace de dimensions k. La représentation doit être la meilleure possible 
tout en perdant le moins d’information possible. Ainsi k représentent les nouvelles variables 
caractérisant les individus aussi appelées « composantes principales ». Il est intéressant de centrer 
réduire les variables (en particulier si les unités ne sont pas les mêmes entre variables, cela permet de 
ne pas donner plus de poids à une variable en particulier), pour cela, on soustrait la valeur moyenne à 
chacune des variables et on divise par l’écart type. L’inertie totale est égale à la somme des variances 
des variables étudiées. Afin de représenter au mieux les données sur un petit nombre de composantes 
principales, l’inertie doit être la plus grande possible sur les premiers axes. L’ACP construit donc de 
nouvelles variables en s’appuyant sur la matrice de variance-covariance.  

3.2.2 Application sur les hexosamines 
Dans cet exemple, les mêmes trois hexosamines : GlcN, GalN et ManN (Glucosamine, Galactosamine 
et Mannosamine respectivement) sont considérées. Cette fois-ci, leur spectre IRMPD est obtenu au 
moyen du nouveau montage obtenu avec le laser à haute cadence. Le spectre de chacune de ces 
espèces est acquis trois fois, afin d’augmenter le nombre d’individus. 

Les hexosamines sont préparées à 50 µM dans un mélange eau/MeOH 50:50 v/v avec 0.1 % d’acide 
acétique pour favoriser la protonation des espèces. Les spectres sont acquis en environ 10 minutes. 
Les spectres des trois hexosamines sont acquis trois fois afin de procéder à l’ACP ensuite, le spectre 
d’une hexosamine inconnue est ensuite intégré au jeu de données afin d’identifier l’inconnu. Les 
spectres obtenus sont présentés ci-dessous (Figure 13). Visuellement ces spectres sont bien différents 
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selon les espèces considérées. Brièvement, les trois spectres présentent des pics d’absorption dans les 
trois régions caractéristiques de la gamme des 3 µm (C-H, N-H et O-H). Ces trois spectres ont un 
maximum d’absorption dans la région des 3600 cm-1, un massif autour de 3300 cm-1 et une signature 
non discriminante en dessous de 3000 cm-1 dans la région caractéristique des C-H. Les différences 
entre ces espèces sont, la GalN (Figure 13b) présente une large bande d’absorption à 3488 cm-1 
(attribuée à l’hydroxyle n°423) absente sur les spectres des deux autres hexosamines. La GlcN (Figure 
13a) elle présente une légère bande d’absorption à 3430 cm-1 (attribuée à l’hydroxyle n°323) qui est 
elle aussi absente des deux autres spectres. Il est intéressant de voir sur ces spectres que les différentes 
acquisitions ne se superposent pas parfaitement. En effet, il est facile de voir sur le spectre de la GlcN 
des différences d’absorption (au niveau des régions autours de 3300 cm-1 et 3600 cm-1), de même que 
sur celui de la ManN, la puissance du laser peut avoir changée, ou le laser être mieux aligné dans le 
piège à ions dans un cas que dans l’autre. Dans le cas de la GalN, un spectre présente une ligne de base 
qui ne revient pas à zéro, nous remédions à cela en appliquant une correction de la ligne de base. Tous 
ces paramètres doivent être considérés si on veut identifier un composé à partir de la comparaison 
avec un spectre présent dans une base de données. Si maintenant, un seul spectre est entré dans une 
base de données pour servir de référence, dans le but d’identifier un composé inconnu il peut y avoir 
un biais car on ne tient pas compte de la variabilité de ces paramètres. 

 
Figure 13 : Spectres IRMPD de trois hexosamines protonées (m/z = 180) GlcN a), GalN b) et ManN c) obtenus à des jours 

différents, différents facteurs peuvent jouer sur le reproductibilité. Visuellement, les spectres IRMPD de ces trois hexosamines 

sont différenciables, notamment dans la gamme comprise entre 3400 et 3600 cm-1. 

3.2.3 L’analyse en ACP 
Tout d’abord, Les spectres sont interpolés de manières à observer un point pour chaque 1 cm-1 ainsi, 
ils sont tous décrits pas les mêmes variables. Les intensités sont normalisées et standardisées avant de 
procéder à l’analyse. Ainsi en cas de changement dans les conditions lasers avec un rendement de 
photofragmentation plus ou moins important, un individu n’aura pas plus de poids qu’un autre lors de 
l’analyse en ACP. Comme observé sur la Figure 14, les deux premières composantes expliquent 
presque 68 % de la variance contenue dans les données. Ici on ne considère ces deux composantes. 
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Figure 14 : Contribution des composantes principales pour expliquer la variance dans le jeu de données. Les deux premières 

composantes expliquent près de 68 % de la variance contenues dans les données. 

 
Figure 15 : Représentation des scores selon les composantes principales 1 et 2. Les trois hexosamines différentes sont bien 

séparées selon cette représentation. Les mannosamines sont les monosaccharides les mieux regroupés, les glucosamines sont 

plus espacées et les galactosamines sont les espèces les plus dispersées dans le plan PC1/PC2. 

La Figure 15 représente le tracé des scores selon les axes 1 et 2 (près de 68 % de la variance contenue 
dans les données). Dans ce plan, les trois composés (GalN en jaune, GlcN en bleu et ManN en vert 
acquis en triplicats) forment des groupes bien distincts. On note que les individus sont plus ou moins 
dispersés en fonction de la classe de composés. Afin de pouvoir comparer la projection d’un individu 
inconnu avec les groupes formés par les différentes classes d’hexosamine, il est nécessaire de trouver 
un point de comparaison, pour cela, nous utiliserons le barycentre de chacune des classes de ces 
composés. Le barycentre des différents groupes est calculé selon la formule suivante :  

=*+$,-%'.$%	 =	
∑=# 	
2

, ?*+$,-%'.$%	 =	
∑?# 	
2

	 (3) 

Dans le cas où on considère le plan Oxy (dans notre cas le plan formé par les deux premières 
composantes). Ces barycentres sont projetés sur la Figure 16. 
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Figure 16 : Carte des individus présentant les barycentrres des différents groupes le symbole « x » représente le barycentre 

des galactosamines, « + » représente celui des glucosamines tandis que le triangle plein représente celui des mannosamines. 

Les barycentres sont représentés par des symboles géométriques. 

Le composé inconnu subit la même transformation que les données des individus lors de l’analyse en 
ACP afin de pouvoir le projeter sur le même graphique (Figure 17). Le composé inconnu semble être 
plus proche spatialement des glucosamines. 

 
Figure 17 : Carte des individus présentant les différents groupes, les différents barycentres et la projection d'un échantillon 

inconnu. « x » représente le barycentre des galactosamines, Le symbole « + » représente celui des glucosamines tandis que le 

triangle plein représente celui des mannosamines. Le composé inconnu est représenté par une étoile rose. 

Pour se faire une idée de la similarité entre le composé inconnu et chacun des composés de référence, 
la distance euclidienne entre la projection du composé inconnu et le barycentre des différentes classes 
d’hexosamines est calculée de la manière suivante : 
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0 (4) 

Avec xi et yi les coordonnées du point i et xbarycentre et ybarycentre les coordonnées du barycentre (toujours 
dans le plan Oxy). 

Dans le cas présenté, l’identification n’est pas très ambiguë, les composés sont bien regroupés par 
famille, et le composé inconnu est plus près du groupe glucosamine que des autres. Les distances 
euclidiennes sont représentées en Figure 18. La distance euclidienne entre le composé inconnu et le 
barycentre de GlcN est la plus faible des distances euclidiennes (10,16 contre 40,52 et 19,77 pour 
respectivement les distances entre le composé inconnu et le barycentre de GlcN, entre le composé 
inconnu et le barycentre de GalN et entre le composé inconnu et le barycentre de ManN).  

 
Figure 18 : Distance euclidienne du composé inconnu par rapport au barycentre des différentes hexosamines. La distance est 

minime dans le cas de la glucosamine. 

3.2.4 Confirmation de l’identification 
Afin de confirmer cette identification, les spectres IRMPD des différentes espèces sont tracés et 
inspectés par l’expérimentateur un exemple est présenté en Figure 19. Visuellement, le composé ne 
correspond pas à de la galactosamine les différences principales sont le léger décalage entre le pic à 
3622 cm-1 de l’échantillon inconnu le pic de la galactosamine à 3630 cm-1, mais surtout la présence du 
pic d’absorption à 3485 cm-1 pour l’échantillon inconnu. La galactosamine ne semble pas absorber à 
3430 cm-1 contrairement à l’échantillon inconnu. Le spectre de l’échantillon inconnu recouvre presque 
parfaitement le spectre de la glucosamine, seule une légère différence d’intensité sur la bande à 
3344 cm-1 est présente. Le spectre de la mannosamine présente un pic dans la région des OH décalé 
par rapport au pic à 3622 cm-1 du composé inconnu, mais surtout, la mannosamine n’absorbe pas à 
3430 cm-1. Au premier coup d’œil, il est possible de confirmer l’identification par l’ACP à savoir que le 
composé est de la glucosamine. 
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Figure 19 : tracé du spectre IRMPD du composé inconnu : m/z = 180 (ligne noire) et des spectres des différentes hexosamines 

m/z = 180 (fond coloré) galactosamine a), glucosamine b) et mannosamine c). 

Pour aller un peu plus loin, le score de similarité est calculé (Equation 1). La Figure 20 représente les 
scores de similarité retrouvés en comparant le composé inconnu avec les trois hexosamines de 
référence. Il ressort qu’en moyenne, le composé inconnu ressemble plus à la glucosamine. Comme vu 
lors de l’examen manuel des spectres, visuellement et par le calcul, le spectre de la mannosamine 
ressemble plus au spectre du composé inconnu que le spectre de la galactosamine. 

Comme nous avons pu le voir dans cet exemple, il est intéressant de disposer de plusieurs spectres de 
référence afin de s’assurer qu’un spectre aberrant n’est pas présent lors de l’identification d’un 
composé inconnu. 

 
Figure 20 : Score de similarité entre le composé inconnu et les trois hexosamines investiguées. 

En observant les différences entre les spectres, l’expérimentateur confirme que le spectre inconnu 
correspond à de la glucosamine, identification confirmée par le score de similarité. 

Ici de premières identifications ont été menées au moyen de l’ACP, il serait intéressant d’aller plus loin, 
en introduisant plus de spectres pour une même classe de sucres afin d’effectuer l’identification. Il 
serait également intéressant de vérifier comment les identifications se font lorsque le spectre du 
composé inconnu est acquis au moyen d’un autre montage expérimental que le montage avec lequel 
les standards ont été acquis. 

Dans le cas de spectres d’hexosamines, l’analyse en composantes principales identifie le bon composé. 
Une prochaine étape serait également de tenter l’identification de nouvelles espèces pour confirmer 
l’utilité d’une telle méthode pour l’identification des espèces inconnues d’intérêt.                                          
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Une autre approche actuelle utilisée dans l’identification de composés est l’intelligence artificielle. 
Nous avons exploré cette approche en collaboration avec des partenaires. 

3.3 APPROCHE PAR APPRENTISSAGE MACHINE 
Dans cette partie, nous détaillerons l’interprétation de spectres IRMPD au moyen d’une approche par 
l’apprentissage machine dans le but de faciliter l’identification de monosaccharides. Un article 
« GlAIcomics: a deep neural network classifier for Spectroscopy-Augmented Mass Spectrometric 
glycans data » par Thomas Barillot, Baptiste Schindler, Baptiste Moge, Elisa Fadda, Franck Lépine et 
Isabelle Compagnon publié dans le journal Beilstein Journal of Organic Chemistry en 2023. 

L’utilisation de l’IA (intelligence artificielle) a été imaginée pour interpréter des données de 
spectroscopie vibrationnelle dès le début des années 9024. L’utilisation de ces méthodes dans le cas de 
spectres de masse remonte elle au milieu des années 200025. La classification de tissus cancéreux peut 
être effectuée en se servant de l’intelligence artificielle sur des données de spectroscopie 
vibrationnelle26. Depuis des efforts sont faits pour simuler des structures moléculaires ou des spectres 
vibrationnels avec de telles approches27,28. A ce jour, une seule étude montre l’utilisation de 
l’intelligence artificielle dans le cadre de l’analyse de sucres par spectroscopie vibrationnelle en phase 
gazeuse29, par un modèle d’IA appelé Random Forest. 

3.3.1 Production des données 
Les données ont été obtenues au moyen du couplage OPO/A-LCQ12. Trois jeux de données différents 
ont été acquis. Le premier jeu de données contient les trois épimères d’hexosamines précédemment 
étudiés (GlcN, GalN et ManN) ainsi que le GlcNAc. En tout ce jeu de données contient trente-trois 
spectres de ces composés. La Figure 21 présente un exemple de spectres IRMPD de chacun des 
composés contenus dans le jeu de données. Ce premier jeu de données sert pour l’entrainement et la 
validation du modèle. 

 

Figure 21 : Spectres IRMPD de différentes espèces protonées (m/z = 180) GlcN a), GalN b), ManN c) et GlcNAc d). Ces spectres 

sont dans le premier jeu de données acquis au moyen du montage laser OPO/OPA-LCQ. Ce jeu de données est utilisé afin 

d’entrainer et de valider le modèle. 
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Le second jeu de données apporte de l’hétérogénéité. L’appareil utilisé pour acquérir les données est 
celui couplant le Firefly au LTQ-XL15 et différentes conditions expérimentales sont utilisées. Le taux de 
répétition du laser est plus élevé et les bandes sont plus larges. Ce jeu de données est dit « exogène » 
car il n’a pas été obtenu sur le même appareil que le « jeu d’entrainement ». 

Enfin le troisième jeu de données a été acquis avec le montage OPO/OPA-LCQ. Il contient lui des 
spectres de GlcN, GalN, ManN et GlcNAc ainsi que sept autres composés : des disaccharides, un 
monosaccharide sulfaté et du paracétamol. Ces composés sont vus comme d’éventuelles pollutions 
dans l’analyse de polysaccharides. Ce jeu de données est vu comme endogène étant donné qu’il a été 
acquis avec le même appareillage que le « jeu d’entrainement ». 

Pour améliorer l’entrainement de l’algorithme, ces trois jeux de données expérimentaux ont été 
enrichis en produisant des variants de spectres synthétiques (in silico). Lors de l’analyse d’un jour à 
l’autre, des paramètres peuvent changer, ce sont ces paramètres que nous avons modifiés pour 
enrichir les jeux de données. 

- Le rapport signal sur bruit peut changer, pour mimer ce défaut, un bruit gaussien blanc a été 
ajouté. 

- L’intensité du laser peut aussi fluctuer d’un jour à l’autre, voire même le long de la gamme des 
nombres d’onde. Cela a pour effet de changer l’amplitude des bandes d’absorption. Une 
variation linéaire du signal le long du spectre est ajoutée (contenue dans +/- 10 %). 

- Le fait d’augmenter la vitesse d’acquisition du spectre change l’échantillonnage. Visuellement 
la résolution semble moins bonne. Pour simuler la différence d’échantillonnage, des points 
sont retirés régulièrement le long des spectres avant de refaire une interpolation entre les 
points restants pour retrouver le nombre de points initiaux. Le facteur de diminution de 
l’échantillonnage est choisi aléatoirement entre 1 et 5. 

- Enfin de petites variations peuvent avoir lieu dans la calibration en longueur d’onde du laser. 
Les changements de calibration ont pour effet de décaler les pics d’absorption sur le spectre 
IRMPD. Cela a été simulé en décalant linéairement les nombres d’onde de +/-10 cm-1. 

 

Finalement, les spectres synthétiques sont normalisés et interpolés pour obtenir 1200 points sur la 
gamme de nombres d’onde. 

En tout 8000 spectres sont générés aléatoirement pour le jeu de données n°1 (2000 par monomère). 
Des lots sont produits en piochant de manière aléatoire les différents spectres afin de ne pas se 
retrouver avec des lots composés d’une seule molécule. 70 % des spectres sont utilisés pour effectuer 
l’entrainement du modèle et 30 % pour valider le modèle. Les jeux de données 2 et 3 sont également 
enrichis. La composition des différents jeux de données est donnée dans le Tableau 1. 

Tableau 1 : Tableau présentant les caractéristiques des différents jeux de données utilisés dans cette étude. 

Jeu de données 1 2 3 
Objectif du jeu 
de données 

Entrainement : 70 % 
Validation : 30 % 

Test de classification Test de discrimination 

Catégories 4 1 10 
Acquisition Standard Plus faible échantillonnage Standard 
Spectres IRMPD 
expérimentaux 

33 4 12 

Jeu de données 
augmenté 

8000 8000 1300 
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3.3.2 Architecture du modèle 
Le modèle choisi est un réseau de neurones entièrement connecté à propagation avant basé sur une 
architecture de type perceptron multicouche30 avec une approche probabilistique (réseau bayésien de 
neurones profonds). Ce modèle permet de quantifier son incertitude intrinsèque. Il s’agit d’un réseau 
de neurones composé de trois couches cachées avec respectivement 300, 225, 100 neurones ainsi 
qu’une fonction d’activation de type redresseur linéaire (ReLu pour Rectified Linear Unit) pour chaque 
couche. C’est cette fonction qui déterminera si un neurone est activé. 

Deux couches de « dropout » sont intercalées, l’une entre la 1ère et la 2nde et l’autre entre la 2nde et la 
3ème couche cachée. Le dropout est utilisé lors de la phase d’entrainement du modèle, pendant cette 
phase, des neurones sont inactivés aléatoirement. Cette inactivation proposée dans les années 201031 
permet de contrecarrer les problèmes de surapprentissage. Dans notre modèle, la valeur du dropout 
est de 25 %, ce qui revient à dire que 1 neurone sur 4 est inactivé au niveau de la 1ère couche, ainsi que 
sur la 2nde couche. Autrement, le modèle perdrait ses capacités de prédiction sur de nouveaux 
échantillons, il serait trop spécifique aux échantillons d’apprentissage. Le dropout n’est pas actif lors 
de la phase de test, phase pendant laquelle, tous les neurones sont pris en compte. L’objectif de 
l’entrainement est la construction du modèle afin d’identifier un composé au moyen de son spectre 
IRMPD. 

Pour prendre en compte la nature probabilistique des réseaux de neurones profonds, nous avons 
utilisé une technique d’inférence variationnelle. Le poids de chaque nœud n’est pas une valeur exacte 
mais est remplacé par une distribution centrée en μ avec un écart type σ optimisés par la méthode 
Bayes-by-Backprop32. Cette méthode permet de quantifier l’incertitude de la prédiction des modèles. 
Pour cela, un même spectre est identifié plusieurs fois avec le modèle, à chaque identification les poids 
associés à chaque nœud ne seront pas strictement identiques il est alors possible de déduire une 
incertitude associée à l’identification du composé inconnu. 

3.3.3 Exactitude de la classification du modèle 
Le modèle GlAIcomics présente une exactitude de prédiction de 100 % sur le lot de validation (30 % 
des spectres et de 99.98 % sur le jeu de données n°2 (jeu de données exogène, qui permet le test sur 
la classification dans le Tableau 1). Les 8000 spectres synthétiques du jeu de données n°2 sont triés en 
fonction de leur niveau de bruit, modulation de l’amplitude (fluctuation de la puissance laser), 
variation de l’énergie et baisse de l’échantillonnage. L’exactitude moyenne du modèle est tracée en 
fonction de ces 4 paramètres et présentée Figure 22. 

 
Figure 22 : Exactitude du modèle avec différentes conditions expérimentales simulés par les jeux de données enrichis. 

L’exactitude est toujours supérieure à 0.997. 

Les données en Figure 22 montrent l’exactitude de la prédiction du modèle en fonction des différents 
paramètres affectant l’acquisition des spectres IRMPD. Sans surprise, l’exactitude diminue quand le 
bruit augmente (Figure 22a).  Dans le cas de la modification de l’amplitude des pics, l’exactitude ne 
varie pas de manière monotone, elle présente des minima aux alentours de -7 %, 1 % et 8 % de 
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variation d’amplitude, toutes les autres valeurs donnent une exactitude de 100 % (Figure 22b). Le 
changement de l’énergie le long de la gamme de nombre d’onde a un effet sur l’exactitude des 
prédictions quand cette variation est négative, l’exactitude a tendance à être moins bonne que dans 
le cas d’une variation d’énergie positive le long de la gamme des nombres d’onde (Figure 22c). Enfin 
la diminution de la fréquence d’échantillonnage diminue légèrement l’exactitude, elle demeure 
supérieure à 0.999 dans tous les cas (Figure 22d). Les spectres synthétiques sont obtenus avec 
différentes combinaisons de paramètres. C’est peut-être ces combinaisons qui sont responsables des 
variations non monotones de l’exactitude (par exemple l’exactitude est meilleure avec un bruit 
supérieur à 4 % que dans le cas où le bruit est compris entre 3 et 4 %. 

Ce modèle est donc bien capable de prédire la structure d’un monosaccharide à partir de son spectre 
IRMPD, le tout en se servant d’une résolution variable, en ajoutant du bruit ou une variation de 
l’énergie qui entraine une fluctuation du signal. Dans le cadre de la glycomique, il n’est pas possible 
d’être exhaustif, il arrivera forcément un moment où le modèle sera utilisé sur une molécule pour 
laquelle il n’a pas été entrainé. Pour savoir comment le modèle réagira dans un tel cas, le modèle a été 
évalué de manière plus approfondie. 

3.3.4 Incertitude et précision du modèle 
D’un point de vue analytique, il est important de déterminer la proportion de faux positifs et celle de 
faux négatifs. On s’attend à n’observer que peu de faux négatifs, leur analyse manuelle est 
envisageable afin d’annoter correctement le spectre et le réinjecter dans le modèle pour l’améliorer. 
En revanche dans le cas de faux positifs, il est nécessaire d’évaluer le pouvoir de discrimination du 
modèle. C’est dans ce but que nous nous servons du troisième jeu de données. Pour rappel, il consiste 
en 1300 spectres simulés à partir des spectres IRMPD obtenus expérimentalement de 12 molécules 
acquis au moyen du montage historique. Le modèle n’a jamais rencontré ces données que ce soit pour 
s’entrainer, ou au moment de la phase de validation du modèle. Ce jeu de données contient les 
spectres de GlcN, GalN et ManN ainsi que sept autres molécules qui peuvent être vues comme des 
impuretés. 

La variabilité de la probabilité de prédiction est effectuée en interrogeant le modèle de nombreuses 
fois sur le même spectre. Si au cours des interrogations, le modèle prédit la même, alors l’échantillon 
appartient vraisemblablement à cette catégorie et l’incertitude est basse. En revanche, si au cours des 
interrogations le modèle ne prédit pas toujours la même catégorie, alors l’incertitude est haute et 
l’échantillon n’appartient vraisemblablement pas à cette catégorie. Le modèle est interrogé 200 fois 
pour chaque échantillon. La moyenne des probabilités de prédiction ainsi que sa variabilité 
représentée par l’interpercentile (5-95 %) sont représentées dans la Figure 23. 
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Figure 23 : Prédiction par le modèle  sur le troisième jeu de données (contient 5 hexosamines et 7 autres molécules). La carte 

de gauche présente la moyenne des probabilités de prédiction pour chaque catégorie, celle de droite présente l'interpercentile 

de 5 à 95 % des probabilités de prédiction de chaque catégorie. Toutes les hexosamines sont correctement prédites avec une 

moyenne de 1 et une gamme interpercentile très proche de 0, ce qui donne une bonne confiance dans la prédiction. 

La première carte montre la probabilité de prédiction des différentes espèces inconnues. Les 
molécules pour lesquelles le modèle a été entrainé (mannosamine, glucosamine et galactosamine) 
sont attribuées aux bonnes catégories avec une probabilité de 1. De plus l’incertitude de prédiction 
est nulle. Le modèle reconnait donc correctement ces espèces. 

Dans le cas des molécules pour lesquelles le modèle n’a pas été entrainé, l’interrogation du modèle ne 
présente pas de probabilité de prédiction haute, le modèle ne reconnait donc pas de faux positifs. Une 
seule espèce fait exception : la CS-C qui est prédite comme étant du GlcNAc avec une probabilité de 
0,95 ce qui est une valeur proche de 1. Nous pouvons donc nous poser la question est-ce que cette 
identification est bonne ? Dans ce cas, les multiples interrogations du modèle montrent que la 
variabilité des prédictions est significative : 0,35 ce qui est bien plus élevé que pour les assignations 
correctes. Dans cet exemple, si on choisit une variabilité maximale de 0,35, aucune mauvaise 
identification ne sera effectuée. Le cas de la CS-C est ici la limite du modèle, c’est la seule prédiction 
qui peut poser question, cette interrogation est éliminée avec l’examen de l’incertitude. En calibrant 
correctement le modèle, on s’assure qu’aucune erreur ne soit faite. 

3.3.5 Conclusion et ouverture 
Un modèle de réseau de neurones profonds bayesien a été évalué pour l’analyse automatique et 
l’identification de spectres IRMPD de monosaccharides. Trois jeux de données ont été utilisés comme 
suit : un jeu de données divisé en deux utilisé à des fins d’entrainement et de validation. Un second 
jeu de données issu d’un autre appareil permet de déterminer l’exactitude du modèle. Enfin un 
troisième jeu de données provenant du même appareil que le premier jeu de données mais contenant 
des spectres d’autres molécules évalue l’incertitude du modèle. 
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Le modèle décrit dans cet article permet d’identifier des composés présents dans la base de données 
de manière robuste et exacte. L’identification se fait sur un jeu de données obtenu avec un autre 
appareillage. Le modèle peut identifier des spectres bruités, présentant une moins bonne résolution 
ou bien encore sur des spectres distordus. Après avoir identifié des composés connus, la spécificité du 
modèle est évaluée à l’aide d’un troisième jeu de données contenant des molécules connues par le 
modèle ainsi que d’autres inconnues. Nous concluons qu’un réseau de neurones relativement simple 
est une solution intéressante dans l’analyse et l’identification de spectres IRMPD de sucres. Ce modèle 
peut être facilement intégré à un workflow analytique entre l’acquisition des données et l’algorithme 
de séquençage. Les spectres non identifiés peuvent être interprétés manuellement afin de nourrir le 
modèle en tant que nouvelles données pour l’entrainement du modèle.  

L’addition du rapport m/z à ce modèle pourrait être très judicieuse, ainsi un premier filtre éliminerait 
toutes les molécules d’autres tailles.  On pourrait faire de même avec d’autres données telles que les 
temps de rétention en chromatographie liquide, les temps d’arrivée en mobilité ionique ou toute autre 
donnée pertinente issue de l’analyse des échantillons. 

4 CONCLUSION 
Les analyses menées dans le but d’identifier et de caractériser des sucres ne nécessitent pas forcément 
d’avoir la meilleure résolution spectrale possible. Dans ce cas les mesures peuvent être grandement 
accélérées et rendues compatibles avec les contraintes des laboratoires d’analyses (d’un point de vue 
de la vitesse d’acquisition des données). Les spectres ainsi obtenus ne permettront pas de répondre à 
des questions de physico-chimie sur les composés analysés notamment à cause du manque 
d’échantillonnage du spectre. Toutefois, ils sont tout à fait convenables pour faire la différence entre 
deux isomères. Afin de pallier le manque de puissance en sortie du nouveau laser, un montage à deux 
lasers a été mis au point dans l’équipe. Ces améliorations simplifient et accélèrent l’acquisition des 
données. La vitesse d’acquisition des données de spectroscopie IRMPD est maintenant de l’ordre de 
quelques secondes, ce qui est compatible avec le couplage entre chromatographie liquide et 
spectroscopie IRMPD. Ce couplage est l’un des prochains développements envisagés dans le cadre de 
ce projet de thèse. 

D’un point de vue de l’interprétation des données, l’expérimentateur n’est plus obligé d’examiner les 
données manuellement, le système de calcul de scores est dorénavant utilisé en routine dans l’équipe. 
L’ACP et l’IA sont des approches encore exploratoires mais prometteuses. Il faut encore explorer 
d’autres classes de sucres afin de bien évaluer ces méthodes. De plus, l’incorporation d’autres données 
telles que le rapport m/z, le temps de rétention (lorsqu’il sera possible de coupler la chromatographie 
liquide à la spectroscopie IRMPD) est de premier intérêt pour avoir des sources d’identification 
orthogonales et donc maximiser la confiance dans l’identification du produit inconnu. 
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1 INTRODUCTION 
Au cours des parties précédentes, la spectroscopie IRMPD a montré son potentiel en matière de 
discrimination d’isomères dans le domaine de la glycomique. Toutefois, une limite à cette 
discrimination demeure. En effet, la manipulation des ions en phase gazeuse se fait au moyen de la 
spectrométrie de masse. Il est donc par définition impossible d’analyser individuellement deux 
composés isomériques s’ils sont présents simultanément dans le spectromètre de masse. Le spectre 
IRMPD résultant de cette analyse sera le spectre pondéré de ces deux espèces. 

C’est pour passer outre cette barrière que l’utilisation de méthodes séparatives en amont de la 
spectroscopie IRMPD est intéressante. Les méthodes séparatives sont couramment utilisées pour 
analyser des échantillons complexes. Cela donne également la possibilité d’étudier des isomères 
séparément et donc d’obtenir le spectre propre de chacune de ces espèces. Il existe une grande variété 
de méthodes séparatives dans le domaine de la chimie analytique. Certaines méthodes séparatives 
ont été testées dans l’équipe en amont de la spectroscopie IRMPD. C’est le cas de la mobilité ionique1, 
de l’électrophorèse capillaire2 et de la chromatographie liquide3–5. 

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés au couplage en ligne de la chromatographie liquide au 
montage expérimental sans étape intermédiaire. Nous verrons également comment le développement 
a pu être mené à bien, quelles ont été les contraintes et quels sont les avantages de l’ajout de la 
chromatographie liquide au montage existant. 

Dans le cas des sucres (composés très polaires) deux types de chromatographie sont intéressants : la 
chromatographie HILIC (hydrophilic interaction chromatography) et la chromatographie PGC (porous 
graphitic carbon). Ces deux types de colonnes ont montré leur intérêt dans la séparation de composés 
polaires6,7, notamment les sucres8,9. Nous verrons des applications sur les sucres dont la caractérisation 
des produits de digestion d’un pentasaccharide synthétique : le Fondaparinux après collecte de 
fractions, ou en ligne en sortie de colonne chromatographique. Ensuite, nous verrons comment la 
régiochimie d’une liaison responsable de l’isomérie entre deux composés a pu être analysée au moyen 
de ce couplage. Enfin un mélange de deux composés a été modifié chimiquement afin de procéder à 
l’analyse en LC-MS-IR (spectroscopie IR en phase gazeuse en ligne avec la chromatographie liquide). 

Pour finir, nous verrons deux développements récents. Certains modes chromatographiques 
requièrent une modification chimique des sucres. Dans notre étude, nous avons réduits des hexoses 
et les avons analysés par spectroscopie IRMPD. Il ressort que la spectroscopie IRMPD est capable de 
discriminer les produits de ces modifications. Enfin, l’analyse de petits oligosaccharides issus de 
l’hydrolyse chimique de polysaccharides a été menée au moyen de ce montage dans lequel, une bande 
d’absorption d’un composé d’intérêt est identifiée et utilisée pour irradier les ions arrivant dans le 
spectromètre de masse. Ce screening a permis de détecter ce composé bien particulier dans des di- et 
des trisaccharides. 

2 LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE 

2.1 L’APPAREIL 
L’appareil de chromatographie utilisé est l’Ultimate 3000 commercialisé par ThermoFisher Scientific. 
Cet appareil contient un compartiment pompe (Figure 1b) qui permet de délivrer le débit de phase 
mobile (solvants présents Figure 1a) au travers de la colonne, la phase mobile entraine les composés 
au cours de leur migration. Les pompes sont programmées par l’utilisateur avant l’analyse et assurent 
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le débit et la composition de phase mobile voulus (jusqu’à un mélange de trois solvants pour cet 
appareil) afin d’avoir la composition optimale pour séparer des composés. Ces concentrations peuvent 
varier au cours du temps, on parle alors de gradient. Un passeur (système de vannes et de boucles 
d’injection) permet l’introduction de l’échantillon dans la colonne ainsi que la collecte des fractions 
d’intérêt (la phase mobile est collectée alors en sortie de colonne après séparation 
chromatographique) (Figure 1c). Après injection, les échantillons passent dans le compartiment 
colonne qui consiste en un four thermostaté ce four régule la température sélectionnée (Figure 1d). 
C’est dans ce compartiment que la séparation des composés a lieu. En fonction de leur affinité avec la 
phase stationnaire, les composés sont élués plus ou moins rapidement de la colonne. Après séparation, 
les composés traversent alors un détecteur UV (Figure 1e) avant de rejoindre la source d’ionisation par 
ESI pour détection en spectrométrie de masse et dans notre cas analyse en MS-IR. 

 
Figure 1 : Schéma de la chaine de chromatographie liquide utilisée dans notre équipe, l’appareil est constitué de différents 
modules ayant chacun sa fonction. Les pompes b) entrainent le solvant à travers la boucle d’injection c), jusque dans la colonne 
d), en sortie de colonne les composés passent au niveau du détecteur (à travers la détection UV puis au niveau de la source 
d’ionisation  e) alternativement, la solution peut être collectée au niveau du module du passeur c). 

Le couplage entre la chromatographie liquide et la spectroscopie IRMPD se heurte à des contraintes 
qu’il faut absolument résoudre avant de pouvoir mener à bien des analyses par ce moyen. 

2.2 CONTRAINTES TECHNIQUES POUR LE COUPLAGE ENTRE CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE ET 

SPECTROSCOPIE IRMPD 
Les pics chromatographiques durent quelques dizaines de secondes (Figure 2a). En chromatographie 
liquide, la finesse des pics est obtenue en travaillant avec une vitesse de phase mobile optimale (les 
analyses doivent être menées le plus rapidement possible). Les colonnes chromatographiques sont 
conçues pour obtenir les pics les plus fins possibles. Toutefois, au début de l’activité caractérisation de 
sucres par spectroscopie IRMPD dans l’équipe, l’acquisition d’un spectre nécessitait plus de 45 min 
(Figure 2b). 
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Figure 2 : Chromatogramme a) et spectre IRMPD d'un sucre b), les 20 secondes sont représentées par les deux flèches et le 
rectangle violet. 

Les échelles de temps entre les deux méthodes étaient alors incompatibles, en effet en vingt secondes, 
uniquement 7 cm-1 sont couverts par le laser, des développements sont alors nécessaires. 
Actuellement, des méthodes ont été développées afin d’autoriser le couplage entre la spectroscopie 
IRMPD et une séparation chromatographique. 

2.3 APPROCHES DEJA ENVISAGEES 

2.3.1 Collecte de fractions 
La première approche est la plus simple, après séparation, le composé est récupéré dans un vial. Le 
contenu de ce vial est alors introduit en infusion dans le spectromètre de masse afin d’acquérir son 
spectre IRMPD3,4,10 (voir Figure 3). La concentration de la fraction récupérée dépend de la 
concentration initiale, mais si l’on considère une injection de 10 µL d’une solution à 50 µM avec un 
débit de phase mobile réglé à 300 µL.min-1 et que l’on souhaite recueillir l’ensemble de l’échantillon 
(élué dans un créneau d’une minute), on recueille alors 300 µL d’une solution à 1,7 µM. 

Si un gradient a été programmé, la composition de la solution dépendra du temps de rétention du 
produit et ne sera peut-être pas la plus adaptée pour une ionisation pour l’analyse par spectrométrie 
de masse. Il peut alors être nécessaire d’évaporer la solution pour reprendre le composé dans une 
solution idoine afin de faciliter l’ionisation des composés dans la source d’ionisation du spectromètre 
de masse. Cette étape d’évaporation/reprise dans un volume de solution peut également permettre 
d’augmenter la concentration en composé. Cette étape de concentration prend du temps car il est 
nécessaire d’évaporer la solution. De même, plusieurs séparations peuvent être programmées pour 
récupérer une plus grande quantité de composés, cette option accroit le temps passé entre la collecte 
de fractions et l’infusion directe de ces fractions. 

L’avantage de la collecte de fractions est qu’elle est très simple, et peut se faire de manière 
automatique. La méthode chromatographique se déroule sans modification et on peut s’attendre à 
une séparation optimale des composés. En revanche une des limitations est que le temps écoulé entre 
la récupération de l’échantillon et son passage en spectroscopie peut être suffisant pour empêcher 
l’étude des effets d’anomérie. En effet, initialement en solution, les anomères α et β sont tous deux 
présents. Il est possible de séparer les deux anomères α et β par chromatographie liquide5. Si 
maintenant les deux anomères sont collectés dans des vials différents, alors ces vials contiendront 
uniquement un anomère ou l’autre. Mais au bout d’un certain temps, les deux vials présenteront tous 
deux les mêmes proportions d’anomères α et β car l’équilibre aura de nouveau été atteint11. L’équilibre 
de mutarotation est atteint entre 30 min et quelques heures en fonction de la température et du 
solvant. 
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Figure 3 : Chromatogramme de deux composés a), lors de l’élution de chacun des pics, la phase mobile est collectée, infusion 
du vial contenant le premier composé à avoir été élué b), infusion du vial contenant le deuxième composé à avoir été élué c). 

2.3.2 Stockage dans des boucles d’injection 
Ici, la chaine chromatographique est à la manière d’appareils dédiés à l’analyse en LC 2D équipée de 
plusieurs boucles d’injection (Figure 4). Le débit de phase mobile passe à travers la colonne et rejoint 
la spectrométrie de masse. Le programme de contrôle de la chromatographie liquide suit les consignes 
de l’expérimentateur, ainsi à certains temps de rétention la phase mobile est collectée ou alors elle est 
dirigée vers le spectromètre de masse. La collecte de fractions peut être répétée autant de fois que 
l’appareil contient de boucles d’injection. A la fin de la séparation, le contenu des boucles d’injection 
est successivement injecté dans le spectromètre de masse en infusion directe12. 

Cette configuration a l’avantage d’être automatisée (recueil des fractions et infusions). Toutefois, cette 
méthode requiert l’utilisation d’un appareil spécialement conçu pour recueillir les fractions dans des 
boucles d’injection. Ce type d’appareil est moins répandu que les appareils de chromatographie liquide 
« classiques » qui ne sont pas équipés d’un tel système. Le nombre de composés pouvant être recueillis 
est physiquement limité par le nombre de boucles d’injection présentes dans le système. 

 
Figure 4 : Chromatogramme et spectre IRMPD de deux composés. La phase mobile est directement injectée dans le 
spectromètre de masse a), un composé a été détecté par MS, la phase mobile est alors collectée dans des boucles d’injection 
lors de l’élution de chacun des pics b) et c), enfin le contenu des boucles d’injection est infusé successivement dans le 
spectromètre de masse pour acquisition des spectres IR en phase gazeuse d) et e). 
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Avec ces deux méthodes, les analytes sont prélevés et l’analyse est faite ultérieurement, le temps 
d’acquisition du spectre IRMPD n’est donc pas contraignant car les spectres sont ensuite acquis en 
infusion directe. 

2.3.3 Utilisation du stop flow 
Cette méthode nécessite de modifier le débit de phase mobile en cours de séparation. Lorsqu’un 
composé sort de la colonne le débit de phase mobile diminue afin d’élargir le pic chromatographique 
(Figure 5). Le composé sera ainsi disponible plus longtemps devant le détecteur pour permettre 
d’acquérir son spectre IRMPD. Dans l’article de Schindler et al.5 les auteurs ont réussi à séparer et 
acquérir le spectre IRMPD de deux disaccharides isomères l’un de l’autre présentant uniquement une 
variation de la position de la liaison entre les deux monosaccharides. Ils ont également réussi à séparer 
les deux anomères de la glucosamine et acquérir leur empreinte IR. Dans cette méthode, le spectre 
est acquis en environ 6,7 minutes, ce qui est presque 7 fois plus rapide que les spectres jusqu’alors 
acquis dans l’équipe. Des efforts ont été faits tant d’un point de vue de la LC afin d’élargir les pics que 
d’un point de vue de la spectroscopie IRMPD afin d’accélérer l’acquisition du spectre. 

Toutefois, cette méthode fait perdre de la résolution chromatographique. En effet, la résolution 
chromatographique est directement dépendante de la vitesse de la phase mobile (l’efficacité de la 
colonne change). Ainsi, le fait de modifier le débit de phase mobile va inévitablement jouer sur la 
séparation des composés. C’est une des limites de l’analyse en « stop flow ». Dans notre cas, il est 
possible de séparer convenablement quelques composés, mais dans le cas où l’on souhaiterait séparer 
un grand nombre de composés, cette limite pourrait devenir gênante. 

 
Figure 5 : Chromatogramme de deux composés, lors de l’élution d’un composé, le débit est diminué afin d’élargir le pic 
chromatographique pour avoir suffisament de temps pour acquérir le spectre IRMPD a), variation du débit en fonction du 
temps b). 

Comme nous avons pu le voir, différentes méthodes ont vu le jour afin de coupler chromatographie 
liquide et spectroscopie IR en phase gazeuse, aucune d’entre elle n’est parfaite, à chaque fois un 
compromis est recherché. Selon les applications voulue il faudra choisir la plus adaptée. 

Dans la suite de cette partie, nous verrons l’application de la collecte de fractions sur l’analyse de la 
digestion d’un pentasaccharide. Nous avons également travaillé à la mise en place d’une nouvelle 
manière d’acquérir des spectres IRMPD en sortie de séparation chromatographique sans étapes 
intermédiaires entre la séparation et l’analyse ni la modification des paramètres de chromatographie, 
ce développement sera présenté sur les produits de digestion de ce même pentasaccharide, mais 
également dans un second temps sur des petits oligosaccharides. 
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3 ANALYSE DES PRODUITS DE DIGESTION D’UN PENTASACCHARIDE 

SYNTHETIQUE 
Les glycosaminoglycanes (GAGs) sont des polysaccharides constitués d’une alternance de deux sucres, 
un sucre aminé et un sucre acide. Ces polysaccharides sont lourdement sulfatés (à l’exception de 
l’acide hyaluronique qui ne possède aucun sulfate dans sa structure). L’analyse de la structure des 
GAGs fait l’objet de nombreuses études on peut citer les approches par LC-MS13–16 (chromatographie 
liquide couplée à la spectrométrie de masse). D’autres approches ont aussi été proposées pour étudier 
de telles structures notamment en MS/IR2,17–21. 

Ces études sont motivées notamment par le fait que les GAGs représentent un intérêt thérapeutique. 
En effet, ils sont impliqués dans de nombreux processus biologiques par exemple les chondroïtines 
sulfates jouent un rôle dans le développement neuronal22,23, les héparines sont, elles connues et 
utilisées depuis près de 100 ans pour leurs propriétés anticoagulantes24,25. Les héparines se lient à 
l’antithrombine III ce qui l’active et permet son activité anticoagulante. En fait, il existe des chaines 
d’héparines de tailles différentes qui ont plus ou moins d’affinités pour l’antithrombine ainsi, lors 
d’expériences de fractionnement de l’héparine toutes les fractions ne montrent pas la même activité 
anticoagulante26. Seules quelques fractions d’héparine agissent sur l’antithrombine et ont un effet 
anticoagulant. Tout l’intérêt est alors de trouver la séquence d’intérêt sur une longue chaine 
polysaccharidique afin de s’en servir comme médicament. Après des études intensives, un 
composé actif : le Fondaparinux a pu être synthétisé, purifié et commercialisé (sous le nom d’Arixtra) 
il est couramment utilisé afin de limiter les risques de thromboses notamment en cas d’intervention 
chirurgicale27–29. 

3.1 STRUCTURE DU FONDAPARINUX 
Le Fondaparinux est un pentasaccharide synthétisé chimiquement. Sa structure consiste en une 
alternance de glucosamines et d’acides hexuroniques (Figure 6). Il est hautement sulfaté avec pas 
moins de 8 groupements sulfate, de plus il contient deux groupements carboxyls. Ces sulfates lui 
confèrent la possibilité de se lier à la protéine d’intérêt notamment par des liaisons hydrogènes avec 
les chaînes latérales des acides aminés basique (arginines et lysines)30. Le Fondaparinux présente un 
groupement méthyl au niveau de son extrémité anomérique. Ce groupement n’est pas présent 
naturellement mais facilite la synthèse et la purification du composé28,29. Sous forme de poudre, le 
Fondaparinux est stabilisé par 10 ions sodium qui agissent comme contre ions sur les groupements 
acides (sulfates et carboxylates), sa masse moléculaire est alors de 1728 Da. En solution, les ions 
sodium quittent leur site de liaison avec le Fondaparinux, qui est alors principalement observé en 
spectrométrie de masse sous ses formes [M-4H]4- et [M-3H]3- (m/z = 376 et m/z = 501,7). 

 
Figure 6 : structure selon la SNFG du Fondaparinux. Un groupement méthyl est présent en lieu et place de l’extrémité 
anomérique. 
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3.2 ACQUISITION DES SPECTRES EN INFUSION DIRECTE 
La présence de nombreux sites acides sur la structure du fondaparinux (2 groupements carboxyle des 
acides hexuroniques et 8 groupements sulfate) fait qu’en solution, l’espèce peut être présente sous 
plusieurs degrés de déprotonation. Typiquement, le Fondaparinux est observé en MS à m/z = 376 et 
m/z = 501,7 ce qui correspond respectivement à [M-4H]4- et [M-3H]3-. Ainsi nous avons acquis les 
spectres IRMPD du Fondaparinux sous ces deux formes (Figure 7). 

 
Figure 7 : Spectres IRMPD du Fondaparinux en mode négatif des espèces quatre fois déprotonée [M-4H]4- a) et trois fois 

déprotonée [M-3H]3-b). 

L’espèce quatre fois déprotonée (Figure 7a) présente un pic d’absorption majoritaire à 3270 cm-1, deux 
pics mineurs sont également présents à 3177 et 2946 cm-1 de l’autre côté, une large bande 
d’absorption faible est délimitée entre le pic majoritaire et un pic pas entièrement résolu à 3496 cm-1. 
L’espèce 3 fois déprotonée présente une bande très intense et large (autour de 3387 cm-1), trois autres 
pics intenses sont également présents à 2946, 3253 et 3504 cm-1 d’autres pics mineurs sont aussi 
présents entre 3000 et 3200 cm-1 (Figure 7b). 

3.3 LES DIGESTIONS 
Certaines enzymes peuvent cliver le Fondaparinux, c’est le cas de certaines héparinases dont 
l’héparinase I et l’héparinase IV (cette dernière est aussi appelée héparanase). L’héparinase I clive le 
Fondaparinux au niveau de la liaison glycosidique (α) entre la glucosamine trois fois sulfaté et l’acide 
iduronique sulfaté (Figure 8). L’acide iduronique est alors modifié avec apparition d’une double liaison, 
le trisaccharide lui n’est pas modifié. Après digestion, les deux composés sont séparés par 
chromatographie liquide. Les fractions contenant ces composés sont collectées, afin d’acquérir leur 
spectre IRMPD en infusion directe. 
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Figure 8 : Représentation selon la SNFG du Fondaparinux et des produits de digestion du Fondaparinux par l'héparinase I. Deux 
produits de digestion sont obtenus un trisaccharide côté extrémité « non réductrice » et un disaccharide côté extrémité 
« réductrice », ce disaccharide est modifié lors de la digestion enzymatique, une double liaison est alors formée. 

Le trisaccharide obtenu est observé à m/z = 457 ([M-2H]2-). L’autre produit de digestion est, lui détecté 
à m/z = 504. 

 
Figure 9 : Spectre IRMPD en mode négatif du produit de digestion du Fondaparinux extrémité « réductrice » 

Le spectre IRMPD du produit de digestion du Fondaparinux détecté à m/z = 504 est présenté en Figure 
9. Ce spectre présente deux massifs dans la région des -CH : deux doublets, l’un autour de 2854 cm-1 
(2849 et 2859 cm-1) et l’autre autour de 2876 cm-1 (2872 et 2880 cm-1) un doublet à 2922 cm-1 (2916, 
2928 cm-1) suivi d’un triplet à 2956 cm-1 (2943, 2953 et 2965 cm-1). La vallée entre 3000 et 3122 cm-1 
est encombrée de pics d’intensité modeste (3002, 3040 et 3076 cm-1) avant de rencontrer un pic plus 
intense à 3187 cm-1. Finalement un massif important est présent au-dessus de 3228 cm-1 avec un pic 
plus élevé à 3258 cm-1 suivi d’un creux (3291 cm-1). Un second pic imposant se trouve à 3311 cm-1 avant 
que le rendement de photofragmentation ne diminue progressivement jusqu’à 3534 cm-1 (avec 
quelques ressauts à 3362 et 3502 cm-1). 

Une autre enzyme de la famille des héparinases est aussi capable de digérer le Fondaparinux : 
l’héparinase IV. Les produits obtenus sont là aussi un disaccharide et un trisaccharide, cette fois-ci, le 
disaccharide est présent à l’extrémité « non réductrice » et le trisaccharide est du côté de l’extrémité 
« réductrice » (Figure 10). Lors de cette digestion, la structure de ces deux produits n’est pas modifiée. 
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Figure 10 : Représentation selon la SNFG du Fondaparinux et des produits de digestion du Fondaparinux par l'héparinase IV 
Digestion du Fondaparinux par l'héparinase IV. Deux produits de digestion sont obtenus un trisaccharide côté extrémité 
« réductrice » et un discaccharide côté extrémité « non réductrice ». 

L’héparinase IV hydrolyse le Fondaparinux en deux produits d’une part l’extrémité « non réductrice » 
est un disaccharide contenant une glucosamine deux fois sulfatée et un acide glucuronique (Figure 10) 
avec [M-H]- m/z = 514. L’extrémité « réductrice » est un trisaccharide contenant 2 glucosamines 
sulfatées et l’acide iduronique lui aussi sulfaté avec [M-3H]3- = 335 m/z. Les deux produits ont été 
séparés l’un de l’autre par chromatographie liquide avec collecte de fractions afin de purifier ces 
composés. Les spectres IRMPD de ces espèces sont présentés dans la Figure 11a pour le disaccharide 
et b pour le trisaccharide). 

Le disaccharide issu de la digestion par l’héparinase IV (GlcN sulfatée en 2 et 6 liée à un acide 
glucuronique) est détecté à m/z = 514 (espèce une fois déprotonée). Son spectre IRMPD (Figure 11a) 
présente deux pics principaux 3293 et 2947 cm-1. Le pic à 2947 cm-1 présente un épaulement autour 
de 2909 cm-1. Une bande assez large mais faible en intensité se dessine entre 3121 et le pic à 3293 cm-1. 
Enfin un pic faible en intensité est présent à 3508 cm-1. Le signal du trisaccharide issu de la digestion 
du Fondaparinux est observé à m/z = 335, il s’agit du trisaccharide [M-3H]3- (GlcN sulfatée en 2, 3 et 6 
liée à un acide iduronique sulfaté en 2 lui-même lié à une GlcN sulfatée en 2 et 6 et méthylée en 1). 
Cet ion est isolé afin d’acquérir son spectre IRMPD (Figure 11b). Le spectre ainsi obtenu présente des 
pics à 2943 et 3259 cm-1, un large massif entre 3312 et 3476 cm-1 enfin un pic est également présent à 
3510 cm-1  
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Figure 11 : Spectre IRMPD des produits de digestion du Fondaparinux par l'héparinase IV disaccharide à l’extrémité « non 

réductrice » a) et trisaccharide présent au niveau de « l’extrémité réductrice » b). 

3.4 LA METHODE CHROMATOGRAPHIQUE 
Comme nous l’avons vu dans la partie précédente, des développements instrumentaux ont été réalisés 
dans l’équipe d’un point de vue de la rapidité d’acquisition des données31,32. Les spectres IRMPD sont 
maintenant acquis en seulement quelques secondes. Les échelles de temps entre LC et spectroscopie 
IRMPD sont compatibles. Après avoir acquis les spectres IRMPD des différents produits de digestion 
du Fondaparinux, nous avons voulu voir jusqu’où pouvait aller notre méthode d’IRMPD afin de savoir 
si nous étions capables d’acquérir un spectre IRMPD en ligne après séparation chromatographique. 
Pour cela, nous avons utilisé une méthode chromatographique basée sur de la HILIC. Brièvement, cette 
méthode consiste en un gradient durant 13 minutes (Figure 12) pendant lesquelles, la proportion de 
solvant B passe de 65 % à 45 %, avant passage à 100 % de A puis rééquilibrage de la colonne de 15 à 
20 min. Le débit est de 200 µL.min-1. Les solvants sont A : eau contenant de l’ammonium formate (7,5 
mM) ajusté à pH 4,0 avec de l’acide formique et B : acétonitrile pendant la séparation, la colonne est 
maintenue à 20 °C, la spectrométrie de masse est utilisée en mode négatif. La colonne est une 
ZIC-cHILIC de chez SeQuant dont les dimensions sont L = 150 mm, d = 2,1 mm avec des particules de 
3 µm de diamètre. 

 
Figure 12 : Représentation du gradient utilisé pendant la séparation chromatographique des produits de digestion du 
fondaparinux par les deux héparinases utilisées. La proportion de phase mobile B passe de 65 à 45 % en treize minutes. La 
proportion de B diminue devient nulle en une minute, elle reste nulle pendant une autre minute avant de remonter à la 
proportion initiale pendant quatre minutes. La phase mobile B est composée d’acétonitrile pendant que le reste de la phase 
mobile (A) est une solution d’ammonium formate (7,5 mM) ajustée à pH 4,0. 

Le chromatogramme de la digestion du Fondaparinux est présenté en Figure 13. On distingue 3 pics 
tout d’abord, le produit de digestion par l’héparinase IV sur le Fondaparinux (m/z = 514) est observé à 
4,07 min, ensuite un composé à m/z = 464 est détecté à 7,30 min enfin, le produit de la digestion du 
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Fondaparinux par l’héparinase 1 sort de la colonne à 8,91 min. Il s’agit d’un chromatogramme dans 
lequel le mode single ion monitoring est utilisé, les ions sont suivis pendant un certain temps avant de 
suivre un autre ion, c’est pourquoi on observe des brisures abruptes du signal après les pics 
correspondants aux ions à m/z = 464 et m/z = 504. 

Le but est alors d’isoler chacun des ions lors de leur arrivée dans le spectromètre de masse afin de 
pouvoir l’irradier et d’acquérir son spectre de masse. Le chromatogramme est ici découpé en trois 
segments de 0 à 5,5 min on isole le pic à 514, de 5,5 à 8 min on isole le composé à m/z = 464 et enfin 
le dernier segment de 8 min à la 10 min suit le composé à m/z = 504. 

 
Figure 13 : Chromatogramme des composés issus de la digestion du Fondaparinux par l’héparinase I et l’héparinase IV. Ce 

chromatogramme présente 3 pics séparés. 

3.5 RESULTATS 
Les pics chromatographiques durent de plusieurs dizaines de secondes à une minute, ce qui donne 
suffisamment de temps pour acquérir une portion du spectre IRMPD. Nous avons choisi d’acquérir une 
gamme de nombres d’onde comprise entre 3224 et 3382 cm-1 sur le composé à m/z = 504. De cette 
manière, le scan des nombres d’onde n’est pas trop rapide, et l’échantillonnage demeure assez 
important. En agissant de la sorte, le nombre de points présents sur le spectre IRMPD acquis en 
couplage avec la chromatographie liquide est de 171 pour 158 cm-1 (1,08 point par cm-1) ce qui est 
similaire à l’échantillonnage obtenu en infusion directe (1112 points pour le spectre acquis en infusion 
ce qui représente un peu plus de 1,11 point pour 1 cm-1). A l’instar de Rizzo et al.33 et de  Oomens et 
al.34 qui sont parvenus à acquérir des spectres IR en phase gazeuse en ligne après séparation des 
composés en chromatographie liquide, nous avons acquis les spectre IRMPD de composés présents en 
mélange dans une solution après séparation par LC en ligne. La Figure 14 représente le spectre obtenu 
en infusion directe (courbe verte) et le spectre obtenu lors du couplage entre la méthode séparative 
avec la spectroscopie IRMPD (courbe et points noirs). 

 
Figure 14 : Spectre IRMPD du produit de digestion à m/z = 504 en infusion directe (vert) et portion de spectre IRMPD du 
produit de digestion à m/z = 504 en couplage chromatographie liquide-spectroscopie IRMPD (noir, ligne et pointillés). 

L’acquisition des données se fait manuellement, ce qui explique un léger décalage de quelques cm-1 
entre le spectre obtenu en couplage et le spectre obtenu en infusion directe. Excepté ce décalage, ces 
deux spectres présentent un bon accord. En effet, les principales caractéristiques du spectre IRMPD 
du spectre de référence sont observées avec notamment le premier pic principal observé à 3256 cm-1 
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(observé en infusion directe à 3258 cm-1) suivi du creux à 3289 cm-1 (contre 3292 cm-1 en infusion 
directe) avant le pic à 3301 cm-1 (observé en infusion directe à 3309 cm-1) suivie de la diminution du 
rendement de photofragmentation après ce pic. 

Ici nous avons vu que nous sommes capables de procéder à l’acquisition d’une portion de spectre 
IRMPD après séparation en LC, avec l’application sur des produits de digestion du Fondaparinux au 
sein de notre équipe. Nous passons maintenant sur une autre classe de sucres analysés au moyen d’un 
autre mode de chromatographie liquide. 

4 ANALYSE EN LIGNE DES COMPOSES EN SORTIE DE COLONNE : 

EXEMPLE SUR LES HMOS 
Dans cette partie, les composés analysés ne proviennent pas de la digestion d’un unique 
oligosaccharide, mais il s’agit d’un mélange d’oligosaccharides. Ici la nature de la colonne de 
chromatographie est différente de la chromatographie HILIC. Les conditions de spectroscopie ont 
permis d’acquérir une gamme de 500 cm-1 sur un pic chromatographique durant moins de 20 secondes 
(plus fin que les pics présentés dans la partie 3). Le premier mélange est constitué de deux isomères 
de groupe sanguin différant l’un de l’autre par une liaison. Le deuxième mélange est composé de deux 
HMOs (Human Milk Oligosaccharide) des sucres sont présents dans le lait maternel. Ces sucres 
contribuent au bon développement du nouveau-né35–37. 

Tout d’abord, un mélange de deux tétrasaccharides isomères l’un de l’autre au niveau d’une liaison 
glycosidique est analysé. Ces tétrasaccharides sont constitués de deux galactoses, d’un 
N-acétylglucosamine et d’un fucose. La chromatographie liquide sépare les deux isomères, la 
fragmentation (MS3) de ces deux tétrasaccharides permet d’obtenir le disaccharide contenant la liaison 
responsable de l’isomérie. Enfin, la spectroscopie IRMPD est appliquée sur ce disaccharide. 

Ensuite, deux composés sont choisis le Lacto-N-triaose de type 2 (LNT2) et le 2’Fucosyllactose (2’FL). 
Ces deux composés sont en solution, ils présentent donc un mélange de deux anomères. Cette 
anomérie se traduit par la présence de deux pics dans le mode de chromatographie utilisée. Pour lever 
cette anomérie, une réduction chimique est requise. Ainsi un seul pic sera observé pour chaque 
oligosaccharide, ce qui simplifie l’interprétation des données et augmente le signal. Après séparation 
chromatographique de ce mélange, une analyse en spectroscopie IRMPD est appliquée aux deux ions. 

Enfin, des mesures ont été faites sur les composés réduits : trois hexoses afin de vérifier que les 
spectres IRMPD de ces composés soient bien différents. Un nouveau mode d’irradiation est décrit pour 
détecter un monosaccharide bien particulier dans un di ou trisaccharide. 

4.1 LA METHODE CHROMATOGRAPHIQUE 
La méthode utilisée ici repose sur une colonne dont la phase stationnaire est du carbone graphite : 
PGC, une technique de choix pour séparer des composés polaires38 dont les sucres9,39. 

Les colonnes de PGC sont basées sur une phase stationnaire en carbone, contrairement aux colonnes 
plus « conventionnelles » qui contiennent elles de la silice. Ce type de colonne a l’avantage de 
présenter une très bonne stabilité chimique, elles peuvent donc être utilisées avec de plus grandes 
gammes de pH et à plus haute température40 comparées à des colonnes reposant sur des particules 
de silice. Les mesures effectuées avec des colonnes de PGC ne nécessitent pas de marquer le sucre, 
aucune modification du composé pour améliorer la rétention des sucres ou leur ionisation après la 
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séparation n’est nécessaire comme ça pourrait être le cas lors de l’utilisation des colonnes de type 
RPLC (Reverse Phase Liquid Chromatography)41 ou HILIC. 

La colonne utilisée est une colonne Hypercarb de chez Thermo Fisher Scientific dont les dimensions 
sont les suivantes : L = 10 cm, diamètre interne 1 mm avec des particules de 3 µm de diamètre.  Le 
débit est fixé à 200 µL.min-1 le four est maintenu à 30 °C. Le gradient se fait entre deux solvants, A : 
eau et B : acétonitrile, dans chacun des deux solvants 0.1 % d’acide formique est ajouté. Au début de 
la séparation, la phase mobile est constituée de 100 % de A, le gradient monte à 12 % de B en 10 min, 
puis 40 % de B en 21 min avant de rejoindre 100 % de B entre 26 min et 31 min. Le rééquilibrage se 
fait alors à 0 % de B (Figure 15). Le gradient choisi n’est pas critique dans notre cas, nous ne cherchons 
à séparer que quelques espèces présentes dans un mélange. La détection par spectrométrie de masse 
se fait en mode positif en ne cherchant que les rapports m/z des ions d’intérêt. 

 
Figure 15 : Gradient utilisé pour la séparation à l'aide de la colonne PGC. La solution B est constituée de 0,1 % d’acide formique 
dans de l’acétonitrile (volume/volume), tandis que la solution A est constituée de 0,1 % d’acide formique dans de l’eau 
(volume/volume). La proportion de B passe de 0 à 12 % en 10 minutes, avant d’augmenter à 40 % en 11 minutes. Le lavage 
de la colonne dure 5 minutes avant de revenir aux conditions initiales pendant neuf minutes. 

4.2 PREMIERS RESULTATS DU COUPLAGE LC-MS/MS-IR 

4.2.1 Intérêt de fragmenter le composé d’intérêt 
Comme nous le voyons depuis le début de ce manuscrit, de nombreuses isoméries sont présentes dans 
la structure des sucres. C’est notamment le cas pour les antigènes de groupe sanguins de type 1 et 2. 
Ces deux isomères contiennent un fucose, deux galactoses et un N-Acétylglucosamine et ne varient 
que de la régiochimie d’une liaison : la liaison entre le GlcNAc et le Gal comme c’est visible (en rouge) 
dans la Figure 16. 
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Figure 16 : Structure des antigènes de groupe sanguin H de type 1 a) et  2 b) sous forme tétrasaccharide. Ces deux isomères 
ne diffèrent que de la régiochimie de la liaison glycosidique entre le galactose et le N-Acétylglucosamine (représentée en 
rouge). Deux étapes de CID éliminent le galactose à l’extrémité réductrice, puis le fucose (fragment b3/y3 est symbolisé par 
les flèches bleues et oranges). 

4.2.2 Mesures des spectres IRMPD de référence 
Les spectres IRMPD des références sur les disaccharides Galβ1-3GlcNAc et Galβ1-4GlcNAc sont acquis 
après élimination de l’hydroxyle anomérique (fragmentation du disaccharide protoné) pour obtenir 
l’espèce [M - 18 +H]+, les spectres IRMPD de ces deux espèces sont présentés en Figure 17. Les deux 
signatures infrarouges sont similaires, avec trois maxima d’absorption dans la gamme des C-H (2921, 
2956 et 2991 cm-1 pour l’espèce Galβ1-3GlcNAc et 2913, 2953 et 2991 cm-1 pour l’espèce 
Galβ1-4GlcNAc). Une vallée est ensuite visible entre ce massif et les prochaines bandes d’absorption 
au-dessus de 3350 cm-1. Le pic est large dans le cas de l’espèce Galβ1-3GlcNAc (bande de 3332 à 
3519 cm-1) tandis que deux pics pas entièrement résolus se distinguent pour l’espèce Galβ1-4GlcNAc 
(3379 et 3452 cm-1) enfin deux derniers pics non résolus sont visibles dans les deux cas (3582 et 
3634 cm-1 pour Galβ1-3GlcNAc et 3590 et 3632 cm-1 pour Galβ1-4GlcNAc. Il n’est donc pas pertinent 
d’acquérir l’intégralité de la gamme couverte par le laser, là encore, nous ne nous intéresserons qu’à 
la gamme comprise entre 3200 et 3700 cm-1. 

 
Figure 17 : Spectre de référence des deux disaccharides Galβ1-3GlcNAc a) et Galβ1-4GlcNAc b). Les deux spectres sont 
similaires, avec un massif dans la région des C-H (inférieure à 3000 cm-1) et une signature qui diffère légèrement dans la 
gamme des O-H (supérieure à 3400 cm-1). 
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4.2.3 Séparation chromatographique des deux isomères 
Afin d’étudier ces deux espèces en ligne, elles sont préparées dans une même solution à 50 µM. La 
séparation chromatographique se fait selon les mêmes conditions que celles présentées en Figure 15. 
Après séparation, chacun des composés est fragmenté au moyen de deux étapes de CID successives. 
La première fragmentation élimine le galactose situé à l’extrémité réductrice (fragment b3), ce 
fragment est ensuite de nouveau fragmenté pour éliminer cette fois-ci le fucose. Après ces deux étapes 
de fragmentation seul le cœur du tétrasaccharide qui contient l’isomérie (fragment y3/b3) est étudié 
(espèce à m/z = 366 voir Figure 16). Les deux étapes de fragmentation successives allongent la durée 
d’acquisition des données. Toutefois, nous avons eu l’idée de compenser cette longue durée 
d’acquisition en augmentant artificiellement le temps de signal de chacune des espèces. Étant donné 
que les deux étapes de fragmentation éliminent l’extrémité anomérique des tétrasaccharides il n’y a 
pas besoin de réduire les composés. Le chromatogramme obtenu est présenté en Figure 18, chacune 
des deux espèces est présente sous deux pics, les deux anomères sont observés, ces deux pics ne sont 
pas complètement résolus, le fait d’observer deux pics permet d’observer du signal d’ions plus 
longtemps (Figure 18). 

 
Figure 18 : Représentation du chromatogramme obtenu après séparation du mélange des deux isomères de 

tétrasaccharides BGHI (bleu) et BGHII (violet) dans les conditions présentées précédemment. 

4.2.4 Mesure en ligne du spectre IRMPD du premier pic chromatographique 
Le spectre IRMPD du fragment y3/b3 issu de la fragmentation par CID de BGHI est présenté en  Figure 
19. La courbe noire (spectre IRMPD moyenné sur 3 points consécutifs) présente 2 bandes d’absorption 
dans la région 3200-3700 cm-1, l’une entre 3335 et 3528 cm-1 et l’autre entre 3553 et 3663 cm-1. Cette 
signature correspond à ce que nous avions observé lors de la prise des références (Figure 17a). Il existe 
tout de même une différence observée au niveau de l’intensité des pics à 3582 et 3634 cm-1, les 
intensités sont inversées, de plus les pics obtenus après séparation chromatographique semblent être 
élargis d’un côté du pic : vers les nombres d’onde plus faibles (élargissement de chacun des deux pics 
à 3555 et 3368 cm-1). Cet écart entre les deux spectres peut-être du au plus faible nombre de points 
acquis, donc plus faible échantillonnage lors de l’analyse en ligne. 

 
Figure 19 : Spectre IRMPD de la référence Galβ1-3GlcNAc obtenu en infusion directe après CID pour éliminer l’hydroxyle 
anomérique (fragment b2) fond bleu, spectre IRMPD du fragment y3/b3 du tétrasaccharide de BGHI obtenu après séparation 
chromatographique en quelques dizaines de secondes (points noirs, moyenne glissante sur 3 points : courbe). 
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4.3 REDUCTION DES COMPOSES 
Comme vu sur la Figure 18, la chromatographie au moyen de la colonne de PGC sépare les anomères, 
ce qui induit un dédoublement des pics et une difficulté d’interprétation des données. Pour passer 
outre cette difficulté, il est nécessaire de réduire les oligosaccharides avant analyse en LC-MS. 

Leur structure est présentée en Figure 20. Les HMOs partagent une structure commune : ils possèdent 
un résidu commun : le lactose (Galβ1-4Glc) au niveau de leur extrémité réductrice. Le LNT2 ([M+H]+ 
m/z = 546) présente un GlcNAc lié au résidu lactose tandis que le 2’FL ([M+H]+ = 489 m/z) contient un 
résidu fucose lié au lactose. 

4.3.1 Les composés 

 
Figure 20 : Structures des deux HMOs : le LNT2 (gauche) et le 2'FL (droite), structures développées. 

 

4.3.2 La préparation des composés : réduction 
La chromatographie liquide avec des colonnes de PGC sépare facilement les anomères. Pour un même 
sucre, les pics sont alors dédoublés. C’est pourquoi lors d’analyses LC-MS en glycomique avec de telles 
colonnes, une étape de réduction est nécessaire afin d’éliminer l’anomérie et de diminuer le nombre 
de pics pour augmenter la sensibilité et simplifier l’interprétation des données9,42. 

Afin de réduire les trisaccharides, nous nous sommes inspirés du protocole présenté par Jensen et al.42. 
La réduction se fait en milieu basique à l’aide de borohydrure de sodium : NaBH4. La solution de 
réduction est préparée : 1 M de NaBH4 et 0.5 M de NaOH. Dans notre cas, nous avons préparé 50 µg 
de chaque composé auquel nous avons ajouté 20 µL de la solution de réduction. La réduction est faite 
en laissant la solution à incuber pendant 3 h à 50 °C. 2 µL d’acide formique glacial sont ajoutés afin 
d’arrêter la réaction (un précipité blanc se forme) avant d’ajouter 1 mL d’eau. Il est alors nécessaire de 
dessaler la solution pour éliminer toute impureté. Pour cela nous nous servons d’une colonne SPE de 
type PGC (Strata GCB de Phenomenex). Les colonnes sont conditionnées au moyen d’une solution 
d’acétonitrile (80 %) contenant 1 % d’acide formique. La solution de 1 mL d’eau contenant la solution 
de réduction est chargée sur la colonne. La colonne est ensuite rincée à l’eau enfin l’élution est 
effectuée avec de l’acétonitrile (40 %) contenant 0,5 % d’acide formique l’éluat est alors séché au 
moyen d’un SpeedVac après cette étape d’évaporation, deux options sont possibles, soit l’échantillon 
est repris dans les conditions voulues pour analyse (volume et solvant), soit il est conservé au 
congélateur à -20 °C. 

Après purification et reprise dans le volume voulu, les composés sont infusés en spectrométrie de 
masse pour vérification de la réduction (Figure 21a et c) les ions précurseurs sont bien observés à M + 2 
par rapport à ce que nous observions pour les espèces non réduites. Le spectre de fragmentation du 
LNT2 présente la perte du glucose réduit : fragment b2 à 366 m/z tandis que le pic à m/z = 204 présente 
le GlcNAc ayant perdu une molécule d’eau (fragment b1). Le cas du 2’FL est encore plus intéressant. 
Le fragment à m/z = 345 résulte de la perte du fucose (fragment y2) et le fragment à m/z = 183 
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représente le glucose réduit : fragment y1. Maintenant le fragment à m/z = 329 provient de la 
migration du fucose depuis le galactose jusque sur le glucose réduit, phénomène qui peut se produire 
comme nous l’avons montré lors du marquage au 18O du 2’FL (dans le premier chapitre de ce 
manuscrit) mais qui est invisible dans le cas du 2’FL non modifié. 

 
Figure 21 : Spectres de fragmentation (CID) du LNT2 a), du 2'FL c) et spectres IRMPD de ces deux mêmes espèces b) et d) 
respectivement. Les spectres de fragmentation montrent des fragments auxquels nous pouvons nous attendre (produits de la 
rupture de liaisons glycosidiques) dans les deux cas. Il est intéressant de noter dans le cas du 2’FL, la présence du pic à 
m/z = 329 démontrant la migration du fucose de sa position initiale jusque sur le glucose réduit. 

Les spectres IRMPD présentent une signature commune en dessous de 3000 cm-1 avec trois pics à 
2945, 2910 et 2885 cm-1, ensuite une large vallée est observée (avec un pic discret à 3000 cm-1 
caractéristique des composés fucosylés dans le cas du 2’FL) jusqu’à un nouveau maximum d’absorption 
à 3506 cm-1 dans les deux cas. Ensuite les choses changent, un double pic centré autour de 3558 cm-1 
(3548 et 3566 cm-1) est observé pour le LNT2 réduit tandis qu’il est centré autour de 3583 cm-1 pour le 
2’FL (3576 et 3590 cm-1), le 2’FL présente un dernier pic d’absorption à 3628 cm-1 tandis que le LNT2 
présente un pic à 3659 cm-1. Comme nous venons de le voir, en dessous de 3400 cm-1, les deux spectres 
sont relativement similaires, il n’est donc guère intéressant d’enregistrer la signature IRMPD de ces 
composés dans cette région, en revanche la zone au-dessus de 3400 cm-1 est bien plus intéressante à 
étudier. 

Lors du couplage chromatographie liquide-spectroscopie IRMPD pour ces composés, nous 
n’acquerrons que la zone comprise entre 3200 et 3700 cm-1. Dans ce cas, le fait d’ignorer toute une 
gamme du spectre est intéressant car cela autorise un meilleur échantillonnage de la gamme d’intérêt, 
en effet sur un même intervalle de temps, autant de points sont acquis sur une gamme plus restreinte. 

4.3.3 Résultats 

4.3.3.1 Séparation des deux composés 
Le chromatogramme d’ions extraits des produits non réduits est présenté ci-dessous (Figure 22). L’ion 
suivi pour le 2’FL est l’ion à m/z = 489 qui correspond à l’espèce protonée (orange sur la Figure), de 
même que pour le LNT2 (en vert sur la figure) à m/z = 546. Comme attendu, les espèces présentent 
chacune deux pics correspondant aux deux anomères. 
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Figure 22 : Chromatogramme d’ions extraits de la séparation du LNT2 (vert) et du 2’FL (orange). Les pics apparaissent 

dédoublés, ces deux pics correspondent aux anomères. 

La séparation des deux composés réduits est effectuée dans les mêmes conditions de chromatographie 
que celles présentées pour les oligosaccharides non réduits. Après réduction, nous voyons que l’ordre 
d’élution des composés a changé (Figure 23), le LNT2 réduit m/z = 548 (vert) sort de la colonne avant 
le 2’FL réduit m/z = 491 (orange). Après réduction, on n’observe maintenant plus qu’un pic par espèce, 
la réduction a bien levé l’isomérie. 

 
Figure 23 : Chromatogramme d'ions extraits des deux HMOs étudiés LNT2 (m/z = 548) et 2'FL (m/z = 491) respectivement en 

vert et orange. Il est intéressant de noter que l’ordre d’élution a changé après réduction des composés. 

 

4.3.3.2 Acquisition des spectres MS-IR 
Après nous être assurés que les deux composés sont réduits, et qu’ils peuvent être séparés par LC, 
nous sommes passés à l’acquisition du spectre IRMPD des composés après séparation en LC. Sur la 
Figure 24, les ions parents (548 et 491 m/z pour le LNT2 et le 2’FL respectivement) sont présentés en 
noir tandis que les ions fragments sont présentés en gris, la couleur verte ou orange correspond à la 
somme des intensités entre l’ion parent et l’ion fragment (a et c). Le début de l’irradiation est 
déclenché manuellement, ce qui explique que le début de l’irradiation ne commence pas au début du 
pic chromatographique, mais après le maximum d’intensité du pic chromatographique. Les irradiations 
sont déclenchées manuellement car les temps de rétention n’étaient pas suffisamment répétables 
pour automatiser le début de l’acquisition du spectre IRMPD. Dans la deuxième partie de cette figure, 
les spectres IRMPD acquis en infusion sont présentés (fond vert ou orange) tandis que les spectres 
IRMPD acquis en ligne en sortie de chromatographie sont présentés par les points et les courbes. Le 
temps de début d’irradiation et la durée d’acquisition du spectre IRMPD sont relevés pour pouvoir 
effectuer la correspondance entre temps et nombres d’onde. Les spectres en ligne peuvent donc être 
tracés, ils ne sont pas moyennés car trop peu de points sont acquis. 

Malgré un décalage entre le spectre acquis en infusion et le spectre acquis en ligne sur le pic 
d’absorption à 3506 cm-1 qui se retrouve à 3522 cm-1 le reste du spectre IRMPD du LNT2 présente un 
spectre IRMPD acquis en ligne similaire au spectre IRMPD acquis en infusion directe, le double pic 
centré à 3558 cm-1 n’est pas aussi bien résolu visuellement, du fait d’un échantillonnage moindre, seule 
une cinquantaine de points est acquise en ligne contre environ 400 en infusion (Figure 24 b) le pic à 
3659 cm-1 se recouvre bien dans les deux cas. La Figure 24d présente le même décalage du pic à 
3506 cm-1 qui se retrouve cette fois-ci à 3535 cm-1 dans le cas du 2’FL. Dans ce deuxième cas également, 
le doublet de pics à 3583 cm-1 souffre d’un sous échantillonnage et ne présente qu’un pic. En revanche 
ces deux pics observés en infusion directe sont bien recouverts par l’enveloppe formée par le pic 
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d’absorption observé en ligne. Finalement, le pic observé à 3628 cm-1 correspond bien entre les deux 
mesures, toutefois en ligne, le pic est bien élargi vers les fréquences plus élevées. 

L’acquisition de données en ligne présente des spectres IRMPD similaires au spectres IRMPD acquis en 
infusion directe malgré quelques décalages dus au fait que l’acquisition ne soit pas encore été 
automatisée et se fait encore de manière manuelle. 

 
Figure 24 : Chromatogramme de l'ion parent (en noir) et de l'ion fragment (gris) et somme des intensités des ions parents et 
fragments (vert) du LNT2 a) et (orange) du 2'FL c) et spectre IRMPD en infusion (fond coloré) et en ligne (ligne et points) du 
LNT2 b) et du 2’FL d). L’irradiation a démarré au niveau du pic d’intensité des analytes. 

Pour conclure sur ces deux espèces, le couplage entre chromatographie liquide et spectroscopie 
IRMPD permet d’acquérir des spectres en ligne qui présentent un bon recouvrement à l’exception d’un 
décalage observé pour le pic à 3506 cm-1 qui est décalé dans le même sens dans les deux cas. 

La séparation et l’analyse des ions est possible comme nous l’avons vu dans ces deux exemples. 
Maintenant nous allons voir que d’autres modes en MS sont également prometteurs. 

4.4 NOUVEAUX DEVELOPPEMENTS CONDUITS SUR LE COUPLAGE LC-MS-IR 

4.4.1 Spectres IRMPD de monosaccharides réduits :  le cas des hexoses 
Les spectres IRMPD des hexoses présentent des signatures différentes. Toutefois comme nous l’avons 
vu ci-dessus (Figure 18) les chromatogrammes sont plus facilement interprétables quand l’anomérie 
est levée. Il est alors nécessaire de procéder à la réduction des sucres analysés. La réduction des sucres 
modifie sa structure avec notamment l’ouverture du cycle. La spectroscopie IRMPD est-elle capable 
de distinguer deux hexoses réduits ? Pour répondre à cette question, nous avons procédé à la 
réduction de ces espèces et avons acquis leur empreinte IR. Le mécanisme de la réduction est présenté 
en Figure 25 avec la réduction du glucose a), l’espèce réduite du glucose (sorbitol/glucitol) b), du 
galactose (galactitol) c) et du mannose (mannitol) d). 
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Figure 25 : Mécanisme de réduction au moyen de NaBH4 sur le glucose a), produit de la réduction sur le glucose b), sur le 
galactose c) et sur le mannose d). 

Cette réduction est une étape supplémentaire dans la préparation d'échantillons et pose de nouvelles 
questions. La réaction de réduction au NaBH4 réduit l'aldéhyde porté par le monosaccharide. Nous 
voulons savoir s’il est possible de discriminer les produits de réduction au moyen de la spectroscopie 
IRMPD. Pour cela, les sucres sont réduits et les empreintes IRMPD des sucres réduits sont acquises. 
Les spectres IRMPD des espèces réduites protonées (m/z = 183) sont présentés en Figure 26. 

 
Figure 26 : Spectre IRMPD dans la gamme des 3 µm obtenus en infusion directe des hexoses réduits protonés : sorbitol a), 

galactitol b) et mannitol c). 

Comme nous l’avons vu précédemment dans la partie 2, la spectroscopie IRMPD fait la différence entre 
les hexoses lithiés. Dans le cas des hexoses réduits protonés, il existe également des différences entre 
ces trois espèces bien que ténues. Les spectres présentent tous une signature similaire, un maximum 
d'absorption aux alentours de 3650 cm-1 (3653 cm-1 pour le sorbitol Figure 26a), 3646 cm-1 pour le 
galactitol Figure 26b) et 3648 cm-1 pour le mannitol Figure 26c). Le sorbitol présente un pic 
relativement fin avec un épaulement discret (3615 cm-1) ainsi qu’une bande d’absorption dont 
l’intensité est très faible à 3567 cm-1. Les spectres du galactitol et du mannitol eux présentent deux 
épaulements observés à 3575 cm-1 et 3609 cm-1 pour le galactitol et 3578 cm-1 et 3604 cm-1 pour le 
mannitol. Ces épaulements permettent de différencier le sorbitol des deux autres composés. Ces deux 
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derniers sont différenciables grâce à la présence d'un pic d'absorption à 3505 cm-1 dans le spectre 
IRMPD du galactitol, bande qui est absente du spectre du mannitol. 

Afin de confirmer ces observations (présence d’un épaulement sur le pic principal ou d’une bande 
d’absorption à 3505 cm-1 dans le cas du galactitol), les spectres IRMPD du galactitol et du mannitol ont 
été mesurés de nouveau (Figure 27). Excepté un léger décalage en nombre d’onde, dans les deux cas, 
et un offset observé dans le cas du galactitol, les observations faites précédemment sont confirmées. 

 
Figure 27 : Spectres IRMPD (entre 3400 et 3700 cm-1) du sorbitol a), du galactitol b) et du mannitol c) les spectres ne sont 

acquis que dans la région des O-H. 

La spectroscopie IRMPD est donc capable de distinguer les trois hexoses ayant subi une réduction. La 
distinction n’est faite qu’en se basant sur la région des modes de vibration des liaisons O-H (Figure 26) 
(les hexoses ne contiennent pas d’azote dans leur structure et les bandes d’absorption des modes de 
vibration des liaisons C-H ne sont pas visibles dans nos conditions). Ces informations sont contenues 
dans moins de 250 cm-1 d'intervalle cela permet de ne se concentrer que sur 1/4 de la gamme 
habituellement considérée ce qui est intéressant dans le cas d’un couplage avec la LC pour lequel, la 
rapidité de l’acquisition est un des critères les plus importants. 

4.4.2 Détection d’une forme rare de galactose composant des polysaccharides bactériens par 
screening à longueur d’onde fixe 

Un nouveau développement effectué au moyen du couplage entre la chromatographie liquide et la 
spectroscopie IRMPD est présenté dans cette partie : il s’agit d’un mode de screening. Ce 
développement a été effectué dans le cadre de la thèse de Oznur Yeni43 afin de détecter la présence 
d’un sucre rare dans de longues chaînes polysaccharidiques. Les composés sont séparés dans la 
colonne chromatographique (Figure 28a) avant d’être injectés dans le spectromètre de masse. Au sein 
du piège à ions, les composés d’intérêt sont irradiés par le laser IR à une longueur d’onde fixe (Figure 
28b la longueur d’onde est non résonante en haut et la longueur d’onde est résonante en bas). En 
regardant le spectre de masse des composés irradiés, on observe ou non de la photofragmentation. 
Cette longueur d’onde est spécialement choisie pour entrainer la photofragmentation de l’espèce 
d’intérêt (spectres obtenus après irradiation Figure 28c). 
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Figure 28 : Séparation de trois composés A, B et C au moyen de la chromatographie liquide a), irradiation de deux composés 
l'un n'absorbant pas à la longueur d'onde d'irradiation (haut) et l'autre absorbant à la longueur d'onde d'irradiation (bas) b) 
chromatogramme des trois composés (haut) et spectre obtenu après irradiation de deux de ces composés (bas) c). 

Nous présentons ici une partie des développements instrumentaux effectués afin de détecter la 
présence d'une forme rare de galactose : le galactofuranose (Galf) dont la structure est présentée ci-
dessous. 

 
Figure 29 : Représentation de Haworth du galactofuranose. 

Le galactose n’est pas présent sous cette forme chez les mammifères. Toutefois de nombreux 
organismes (virus, champignons, bactéries) synthétisent cette forme de galactose44 (Figure 29). Le fait 
qu’une telle structure soit présente chez des organismes potentiellement pathogènes, mais absente 
chez les animaux, peut fournir une cible thérapeutique très intéressante contre ces organismes45,46, 
voire mêmes de potentiels vaccins47. La masse d'un galactofuranose est celle d’un hexose, il est donc 
impossible de détecter la présence de ce composé parmi les autres hexoses au moyen de la 
spectrométrie de masse seule. Des mesures en spectroscopie IRMPD48–50 ont été menées afin de 
discriminer la forme furane de la forme pyrane du galactose dans un échantillon. 

Dans cette partie, des composés (di ou trisaccharides) contenant le mannose à l’extrémité réductrice 
et un galactofuranose ou un autre hexose (glucose, galactose ou mannose, tous sous forme pyranose) 
à l’extrémité non réductrice sont injectés en spectrométrie de masse. Le composé est en solution dans 
un mélange eau/méthanol (50/50 v/v) avec du LiCl afin de promouvoir la formation d’espèces lithiées 
[M + Li]+. Ces espèces se chargent avec un adduit lithium, ce qui facilite leur ionisation et donc leur 
observation par spectrométrie de masse. Ces composés sont alors fragmentés par CID pour obtenir le 
fragment b1. Le fragment obtenu est l’espèce [Hex - 18 + Li]+ m/z = 169. Ce produit de fragmentation 
est ensuite de nouveau isolé afin d’être irradié dans l’IR au moyen du laser accordable (gamme des 
3 µm), ou du laser CO2 (10,6 µm). 

Nous présentons ici les résultats avec les conditions suivantes : nous avons irradié les ions avec le laser 
CO2 (irradiation à 10,6 µm) pendant 130 ms, ici le laser délivre une puissance de 3.8 W, environ 40 
spectres sont acquis. La Figure 30, compile les résultats obtenus sur les différents hexoses : glucose, 
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mannose, galactose sous sa forme pyranose (Galp) et galactose sous sa forme furanose (Galf) des 
ratios d’intensités entre ions fragments (If) et l’intensité de l’ion parent (Ip). Les ions à m/z = 169 ne se 
fragmentent pas lorsqu’aucune étape d’irradiation n’est programmée. 

 
Figure 30 : Représentation des ratios entre l'intensité des ions fragments par rapport à l'ion précurseur pour les quatre 

hexoses considérés : glucose, mannose, galactopyranose et galactofuranose. 

Dans ces conditions (irradiation avec une puissance de 3,8 W à 10,6 µm pendant 130 ms) il apparait 
clairement sur la Figure 30, que seul le Galf présente significativement de la photofragmentation. Des 
mesures effectuées avec d’autres puissances montrent des résultats semblables. En augmentant 
encore la puissance laser, les autres hexoses commencent à se photofragmenter.  

Après intégration de ce type de screening dans un workflow de LC-MS, il a été possible de détecter des 
disaccharides contenant du galactofuranose après digestion de polysaccharides extraits de lichens 
récoltés dans la nature51. 

 

5 CONCLUSION 
Dans cette partie, nous avons vu le couplage entre la spectroscopie IRMPD avec la chromatographie 
liquide moyennant des développements instrumentaux et des compromis que ce soit d’un point de 
vue de la séparation des composés ou de l’acquisition du spectre IRMPD. Peu de groupes ont déjà 
mené à bien le couplage en ligne entre la chromatographie liquide et la spectroscopie vibrationnelle 
en phase gazeuse mais de tels développements sont prometteurs pour les domaines d’applications 
présentant de nombreuses isoméries telles que la glycomique, mais également comme on peut le 
retrouver dans d’autres classes de composés comme la métabolomique, et suscitera l’intérêt d’un 
nombre croissant de scientifiques. 

Nous avons séparé des produits de la digestion enzymatique d’un pentasaccharide synthétique par 
HILIC avant d’acquérir le spectre IR en phase gazeuse de ces deux composés. De plus, une portion du 
spectre IR a été acquis au moyen du couplage LC-MS-IR en ligne. Plus récemment, l’acquisition du 
spectre IRMPD après séparation en PGC de HMOs réduits a aussi été réalisée. 

Finalement de premiers résultats sur l’acquisition du spectre IRMPD d’un fragment issu de la CID en 
ligne après séparation chromatographique d’un mélange de tétrasaccharides ont été montrés. 

Après avoir montré ces résultats, de nouveaux développements sont attendus, notamment 
l’automatisation de l’acquisition de spectres IRMPD. En effet, actuellement, l’opérateur déclenche 
l’acquisition du spectre IRMPD, en notant le début de l’acquisition pour tracer le spectre après 
acquisition. On pourrait imaginer faire un programme qui automatiserait l’acquisition du spectre 
IRMPD d’un composé inconnu, par exemple sous certaines conditions (niveau d’intensité du signal, 
stabilité du signal…) dès que la spectrométrie de masse détecte un rapport m/z, le programme 
déclenche l’acquisition du spectre IRMPD du composé inconnu. A l’aide d’un tel programme 
l’expérimentateur n’aurait pas besoin de procéder à une séparation initiale pour connaitre les temps 
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de rétention du composé d’intérêt et tous les paramètres en rapport avec l’acquisition serait 
enregistrés afin de pouvoir tracer le spectre obtenu. 

L’acquisition de spectres IRMPD de fragments après CID autorise l’acquisition des spectres IRMPD du 
monosaccharide situé à l’extrémité réduite (ou non en fonction du mode chromatographique choisi) 
de l’oligosaccharide afin de déterminer sa nature, avec une base de données de la plus petite taille 
possible. Cette mesure serait particulièrement intéressante dans le cas du séquençage d’un plus gros 
saccharide après hydrolyse chimique ou enzymatique. 

Enfin concernant l’acquisition de spectres IRMPD de polysaccharides, un autre type de couplage a été 
implémenté dans lequel, le laser irradie les ions arrivant dans le spectromètre de masse à une longueur 
d’onde fixe. Il a été utilisé afin de détecter la présence de galactofuranose dans un di-/trisaccharide 
après fragmentation et sélection du résidu situé côté extrémité non réductrice. Le galactofuranose se 
photofragmente dans des conditions dans lesquelles les autres monosaccharides ne se 
photofragmentent pas51. 

Ces deux nouveaux développements permettront de détecter le galactofuranose dans des produits de 
dégradation d’un polysaccharide et de caractériser l’extrémité « réductrice ». Dans le cas des 
polysaccharides contenant du galactofuranose, l’intégralité du produit de réaction pourra donc être 
identifié, ce qui nous l’espérons ouvrira la voie au séquençage de polysaccharides entiers. En effet, il 
en existe de nombreux dans la nature (chitosane, glycosaminoglycanes…) et il demeure nécessaire de 
développer de nouveaux outils afin de les caractériser. 

La détection d’une espèce particulière au moyen du screening IRMPD à longueur d'onde fixe est 
intéressante. Dans la partie suivante nous nous intéresserons de manière plus approfondie à une telle 
méthode. Elle fera l'objet d'une autre application, dans un tout autre domaine. 

La Figure 31 représente un récapitulatif des modes présentés dans ce manuscrit en fonction des 
échantillons étudiés et des informations attendues. 

 
Figure 31 : Diagramme récapitulant les différents modes utilisés au cours de ces développements. 
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1 INTRODUCTION 
Les précédentes parties ont traité de l’analyse de sucres au moyen de la spectroscopie IRMPD, seule 
ou couplée avec la chromatographie liquide. Ces développements permettront de caractériser les 
impuretés. Le projet IROLIGO a également pour but de caractériser le composé synthétisé, il s’agit d’un 
glycoconjugué. Ces composés sont des hétéropolymères dans lesquelles une partie glucidique est liée 
de manière covalente à une autre classe de molécules, qui peut être une protéine ou un lipide par 
exemple. Ces composés forment une classe bien plus hétérogène que les homopolymères étudiés 
précédemment. Ici, nous prenons comme modèle de composés glycoconjugués une glycoprotéine. 
Ainsi la caractérisation doit être menée sur la protéine, mais également sur la nature et la position des 
sucres greffés sur cette protéine, d’où la difficulté de la caractérisation, il s’agit donc d’un modèle 
complexe dont l’étude s’avère intéressante. 

Généralement, au moins trois analyses différentes sont nécessaires pour permettre la caractérisation 
structurale des glycoconjugués. L’analyse de la glycoprotéine « native » donne une vue d’ensemble de 
la protéine, est-elle glycosylée1,2 ? quelle est la nature de ces glycosylations ?3 La deuxième étape est 
de procéder à la digestion de la glycoprotéine par des protéases, afin d’identifier quels sont les sites 
de glycosylation occupés par ces sucres ? Ces deux étapes permettent d’avoir une bonne idée de la 
macrohétérogénéité présente sur la protéine avec des informations sur l’occupation d’un site de 
glycosylation4–6. L’utilisation de glycosidases sur la protéine entière donne des indications sur les 
différentes glycoformes de la protéine7. Si maintenant la déglycosylation a lieu sur les peptides, après 
extraction purification et analyse des sucres, la connaissance de la structure de ceux-ci est affinée5,6. 
Cette dernière étape de caractérisation permet de connaitre la microhétérogénéité : quels sont les 
sucres présents sur tel site de glycosylation. Il est également possible de connaitre la position de ces 
glycosylations, si la déglycosylation porte sur les peptides déglycosylés enzymatiquement.  

Dans cette partie, nous nous intéressons aux deux premiers niveaux de caractérisation. Le but ici est 
de démontrer qu’il est possible de détecter la présence de sucres sur une protéine entière par 
spectroscopie IR en phase condensée. Dans une seconde partie, nous nous intéresserons à 
l’identification de glycopeptides présents dans un mélange de peptides produits par la digestion 
enzymatique d’une protéine. Pour cette identification, nous nous sommes servis du récent 
développement présenté dans la partie précédente traitant du screening à longueur d’onde fixe. Après 
séparation chromatographique, les ions sont irradiés par le laser IR dans la gamme des 3 µm. Leur 
photofragmentation apporte une information sur la glycosylation de ces peptides 

2 LES PROTEINES 

2.1 LES MODIFICATIONS POST TRADUCTIONNELLES 

2.1.1 Cas général 
Les PTMs (Post Translational Modification) sont des modifications qui ont lieu après traduction de la 
protéine au sein du ribosome. Ces modifications ne sont pas prévisibles en étudiant uniquement le 
génome de l’individu, mais elles répondent à des besoins bien précis, notamment en réponse à 
l’environnement de l’individu. Par exemple, la phosphorylation de certaines protéines, permet le 
transfert de l’information par une cascade d’activations de protéines. L’ubiquitination se fait par 
fixation d’une ou plusieurs ubiquitines (une petite protéine) sur une protéine afin d’adresser cette 
dernière au protéasome pour dégradation8. Ces PTMs changent la nature chimique d’un acide aminé, 
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voir même la structure de la molécule (formation de ponts disulfures). Il existe donc une grande variété 
de PTMs par exemple la sulfatation, l’acétylation, la succinylation… 

2.1.2 Cas particulier de la glycosylation 
La glycosylation est l’une des trois modifications post traductionnelle les plus fréquentes9. Certaines 
glycoprotéines nécessitent d’être glycosylée afin de se replier correctement10. Un défaut de 
glycosylation est observé dans certains cancers11–13. Le principal problème est que ces modifications 
ne sont pas prévisibles en étudiant uniquement le code génétique de l’individu, la glycosylation change 
en fonction de l’environnement de l’individu, de son état de santé de son âge ou de son sexe14,15. 

Différents types de glycosylation ont lieu sur les protéines : la N-, la O- ou plus rare la C-glycosylation. 
Les deux types N et O-glycosylation présentent une localisation et une structure différente. La N-
glycosylation a lieu sur une asparagine si celle-ci est située deux résidus en amont d’une sérine ou 
d’une thréonine (telle que la séquence est : asparagine-X-sérine/thréonine, avec X n’importe quel 
acide aminé excepté la proline). La séquence bien spécifique d’acides aminés sur lesquels peut venir 
se greffer un N-glycane permet en regardant la séquence protéique de se faire une idée d’où pourra 
avoir lieu la N-glycosylation. En revanche, dans le cas de la O-glycosylation, un N-Acétylgalactosamine 
est greffé sur une sérine ou une thréonine, le O-glycane peut alors être allongé par ajout de 
monosaccharides. Les O-glycanes présentent une plus grande variété de structures que les N-glycanes, 
ce qui rend leur prédiction et détection plus délicate. 

La plupart des modifications post-traductionnelles consiste en l’ajout d’un groupement chimique 
(phosphate, sulfate…). La glycosylation au contraire ne se limite pas forcément à l’ajout d’un glycane 
unique. En effet, sur une même position, plusieurs glycanes différents peuvent être présents. Cela 
complexifie la tâche lorsqu’on doit mener à bien la caractérisation structurale de ces modifications. 

Il faut souligner que la glycosylation est un processus biochimique nécessitant des enzymes. Au 
contraire de la glycation qui est un simple processus chimique dans lequel un sucre se greffe sur une 
protéine, ce greffage n’a rien de physiologique (la glycation est observée sur l’hémoglobine des 
individus diabétiques par exemple16). 

2.2 LA FETUINE BOVINE 
Chez les mammifères, les fétuines sont des protéines présentes dans le sérum des fœtus. La fétuine 
bovine est excrétée par le foie. Elle possède différentes fonctions. La fétuine bovine joue un rôle dans 
le métabolisme du calcium et donc dans la formation des os17. La fétuine bovine inhibe également la 
phosphorylation de récepteurs à insuline18. 

Selon UniprotKB19, la fétuine bovine (entrée P12763) comporte 359 acides aminés, dont la séquence 
est donnée ci-dessous (Tableau 1). La masse moléculaire de la protéine est alors de 38.4 kDa. 
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Tableau 1 : séquence de la fétuine bovine 

          10          20          30          40          50          60 
MKSFVLLFCL AQLWGCHSIP LDPVAGYKEP ACDDPDTEQA ALAAVDYINK HLPRGYKHTL 
          70          80          90          100         110         120             
NQIDSVKVWP RRPTGEVYDI EIDTLETTCH VLDPTPLANC SVRQQTQHAV EGDCDI HVLK 
          130         140         150         160         170        180                 
QDGQFSVLFT KCDSSPDSAE DVRKLCPDCP LLAPLNDSRV VHAVEVALAT FNAESNGSYL  
          190         200         210         220         230         240                
QLVEISRAQF VPLPVSVSVE FAVAATDCIA KEVVDPTKCN LLAEKQYGFC KGSVIQKALG 
          250         260         270         280         290         300                 
GEDVRVTCTL FQTQPVIPQP QPDGAEAEAP SAVPDAAGPT PSAAGPPVAS VVVGPSVVAV  
          310         320         330         340         350        359              
PLPLHRAHYD LRHTFSGVAS VESSSGEAFH VGKTPIVGQP SIPGGPVRLC PGRIRYFKI 

 

La fétuine bovine présente des PTMs, après traduction, tout d’abord, elle se voit raccourcir de ses 18 
premiers acides aminés20 (la masse moléculaire passe alors à 36.3 kDa), les cystéines forment des ponts 
disulfures. Il s’agit de deux cystéines (dont la chaîne latérale contient un thiol) formant une liaison 
covalente entre les atomes de soufre présents sur leur chaine latérale (6 ponts disulfures sont observés 
dans la structure de la fétuine bovine). Certaines sérines sont phosphorylées21,22. Et enfin certaines 
asparagines peuvent être glycosylées (N-glycane)21,23,24 de même que certaines thréonines ou 
sérines21,22 (O-glycanes). Ces différentes PTMs apportent beaucoup de complexité à cette protéine. Ce 
qui est observé sur les spectres de masse de la fétuine bovine en électrospray1,25 ou en MALDI26,27 
(différentes glycoformes de la fétuine bovine coexistent). 

2.3 ETUDES DES PROTEINES BOTTOM-UP 
Un des moyens d’étudier les protéines est de les digérer par des protéases : des enzymes capables de 
cliver des protéines en chaines peptidiques. Le mélange de peptides résultant est alors analysé au 
moyen de la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse, afin de connaitre la 
séquence de la protéine et de localiser les modifications post traductionnelles. Lors de mesures en 
spectrométrie de masse et lors de la fragmentation des peptides en spectrométrie de masse, des 
fragments bien spécifiques sont produits (Figure 1). Dans notre cas, la fragmentation obtenue par CID 
conduit principalement à la formation des séries d’ions y et b. Ces séries d’ions clivent la liaison 
peptidique côté N-ter de l’azote engagé dans la liaison, la série y correspond aux fragments situés en 
C-ter du clivage tandis que la série b correspond aux fragments situés côté N-ter du clivage. Les modes 
de fragmentation mettant en jeu des électrons conduisent plutôt aux séries d’ions z et c. 

 

Figure 1 : Fragments obtenus lors de la fragmentation de peptides en spectrométrie de masse 
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3 RECHERCHE DE GLYCOSYLATIONS SUR LA PROTEINE 
La spectroscopie IR en phase condensée de protéines a déjà été utilisée afin de connaitre la structure 
secondaire de protéines28–30, principalement en étudiant les bandes amides I et II présentes à 
respectivement 1650 et 1550 cm-1. La spectroscopie IR a également mis en évidence la présence de 
sucres sur les protéines31–34 avec la présence de pics caractéristiques des sucres entre 1000 et 
1100 cm-1. Ici, nous voulons vérifier que nous arrivons à détecter la glycosylation sur une protéine au 
moyen de la spectroscopie IR en phase condensée. Nous nous attendons à ce que cette différence soit 
visible dans la région caractéristique des sucres, c’est dans cette gamme que de nombreuses bandes 
d’absorption caractéristiques des sucres notamment celles concernant les modes de vibration de la 
liaison C-O sont présentes. La spectroscopie IR a l’avantage de ne pas dégrader l’échantillon, après une 
mesure, il est possible de procéder à de nouvelles analyses sur le même échantillon. 

Pour caractériser la structure de protéine, elle est généralement solubilisée dans un tampon afin de 
l’observer sous sa forme native dans laquelle sa structure est conservée. La protéine est dissoute dans 
le tampon à haute concentration ainsi elle absorbe suffisamment même avec seulement une faible 
épaisseur d’échantillon, en limitant donc la contribution venant du solvant. Pour effectuer ces 
mesures, une cellule est formée par deux fenêtres d’un matériau transparent aux IR, une fine cale de 
polyéthylène (< 5 µm) est intercalée entre ces deux fenêtres. La cellule est remplie de l’échantillon 
dissout dans le tampon d’intérêt. Dans notre cas, nous n’avons pas travaillé en phase liquide. Le 
spectre est mesuré après séchage d’une goutte de solution de protéine. En fait, étant donné que notre 
objectif n’est pas l’étude fine de la structure des protéines, mais seulement de déterminer la présence 
de glycosylations sur la protéine. Il n’est pas nécessaire de disposer de la protéine parfaitement repliée 
dans un tampon. Aussi, nous nous sommes affranchis de cette difficulté et avons travaillé avec des 
échantillons séchés de protéines (ainsi on élimine l’absorption due à l’eau). Pour obtenir un dépôt 
homogène de l’échantillon, la protéine est dissoute dans l’eau à 1 mg.mL-1. 80 µL de cette solution sont 
déposés sur une fenêtre de CaF2 (fluorure de calcium). La goutte est ensuite séchée au moyen du 
Speedvac pendant 15 minutes avant mesure dans le FTIR (Fourier Transform InfraRed Spectrometer). 

 

Figure 2 : Spectre de transmittance du CaF2 dans la gamme d'intérêt. Cette transmittance est optimale entre 4000 et 
1100 cm-1, à l’exception de la bande à 2350 cm-1. 

L’absorption du CaF2 entre 750 et 4000 cm-1 est présenté en Figure 2. La transmittance est > 90 % sur 
la quasi-totalité de la gamme (1100-4000 cm-1), à l’exception de la gamme autours de 2350 cm-1 due à 
l’absorption du CO2 (la transmittance descend alors à 87 %). En revanche, en dessous de 1100 cm-1, la 
lame de CaF2 absorbe le rayonnement IR. 

Dans cette partie, nous comparons une protéine et une glycoprotéine. La protéine choisie est la 
myoglobine de cheval (entrée P68082 sur UniprotKB35), cette protéine longue de 154 acides aminés 
(17 kDa) n’est pas glycosylée. La glycoprotéine utilisée est la fétuine bovine (décrite en 2.2). Le spectre 
IR de ces deux protéines est acquis comme décrit précédemment. 
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3.1 RESULTAT SUR UNE PROTEINE NON GLYCOSYLEE 
Le spectre IR de la myoglobine est présenté en Figure 3. Ce spectre présente tout d’abord un important 
massif d’absorption dans la gamme des 3 µm avec les bandes caractéristiques des modes de vibration 
des espèces X-H (avec X est C, N ou O). On retrouve dans cette gamme la bande provenant du mode 
de vibration stretching de la liaison N-H de l’amide A (3296 cm-1)36. Il peut également s’agir des amines 
présentes sur les chaines latérales des acides aminés basiques (lysines et arginines). L’épaulement à 
3068 cm-1 peut correspondre au mode de de vibration stretching =C-H. De tels modes de vibration sont 
retrouvés dans les acides aminés possédant un cycle aromatique sur leur chaîne latérale (tryptophane, 
phénylalanine et tyrosine). Dans cette gamme, nous retrouvons également des groupements C-H 
(stretching à 2961 cm-1 : mode antisymétrique, 2933 cm-1 : mode antisymétrique et 2974 cm-1 : mode 
symétrique) des acides aminés portant des chaînes latérales aliphatiques. Les protéines possèdent 
également des acides aminés portant un hydroxyle sur leur chaine latérale, c’est certainement au 
mode de vibration stretching de la liaison O-H de ces acides aminés que l’épaulement à 3450 cm-1 peut 
être attribué. Il ne faut pas non plus négliger la présence d’eau dans l’atmosphère. Dans la gamme 5 à 
10 µm, la myoglobine présente les bandes caractéristiques de la liaison de la bande amide I 1653 cm-1, 
de la bande amide II (composée des vibrations déphasées des modes de bending de la liaison N-H et 
stretching de la liaison C-N) à 1546 cm-1.  De nombreux autres groupes sont présents, toutefois, on ne 
peut pas tous les attribuer avec certitude : les bandes amide III (composée des vibration en phase de 
bending de la liaison N-H et stretching de la liaison C-N sont attendues entre 1200 et 1400 cm-1)28,37. 
Cette gamme contient également les bandes d’absorption du mode de vibration bending des liaisons 
C-H attendues autours de 1400 cm-1, stretching des liaisons C=C (dans un cycle aromatique) prévues à 
1500 cm-1, bending des liaisons O-H d’un alcool primaire (chaine latérale de la sérine) ou d’un alcool 
secondaire (chaine latérale de la thréonine) supposées être entre 1260 et 1350 cm-1, le mode 
stretching de la liaison C=O d’un acide carboxylique ionisé aux alentours de 1400 cm-1 ou encore le 
mode bending de la liaison O-H d’un alcool aromatique (chaine latérale de la tyrosine). 

 

 

Figure 3 : Spectre IR du dépôt de la myoglobine, de nombreuses bandes d’absorption caractéristiques des protéines sont 
visibles dans la gamme des 3 µm et dans celle comprise entre 5 et 10 µm. 

3.2 RESULTATS SUR UNE PROTEINE GLYCOSYLEE 
Le spectre IR de La fétuine bovine (Figure 4) est similaire à ce que nous avons observé sur la myoglobine 
(Figure 3). Les bandes d’absorption des modes de vibration des liaisons X-H sont retrouvés aux mêmes 
nombres d’onde. La fétuine bovine présente également les bandes caractéristiques de la liaison amide, 
avec des bandes d’absorption légèrement décalées. La première bande est observée à 1639 cm-1 
(bande amide I) et la seconde à 1544 cm-1 (bande amide II). Ensuite, comme dans le cas de la 
myoglobine, des pics non attribués sont présents sur le spectre. La différence d’avec le spectre IR de 
la myoglobine réside dans la présence de deux pics non résolus à 1067 et 1034 cm-1. Ces pics sont 
cohérents avec les bandes d’absorption des modes de vibration de C-O au sein d’un sucre32,33,36. 
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Les sucres présents sur cette glycoprotéine présentent un très grand nombre de groupements 
hydroxyles ce qui explique le fait que nous ne voyions pas de tels pics sur la myoglobine. En effet, la 
myoglobine ne contient qu’un nombre restreint de groupements hydroxyle sur sa séquence (les alcools 
portés par les acides aminés sérine, thréonine et tyrosine). 

 

Figure 4 : Spectre IR en phase condensée de la fétuine bovine, dans ce cas aussi, des bandes d’absorption dans les gammes 
des 3 µm et dans celle comprise entre 5 et 10 µm sont visibles, ici un signal intéressant est observé entre 1000 et 1100 cm-1 
(bandes caractéristiques des sucres). 

La myoglobine et la fétuine bovine présentent donc toutes deux un spectre IR avec beaucoup de 
ressemblances deux zones sont bien distinctes d’un côté la gamme des 3 µm avec un recouvrement 
quasi parfait des deux spectres. L’autre côté du spectre : entre 1700 et 800 cm-1, présente des 
signatures similaires avec de légers décalages en nombre d’onde, mais la différence repose sur la 
présence de deux légères bandes d’absorption : les bandes 1067 et 1034 cm-1. Ces bandes sont 
caractéristiques des sucres et permettent de discriminer la myoglobine de la fétuine bovine et donc 
d’identifier une glycoprotéine. 

4 ETUDE DES PEPTIDES : IDENTIFICATION DE GLYCOPEPTIDES PAR 

SCREENING IRMPD 

Comme nous l’avons vu en introduction, l’analyse des peptides/glycopeptides permet de connaitre la 
position des sucres sur la chaine protéique. Pour cela une étape préalable de digestion enzymatique 
de la glycoprotéine est requise. Le produit de cette digestion est donc un mélange de peptides, de 
glycopeptides et de l’enzyme restant dans le mélange. Il est alors nécessaire de simplifier au maximum 
l’échantillon (éliminer les impuretés et procéder à une méthode séparative en amont de la 
spectrométrie de masse). Il reste néanmoins encore des difficultés pour connaitre la position de la 
glycosylation. Tout d’abord, il est difficile de distinguer un peptide d’un glycopeptide. De plus, les 
glycopeptides peuvent porter différents sucres, la masse change selon qu’un même peptide porte un 
glycane ou un autre. En spectrométrie de masse, le signal est alors dilué sur plusieurs m/z et l’intensité 
de chacun de ces glycopeptides est alors amoindrie. Les librairies de glycopeptides en MS sont mal 
documentées. Enfin, les spectres obtenus par fragmentation CID des glycopeptides sont riches en 
fragments de la partie glucide du glycoconjugué, mais demeurent finalement pauvres en détails sur la 
structure du peptide. 

4.1 PROPOSITION 
Ici, nous proposons de nous servir d’une caractéristique structurale des peptides et des sucres afin de 
faciliter la détection des glycopeptides. Les peptides sont composés d’acides aminés, chacun d’eux 
porte une chaine latérale qui lui est propre (polaire chargée, polaire non chargée ou encore non polaire 
hydrophobe). Ce qui est intéressant dans notre cas, est que seuls trois acides aminés contiennent un 
groupement hydroxyle sur leur chaine latérale. Ces acides aminés sont la sérine, la thréonine et la 
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tyrosine (la tyrosine contient plus exactement un groupement phénol sur sa chaîne latérale).  Les 
structures de ces trois acides aminés sont présentées en Figure 5. 

D’un autre côté, les sucres contiennent un grand nombre de groupements hydroxyles. En 
spectroscopie IR, les groupements hydroxyles absorbent dans la gamme des 3 µm : élongation du 
mode de vibration de la liaison O-H (voir Chapitre I). 

Nous avons imaginé un protocole similaire à ce que nous avons proposé pour la détection du 
galactofuranose (voir Chapitre III). En sortie de chromatographie, les ions sont détectés par 
spectrométrie de masse et éventuellement irradiés au sein du piège à ions. On s’attend à observer de 
la photofragmentation lors de l’irradiation d’un glycopeptide à une longueur d’onde correspondant à 
l’absorption du mode de vibration de la liaison O-H, mais pas ou alors très faiblement s’il s’agit d’un 
peptide. 

4.1.1 Structure des acides aminés contenant un groupement hydroxyle 
 

 

Figure 5 : Structure des trois acides aminés présentant un groupement hydroxyle sur leur chaine latérale. 

La sérine, la thréonine et la tyrosine sont les trois acides aminés contenant un hydroxyle sur leur chaîne 
latérale (Figure 5). La sérine contient un alcool primaire sur sa chaine latérale (R-CH2-OH) et la 
thréonine un alcool secondaire (R-C(-R’)H-OH) tandis que la tyrosine contient un groupement phénol 
(l’hydroxyle est porté par un phényl). Les modes de vibration des liaisons O-H et C-O sont similaires 
entre un alcool et un phénol. 

4.1.2 Protocoles similaires déjà proposés 
En fait, un tel montage (irradiation des ions par un laser à une longueur d’onde fixe au sein du 
spectromètre de masse pour la détection d’une caractéristique du composé) a déjà été proposé 
ailleurs. C’est le cas en métabolomique avec l’analyse de deux isomères de position que sont l’acide 
3,4-dihydroxyphenylacétique et l’acide 2,5-dihydroxyphenylacétique et qui présentent chacun un 
maximum d’absorption dans l’infrarouge quand l’autre composé n’absorbe pas38. Dans le domaine de 
la protéomique, on peut citer la recherche des PTMs que sont les sulfatations et les phosphorylations. 
Par exemple, Polfer et al. ont discriminé des peptides phosphorylés et sulfatés sans avoir recours à la 
spectrométrie de masse à haute résolution (bien que ces composés soient isobariques) en se servant 
d’un laser IR accordable dans la gamme des  3 µm39, chaque groupement absorbe dans une gamme 
bien particulière. Une conclusion similaire a été faite dans notre équipe à propos de sucres 
phosphorylés ou sulfatés40. Le screening par LC-IRMPD avec un laser CO2 d’un mélange de peptides 
phosphorylés et non phosphorylés a permis de détecter les peptides phosphorylés41. Récemment, 
nous avons montré que le screening à longueur d’onde fixe est capable de détecter le galactofuranose 
(une forme rare de galactose) dans des di- et trisaccharides après séparation chromatographique42,43. 
L’un des principaux intérêts de la spectroscopie IRMPD est qu’elle ne nécessite généralement pas le 
marquage par un chromophore. 

Les gammes du visible et de l’UV ont aussi été utilisées pour détecter des peptides contenant une 
cystéine. Pour cela, les cystéines sont marquées au moyen d’un chromophore par un greffage 



Etude des peptides : identification de glycopeptides par screening IRMPD 

115 
 

chimique. Le mélange peptides/peptides marqués est alors séparé en chromatographie liquide avant 
d’être analysé par spectrométrie de masse dans laquelle les ions sont irradiés44–46. 

Enfin dans la gamme des UV, il a été possible d’identifier des peptides interagissant ensemble. En 
solution, un pontage est établi avant séparation chromatographique et injection dans le spectromètre 
de masse. La détection de deux peptides liés par un agent pontant se fait en phase gazeuse en irradiant 
l’édifice moléculaire avec un laser UV (l’agent pontant contient un groupement absorbant dans l’UV)47. 
L’identification de deux peptides liés l’un à l’autre a également été fait en incorporant un agent 
pontant contenant un phosphate puis en irradiant les ions au sein du piège à ions au moyen d’un laser 
IR (10,6 µm) pour effectuer un screening au moyen de l’IRMPD48. 

La détection des ions d’intérêt se fait lors de l’exploitation des données, en comparant deux 
chromatogrammes, ou alors deux évènements (un chromatogramme sans irradiation avec un 
chromatogramme avec irradiation, ou alors un évènement sans irradiation avec un évènement avec 
irradiation). Il est alors possible de voir quels ions ont été affectés par l’irradiation. 

Dans notre cas, nul besoin de modifier les peptides. Nous nous attendons à observer la 
photofragmentation dans le cas d’un peptide glycosylé sous irradiation IR dans la gamme des 3 µm et 
aucune photofragmentation dans le cas de peptides non glycosylés. 

4.1.3 Spectre IRMPD du glycopeptide de poulet  
Ici nous prenons pour exemple le glycopeptide de poulet, un glycopeptide facilement isolé à partir 
d’œufs lyophylisés. Ce glycopeptide est donc accessible en grandes quantités. Sa structure est 
connue (Figure 6). Sa séquence peptidique est KVANKT, ce peptide est N-glycosylé au niveau de 
l’asparagine. Le glycane présent sur l’oligosaccharide contient 3 mannoses, 2 galactoses, 4 
N-Acétylglucosamines et 2 acides sialiques. 

 

Figure 6 : Structure du glycopeptide de poulet, la séquence KVANKT (rouge) porte un N-glycane (noir) au niveau de la chaine 
latérale de l’aspargine. 

Après infusion directe en spectrométrie de masse, le glycopeptide de poulet présente deux états de 
charge : m/z = 1433 ([M + 2H]++) et m/z = 956 ([M + 3H]3+) (Figure 7a). Dans un second temps, l’ion 
deux fois chargés (m/z = 1433) est isolé puis irradié (30 ms) dans le but d’acquérir son spectre IRMPD 
(Figure 7b). Le spectre IRMPD de cette espèce montre une signature relativement simple. Deux 
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principaux pics sont présents sur ce spectre, ils se trouvent dans la zone des modes de vibration des 
liaisons O-H. Tout d’abord, le pic le plus intense est présent à 3503 cm-1, ensuite un second pic se 
trouve à 3441 cm-1. Enfin un massif de pics non résolus est observé (3314, 3335, 3354, 3373 et 
3389 cm-1) est visible à des nombres d’onde plus faibles. On note que le spectre IRMPD présente des 
valeurs de rendement de photofragmentation élevées (jusqu’à 1). La sommes des intensités des ions 
fragments est donc supérieure à l’intensité du précurseur (ce qu’on voit sur la Figure 7 c). Sur ce 
spectre, nous voyons différents fragments, mais le précurseur a totalement disparu, il est 
complètement photofragmenté. Le spectre de photofragmentation présente un pic à m/z = 657 ce qui 
traduit la présence du trisaccharide GlcNAc-Gal-Neu5Ac (avec Neu5Ac : acide N-Acétylneuraminique 
qui est un acide sialique) contenu dans le glycane lié au peptide. Pour comparaison, la Figure 13 montre 
les spectres IRMPD de deux peptides et du glycopeptide de poulet sur la même échelle. 

 

Figure 7 : Spectre de masse du glycopeptide de poulet avec les espèces deux fois protonée m/z = 1433 et trois fois protonée 
m/z = 956 a), spectre IRMPD de l'espèce deux fois protonée à m/z = 1433 du glycopeptide de poulet (espèce [M+2H]2+) b) et 
spectre de photofragmentation (irradiation à 3360 cm-1) de l'espèce deux fois protonée m/z = 1433 du glycopeptide de 
poulet c). 

4.2 PROTOCOLE 

4.2.1 Digestion de la protéine par des enzymes protéolytiques 
Le protocole est présenté en Figure 8. La fétuine bovine (entre 200 et 500 µg) est dissoute dans 50 µL 
de tampon de bicarbonate d’ammonium (50 mM a pH = 8,0). 5,5 µL de dithiotréitol (DTT) à 150 mM 
et 40 µL d’urée à 8 M sont ajoutés à la solution, la solution est incubée pendant 40 min à 60 °C. 17 µL 
d’iodoacétamide (IAA) 150 mM est ajouté à la solution. La solution est de nouveau laissée à incuber 
40 min à température ambiante à l’obscurité. Enfin 3 mL de solution de bicarbonate d’ammonium sont 
ajoutés afin de faire chuter la concentration des agents dénaturants afin que les enzymes 
protéolytiques ne soient pas inhibées. 10 µL de trypsine à 2 mg.mL-1 et entre 1 et 3 µL de 
chymotrypsine à 1µg.µL-1 sont ajoutés à la solution. Ces deux enzymes digèrent les protéines en 
peptides. L’incubation se fait à 37 °C pendant toute une nuit. 

La trypsine clive les protéines en C-ter d’acides aminés basiques à savoir la lysine ou l’arginine (excepté 
si l’acide aminé en C-ter de l’acide aminé basique est une proline). La chymotrypsine elle clive les 
protéines en C-Ter des acides aminés qui sont la tyrosine, le tryptophane, la phénylalanine, la 
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méthionine et dans une moindre mesure la leucine, là aussi, la chymotrypsine n’agit pas en cas de 
présence d’une proline en C-ter de ces acides aminés. 

La protéine est mise en solution dans un tampon permettant son bon repliement 3D (Figure 8a), l’ajout 
d’urée à haute concentration dénature la protéine, de plus, l’utilisation de DTT qui rompt les ponts 
disulfures (en les réduisant) parachève cette dénaturation (Figure 8b). L’IAA permet alors d’alkyler les 
thiols des cystéines maintenant libres afin de prévenir la reformation de ponts disulfures (Figure 8c). 
Ainsi lors de la prochaine étape, la baisse de molarité de l’urée et du DTT ne s’accompagnera pas du 
repliement de la protéine. L’ajout d’une grande quantité de tampon diminue la concentration de l’urée 
et du DTT et permet aux protéases utilisées de cliver la protéine d’intérêt (Figure 8d). 

A la suite de la digestion, il est encore nécessaire de purifier les produits de digestion. En effet, de 
nombreuses impuretés sont présentes dans le milieu de réaction. Pour cela, nous procédons à une 
étape de SPE (Solid Phase Extraction) au moyen de cartouches HLB de chez Supelco (3 mL). Grâce à 
cette étape de purification, les différents réactifs utilisés lors de notre manipulation sont éliminés 
(urée, DTT, IAA, trypsine et chymotrypsine…). Seuls les peptides et les glycopeptides sont conservés. 

Après élimination des impuretés, les produits de digestion sont congelés, ou repris dans le volume 
voulu afin de procéder à une analyse en LC-MS. 

 

Figure 8 :  Protocole de digestion de protéines au moyen de la trypsine ou de la chymotrypsine. La protéine est en solution 
dans un tampon permettant son bon repliement a), la protéine est dénaturée au moyen d’un agent chaotropique : l’urée, les 
ponts disulfures sont réduits par l’usage de DTT b), les thiols réduits sont alkylés afin d’empêcher la formation de nouveaux 
ponts disulfure c) enfin, la protéine subit une digestion par une protéase, les peptides sont alors formés d). 
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Après digestion et purification, les peptides attendus sont présentés dans le Tableau 2. Ce tableau est 
produit par l’outil Expasy de l’institut Suisse de bioinformatique49 sur l’entrée p12763 de la base de 
données Uniprot KB19. Ce tableau génère les masses des peptides auxquels nous pouvons nous 
attendre, mais il compile également les modifications que les peptides portent, que ces modifications 
soient naturelles telles que la phosphorylation d’un peptide ou alors artificielles avec l’alkylation des 
cystéines. Ce tableau ne présente toutefois pas les masses des peptides portant un glycane, en effet, 
pour un même peptide, la diversité des glycanes que ce sucre peut porter impliquerait un grand 
nombre de masses possibles et le tableau serait alors complexe à étudier. C’est pourquoi, les acides 
aminés susceptibles de porter un glycane ont été colorés en rouge. 

Compte tenu de la gamme de m/z observable, il est aisé de voir que certains ions vont être visibles en 
étant une seule fois chargé, tandis que d’autres ne seront observables que si l’ion se charge davantage 
(c’est notamment le cas pour les glycopeptides dont la chaine peptidique excède déjà 2000 Da) 
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Tableau 2: Différents fragments attendus après digestion par les protéases utilisées. 

 

Devant cette diversité, une première étape de séparation chromatographique avant analyse par 
spectrométrie de masse est requise. La méthode utilisée est présentée dans la partie suivante 

Position
M

asse
M

odification dues au protocole
M

asse après 
m

odification
PTM

M
asse après PTM

Séquence du peptide

252-306
5293.7854

QTQPVIPQPQPDGAEAEAPS AVPDAAGPTPSAAGPPVASV VVGPSVVAVPLPLHR
79-103

2755.3277
Cys_CAM

: 89, 100
2869.3706

DIEIDTLETTCHVLDPTPLA NCSVR
29-47

1993.8331
Cys_CAM

: 32
2050.8545

EPACDDPDTEQAALAAVDY
104-120

1920.9232
Cys_CAM

: 114
1977.9447

QQTQHAVEGDCDIHVLK
145-159

1626.7978
Cys_CAM

: 146, 149
1740.8407

LCPDCPLLAPLNDSR
334-348

1474.8376
TPIVGQPSIPGGPVR

316-329
1313.5855

PHOS: 316, 
320,323,325

1633.4508
SGVASVESSSGEAF

132-143
1280.5059

Cys_CAM
: 132

1337.5274
PHOS: 134, 

135,138
1520.4049

CDSSPDSAEDVR

160-171
1255.7044

VVHAVEVALATF
191-201

1172.6561
VPLPVSVSVEF

58-67
1154.6164

HTLNQIDSVK
202-211

962.4975
Cys_CAM

: 208
1019.5190

AVAATDCIAK
180-187

957.5727
LQLVEISR

19-27
944.5087

IPLDPVAGY
172-179

841.3322
NAESNGSY

72-78
821.4152

RPTGEVY
238-245

816.4210
ALGGEDVR

219-225
790.4127

Cys_CAM
: 219

847.4342
CNLLAEK

212-218
787.4196

EVVDPTK
246-251

683.3433
Cys_CAM

: 248
740.3647

VTCTLF
232-237

631.3773
GSVIQK

121-125
594.2518

QDGQF
68-71

557.3194
VW

PR
349-353

545.2864
Cys_CAM

: 350
602.3079

LCPGR
51-54

522.3147
HLPR
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4.2.2 Passage en LC-MS 
La séparation en chromatographie liquide se fait au moyen du même appareil que présenté dans le 
Chapitre III à savoir une chaine chromatographique Ultimate 3000 de chez ThermoFisher Scientific. 
Cette fois-ci, le mode chromatographique utilisé est le mode inverse, la colonne est une XSelect CSH 
C18 de chez Waters dont les dimensions sont les suivantes diamètre de particules 3,5 µm diamètre 
interne de la colonne 2,1 x longueur de la colonne 150 mm. Durant toute la séparation, la colonne est 
maintenue à 22°C. La phase mobile est un gradient (Figure 9) programmé entre A de l’eau et B de 
l’acétonitrile, tous deux contenant 0,5 % d’acide formique. 

 

Figure 9 : Gradient utilisé pour la séparation des peptides/glycopeptides. La proportion d’acétonitrile acidifié passe de 5 à 
22,6 % en 40 min. La proportion monte ensuite à 95 % pendant 5 min avant une étape de rééquilibration pendant 5 min 
pour procéder à de nouvelles injections. 

Dans ces mesures, la spectrométrie de masse est opérée au moyen du piège à ions LTQ-XL de 
ThermoFinnigan. La spectrométrie de masse est utilisée en mode positif. 

4.2.3 Irradiation par le laser 
Le montage est similaire à ce qui a été décrit précédemment (Chapitre 2) le laser utilisé est le laser 
haute cadence Firefly de chez MSquared. Le temps d’irradiation est contrôlé avec un shutter optique 
(SH05-ThorLabs). 

4.3 RESULTATS 

4.3.1 Chromatogramme des produits de digestion de la fétuine bovine 
Différentes mesures en MS ont eu lieu après la séparation des peptides, tout d’abord, un simple full 
scan est acquis afin de rechercher le plus de masses attendues (Figure 10). Le chromatogramme de la 
digestion de la fétuine bovine présente de nombreux pics (Figure 10a), parmi eux on retrouve les 
masses pouvant correspondre à des peptides prédits précédemment, trois sont choisis à des fins 
d’illustration (Figure 10b).  
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Figure 10 : Chromatogramme de la digestion de la fétuine bovine a), suivi de trois peptides obtenus après digestion de la 
fétuine bovine : LCPGR [M+H]+ m/z = 602, CNLLAEK [M+H]+ m/z = 847 et HTLNQIDSVK [M+H]+ m/z = 1154,5 m/z b). 

L’appareil dont nous disposons, est équipé pour faire de la fragmentation par CID. Dans le but 
d’identifier formellement les signaux précédemment détectés, une nouvelle analyse de la solution de 
digestion de la fétuine bovine est relancée. Cette fois-ci, les spectres de fragmentation des supposés 
peptides sont acquis afin de formellement les identifier. Dans ces conditions, les fragments générés 
sont principalement les séries d’ions b et y, ce sont ces séries d’ions qui nous permettront d’identifier 
formellement les peptides. Les conditions de chromatographie liquide sont les mêmes, seuls les 
paramètres de la spectrométrie de masse changent, deux évènements sont alors programmés. Tout 
d’abord un full scan permet de suivre l’ensemble des ions présents dans la solution. Ensuite, les masses 
intéressantes sont isolées et fragmentées par CID. Les spectres de fragmentation des supposés 
peptides montrent la présence de fragments b et y correspondant aux séquences attendues (Figure 
11). 

Ainsi, les signaux détectés correspondent bien aux peptides LCPGR (Figure 11a), CNLLAEK (Figure 11b) 
et HTLNQIDSVK (Figure 11c). Mis à part l’alkylation sur les cystéines des peptides LCPGR et CNLLAEK, 
aucune modification n’est présente sur ces peptides. 

 

Figure 11 : Spectres de fragmentation par CID de différents peptides recherchés précédemment, LCPGR [M+H]+ m/z = 602 a), 
CNLLAEK [M+H]+ m/z = 847 b) et HTLNQIDSVK [M+H]+ m/z = 1154,5 c). Certains fragments sont annotés pour confirmer 
l’identification des peptides. 
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Après avoir identifié les peptides, une mesure supplémentaire a eu lieu. Cette nouvelle mesure a pour 
but de regarder l’effet de l’irradiation sur ces peptides. Les conditions de chromatographie liquide sont 
donc les mêmes, l’énergie de fragmentation en CID est nulle. Les ions ne sont soumis à aucune 
fragmentation par collision avec les atomes de gaz au sein du piège, ils sont seulement irradiés à 
3425 cm-1 afin d’étudier leur comportement sous irradiation IR (Figure 12). Le laser irradie les ions 
pendant 30 ms à une puissance d’environ 130 mW. 

Avec ces conditions, le peptide LCPGR (Figure 12a) ne montre pas la présence de fragments. De même 
pour le peptide CNLLAEK (Figure 12b), bien que l’on observe un faible signal à 830 m/z, ce signal est 
aussi présent en absence d’irradiation, il peut s’agir de fragmentation résiduelle de ce fragment, ce qui 
n’a rien à voir avec l’irradiation des ions. Enfin, le peptide HTLNQIDSVK (Figure 12c) qui contient un 
hydroxyle sur la chaîne latérale de sa thréonine ne semble pas non plus présenter de 
photofragmentation dans ces conditions. 

 

Figure 12 : Spectres de photofragmentation des peptides LCPGR [M+H]+ m/z = 602 a), CNLLAEK [M+H]+ m/z = 847 b) et 
HTLNQIDSVK [M+H]+ m/z = 1154,5 c). Les peptides sont isolés pour être irradiés dans le piège à ions (30 ms à 130 mW), aucun 
photofragment n’apparait. 

4.3.2 Spectre IRMPD d’un peptide, pouvant porter un acide aminé avec un hydroxyle 
Nous avons ensuite acquis en ligne après séparation chromatographique les spectres IRMPD de deux 
de ces peptides : CNLLAEK et HTLNQIDSVK entre 3300 et 3600 cm-1. Cette fois-ci, le temps d’irradiation 
est allongé à 80 ms (Figure 13). La Figure 13 présente ces spectres IRMPD, le spectre IRMPD du 
glycopeptide de poulet est ajouté pour avoir une référence à l’échelle (il n’est irradié que 30 ms) Les 
deux peptides ne présentent pas de photofragmentation qui soit comparable à ce qui est observé dans 
le cas du glycopeptide de poulet (Figure 13c). Le spectre IRMPD du peptide CNLLAEK (Figure 13a) 
semble présenter un rendement de photofragmentation relativement plus important aux alentours de 
3340 cm-1. Ce rendement de photofragmentation demeure toutefois dérisoire par rapport à ce qui est 
observé pour le glycopeptide de poulet. De plus, bien qu’il contienne un groupement hydroxyle (sur 
sa thréonine), le peptide HTLNQIDSVK (Figure 13b) ne montre pas non plus de photofragmentation de 
son précurseur. 



Etude des peptides : identification de glycopeptides par screening IRMPD 

123 
 

 

Figure 13 : Spectres IRMPD des peptides CNLLAEK [M+H]+ m/z = 847 a) et HTLNQIDSVK [M+H]+ m/z = 1154,5 b)  et de l’espèce 
deux fois protonée m/z = 1433 du glycopeptide de poulet c). Les peptides sont irradiés pendant 80 ms à 130 mW, le 
glycopeptide de poulet lui n’est irradié que pendant 30 ms. Contrairement au glycopeptide de poulet qui se photofragmente 
dans ces conditions, aucune photofragmentation n’advient dans le cas des peptides. 

4.3.3 Spectre IRMPD de candidats glycopeptides 
Après avoir observé comment se comportent les peptides, nous nous sommes intéressés à des espèces 
dont le rapport m/z n’est pas référencé en tant que peptides. Ces espèces apparaissent toutefois 
comme intéressantes. En effet leur fragmentation par CID laisse apparaitre l’ion à m/z = 657, ce qui 
suggère la présence d’un N-glycane contenant le trisaccharide Neu5Acβ1-3-Galβ1-4GlcNAc. Lors de la 
recherche de glycopeptides par LC-MS/MS, il est d’usage de rechercher des ions reporters24. Ces ions 
sont issus de la fragmentation du glycopeptide. L’ion à m/z = 657 est un de ces ions reporter. Nous 
l’illustrons ici avec les espèces à m/z = 1875 et m/z = 1436 dont l’un de leurs produits de fragmentation 
est l’espèce à m/z = 657. Ces supposés glycopeptides sont détectés à des temps de rétention plus 
importants que les peptides précédemment identifiés (Figure 14). 
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Figure 14 : Chromatogramme de la digestion de la fétuine bovine a), chromatogramme reconstruit suivant le fragment à 
m/z = 657 b), les espèces à m/z = 1875 et m/z = 1436 sont ainsi observés après avoir recherché le fragment m/z = 657 dans le 
chromatogramme des produits de digestion de la fétuine bovine c). 

Ces espèces ainsi détectées sont isolées puis fragmentées par collision. Les fragments ainsi obtenus 
sont présentés dans la Figure 15. Ces deux espèces présentent dans leur spectre de fragmentation l’ion 
à m/z = 657. 

 

Figure 15 : Spectres CID des espèces à m/z = 1436 a) et m/z = 1875 b). La fragmentation par collision produit un ion à m/z = 657 
caractéristique d’un glycane :  le trisaccharide Neu5Ac-Galβ-GlcNAc protoné. 

Le trisaccharide Neu5Ac-Galβ-GlcNAc est un trisaccharide souvent retrouvé au niveau de la 
terminaison du N-glycane, il peut être présent sous deux formes telles que présentées dans la Figure 
16. Ces deux trisaccharides servent d’ions « reporter » des glycopeptides. 
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Figure 16 : Structure de Neu5Acβ1-3-Galβ1-4GlcNAc a) et de Neu5Acβ1-6-Galβ1-4GlcNAc b) deux formes retrouvées dans la 
terminaison des N-glycanes de la fétuine bovine. 

Comme dit plus haut, il est pertinent de rechercher des « ions reporter » Le trisaccharide à m/z = 657 
est comme ses homologues les ions à m/z = 292, 366 et 454 un de « ion reporter » qui confirme la 
présence de sucres dans l’ion parent. Ils sont observés lorsque les ions parents subissent une 
fragmentation. Dans notre cas, nous ne pouvons pas voir les ions m/z = 292, 366 et 454 la gamme de 
m/z de notre appareil ne le permet pas toujours. Toutefois, la fragmentation de cet ion (présentée en 
Figure 17) montre des fragments intéressants. Le spectre de cet ion présente différents pics qui 
peuvent être assignés aux fragments attendus. Les ions à m/z = 274, 366 et 639 correspondent à la 
série des fragments b (b1, b2 et b3 respectivement). Les ions à m/z = 204 et 366 correspondent à la 
série z (z2 et z1 respectivement). Enfin l’ion à m/z = 292 correspond au fragment c1. D’autres ions sont 
aussi observables sur ce spectre : m/z = 621 qui correspond à la perte d’un deuxième hydroxyle sur 
l’ion précurseur (ou b3 - 18) ainsi que deux ions à m/z = 256 et 238 qui peuvent également provenir de 
la perte d’un ou deux hydroxyles depuis l’ion b1. La Figure 17b présente les fragments correspondants. 

 

Figure 17 : Spectre CID de l'espèce à m/z = 657 avec annotations des pics selon la nomenclature de Domon et Costello50 a) et 
fragmentation du sucre correspondant (sur l'isomère Neu5Acβ1-3-Galβ1-4GlcNAc) b). 
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La recherche d’ions reporter n’est pas universelle, elle ne permet pas de détecter tous les types de 
glycanes : tout d’abord, selon, le type de N-glycanes, il ne portera pas forcément d’acide sialique sur 
sa structure. Les O-glycanes offrent une variété de structures bien plus importante que ce qui est 
observé dans le cas des N-glycanes, et ces structures ne portent pas forcément un acide sialique dans 
leur structure. 

Après avoir repéré ces ions, nous avons acquis leur spectre IRMPD sur la gamme 3290-3620 cm-1 
(Figure 18). Au-dessus de 3575 cm-1, aucune photofragmentation n’est observée (a et b). Ensuite un 
faible pic s’élève (3530-3575 cm-1) avant de voir un creux dans le spectre (3530 cm-1) dans le cas des 
deux ions. Enfin un massif très important se présente : c’est le cas de l’espèce à m/z = 1436, dans le 
cas de l’espèce à m/z = 1875, un sillon se creuse à 3400 cm-1. Dans le cas de l’espèce à m/z = 1436, le 
massif est toujours très important en dessous de 3300 cm-1, tandis qu’il a déjà commencé à refluer à 
ces nombres d’onde dans le cas de l’espèce à m/z = 1875. 

Ces irradiations ont été effectuées en irradiant uniquement pendant 30 ms les ions (ce qui est moins 
de la moitié de la durée d’irradiation des peptides en Figure 13) et le rendement de 
photofragmentation dépasse l’unité. 

 

Figure 18 : Spectres IRMPD (entre 3290 et 3620 cm-1) des deux composés d'intérêt l'espèce à m/z = 1436 a) et l'espèce 
m/z = 1875 b). Les spectres sont obtenus en irradiant les ions pendant 30 ms avec une puissance d’environ 110 mW.  

Après avoir acquis les spectres IRMPD de ces deux espèces, nous nous sommes intéressés aux 
fragments provenant de cette irradiation (Figure 19). Comme c’est le cas pour la fragmentation par 
CID, ces deux espèces présentent un fragment à m/z = 657. 

 

Figure 19 : Spectres de photofragmentation des deux composés d'intérêt l'espèce à m/z = 1436 a) et l'espèce à m/z = 1875 b). 
Le signal du précurseur est marqué d’un astérisque, ces deux spectres comportent du signal à m/z = 657 (correspondant à 
GlcNAc-Gal-Neu5Ac qui est souvent la terminaison des N-glycanes). 
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Au vu des spectres de ces deux composés, on s’aperçoit qu’ils ont les mêmes caractéristiques que le 
glycopeptide de poulet. En effet, on note une forte absorption aux environs de 3500 cm-1. De plus ces 
spectres sont également caractérisés par un fort taux de photofragmentation tout le long du spectre. 

4.3.4 Screening de glycopeptides 
Afin de retrouver d’autres espèces se photofragmentant également, une analyse en DDA (Data 
Dependent Acquisition) a été menée. 

Le mode DDA est une analyse non ciblée qui repose sur l’alternance de deux types d’acquisition. Le 
spectromètre de masse réalise une alternance entre un full scan et des spectres MS/MS. Le spectre 
acquis en mode full scan indique au spectromètre de masse quel est l’ion à fragmenter lors du spectre 
suivant. Généralement le mode DDA est réglé tel que lorsque le full scan est acquis, les trois ions les 
plus intenses observés sur ce spectre sont successivement isolés et fragmentés avant que le 
spectromètre de masse ne recommence un nouveau cycle. Il est judicieux qu’après que les spectres 
MS/MS de ces trois ions soient acquis, ces ions soient inclus dans une liste d’exclusion pour qu’ils ne 
monopolisent pas les acquisitions des spectres MS/MS et qu’il soit possible d’acquérir les spectres 
MS/MS d’ions avec des intensités plus faibles. 

Dans notre cas, nous avons procédé comme suit : deux protocoles ont été réalisés. Tout d’abord, le 
mélange de peptides et glycopeptides est introduit en chromatographie liquide dans les mêmes 
conditions que présentées précédemment (partie 4.2.2). Le spectromètre de masse est réglé en mode 
DDA, après le full scan, les trois ions les plus intenses sont isolés et fragmentés (par CID ou par LID). La 
fragmentation par CID sert de référence et confirme l’identification faite par la photofragmentation 
induite par le laser. En pratique, le spectre de fragmentation obtenu en LID est obtenu en réglant la 
CID à 0 % et le laser IR irradie à 3425 cm-1 avec une puissance de 114 mW pendant 30 ms. 

Les chromatogrammes obtenus en mode DDA contiennent de très nombreux pics. Les spectres LID des 
peptides sont présentés en Annexe 1. Les peptides ne se photofragmentent pas, l’Annexe 1 contient 
également le spectre MS/MS obtenu par CID sur ces précurseurs pour confirmer l’identification de ces 
composés. 

Maintenant, les glycopeptides sont présentés en Annexe 2, de la même manière, les spectres LID sont 
tracés. La fragmentation par CID montre des spectres MS/MS semblables aux spectres obtenus par 
photofragmentation. 

La Figure 20 présente les rendements de photofragmentation en fonction de la nature du composé : 
peptide ou glycopeptide. Tout d’abord, les peptides sont pour la plupart plus légers que les 
glycopeptides (ce à quoi on pourrait s’attendre car les glycopeptides résultent de l’addition d’un 
glycane sur un peptide). Il apparait ensuite clairement que l’ensemble des peptides ne se 
photofragmente pas, tandis que les glycopeptides montrent un rendement de photofragmentation 
élevé dans ces conditions. Les rendements de photofragmentation des glycopeptides montrent une 
grande dispersité (les rendements sont étagés entre 0,5 et 3,7). 
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Figure 20 : Rendement de photofragmentation des peptides et des supposés glycopeptides sous une irradiation de 114 mW 
pendant 30 ms. Les peptides sont présentés en rose et les glycopeptides en vert. 

Une ambiguïté est observée pour l’ion à m/z = 989,5, il s’agit d’un composé présentant de la 
photofragmentation, mais pas de fragments à m/z = 657. Son rapport m/z peut correspondre à un 
peptide obtenu après digestion enzymatique. En regardant le spectre CID de cet ion (Figure 21), on se 
rend compte qu’il s’agit bel et bien du spectre d’un peptide : le peptide QQTQHAVEGDCDIHVLK. 

 

Figure 21 : Spectre de fragmentation du peptide QQTQHAVEGDCDIHVLK [M+2H]2+ m/z = 989,5 

La Figure 20 présente le rendement de photofragmentation de peptides (identité confirmée par CID) 
et des supposés glycopeptides. Nous voyons que tous les candidats glycopeptides se 
photofragmentent dans les conditions utilisées (irradiation 114 mW pendant 30 ms). Du côté des 
peptides, un seul se comporte de la même façon (rendement de photofragmentation d’environ 0,5). 
Les glycopeptides sont donc facilement discriminés par ce screening dans un mélange de 
peptides/glycopeptides provenant de la digestion de protéines. 

Après cette première étape de screening, il est possible de se concentrer uniquement sur ces ions afin 
de les caractériser plus finement par des mesures en spectrométrie de masse à plus haute résolution. 
Dans notre cas, un faux positif (peptide présentant de la photofragmentation) est observé, nous nous 
attendons donc à en voir lors de l’analyse d’autres types de protéines mais ce n’est pas le cas de la 
majorité des peptides. Ici, seuls 13 peptides et 16 candidats glycopeptides sont présentés, ce qui ne 
représente pas une grande quantité de données, l’utilisation de cette méthode sur un plus grand 
nombre de protéines optimisera les conditions expérimentales, et affinera ces observations. 

5 CONCLUSION 
Les composés glycoconjugués sont des macromolécules complexes à caractériser. Dans notre cas, nous 
avons montré qu’il est toutefois possible de déterminer si une protéine contient ou non des 
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glycosylations simplement par spectroscopie IR en phase condensée. Ce type d’analyse permet en 
outre de ne pas détruire l’échantillon, qui reste disponible pour d’autres analyses ultérieures. 

Pour caractériser plus finement un tel composé, la complexité augmente. Dans le développement 
présenté ici, nous proposons d’irradier les produits de digestion d’une protéine supposée glycosylée. 
Les peptides ne se photofragmentent pas sous irradiation laser à 3425 cm-1, tandis que les supposés 
glycopeptides se photofragmentent. Dans les cas de la fragmentation par CID, ou de la 
photofragmentation par IRMPD, des « glycopeptides », les fragments observés proviennent de la 
fragmentation des sucres, ils ne sont donc pas informatifs sur la structure du peptide portant le sucre. 
L’utilisation d’un autre mode de fragmentation (comme l’ETD par exemple) donnera ces informations 
manquantes. De plus, l’utilisation de spectromètres de masse à haute résolution offrira une plus 
grande facilité dans l’attribution des spectres de masse à un glycopeptide. La résolution du piège à ions 
n’offre pas une grande confiance sur la masse déconvoluée pour attribuer une structure à cette masse. 

Les développements effectués dans cette partie, n’ont pas vocation à se limiter à l’analyse des sucres, 
mais pourront également être utilisés à d’autres domaines des -omiques. En effet, nous nous 
attendons à voir d’autres applications se développer au moyen d’un tel screening notamment la 
détection d’autres PTMs avec par exemple la sulfatation ou la phospohrylation. Ces deux modifications 
présentent des structures isobares (ions précurseurs et fragments) d’où la difficulté de les distinguer. 
Bien qu’ils présentent des masses très proches, la spectroscopie IR, a déjà permis de distinguer des 
peptides phosphorylés ou sulfatés39. 

Le screening par IRMPD est un bon préfiltre aidant à l’élimination de nombreux signaux 
correspondants aux peptides. Bien qu’il arrive que des peptides puissent également se 
photofragmenter, nous n’en avons observés qu’un seul. Il est donc possible de ne s’attarder que sur 
les glycopeptides. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

Le projet IROLIGO a pour but de développer des outils capables de caractériser un composé 
glycoconjugué ainsi que les impuretés éventuellement générées au cours de sa synthèse. Afin de 
mener à bien ce projet, différentes méthodes ont été utilisées : spectrométrie de masse, 
chromatographie liquide, spectroscopie IR en phase condensée et en phase gazeuse (spectroscopie 
IRMPD). Au cours de ce projet, de nombreuses approches originales quant à la spectroscopie IRMPD 
ont été développées.  

Beaucoup de développements ont été effectués depuis les débuts de la spectroscopie IRMPD dans 
l’équipe DYNAMO. Tout d’abord, les mesures de spectres IRMPD ont permis par comparaison avec des 
calculs de théorie de connaitre la conformation de monosaccharides connus en phase gazeuse. 
Rapidement, il a été possible de développer de nouvelles approches importantes dans les analyses de 
glycomique telle que la constitution d’une base de données pour l’identification d’espèces inconnues. 
Dorénavant, avec les différents développements dont elle a bénéficié, la spectroscopie IRMPD peut 
s’intégrer dans des workflows analytiques plus complexes. Ces workflows peuvent être suffisamment 
poussés avec notamment la préparation d’échantillons ainsi que la séparation chromatographique 
avant analyse par spectroscopie IRMPD, de plus, le retraitement des données a aussi bénéficié de 
nouveaux développements. La méthode est en constant progrès avec des composés présentant des 
natures différentes ainsi que des tailles et complexités croissantes. Ces progrès ont été obtenus tant 
d’un point de vue instrumental (couplage de la spectroscopie IRMPD avec des méthode séparatives) 
que d’un point de vue logiciel (automatisation de l’acquisition, du retraitement et de l’interprétation 
des données…). 

Les progrès obtenus au cours de cette thèse (acquisition de spectres IRMPD en ligne avec la 
chromatographie liquide, identification d’espèces par screening LC-MS(-MS)-IR, identification 
d’inconnus avec une méthode supervisée : intelligence artificielle ou non supervisée : ACP) sont dans 
la lignées des efforts déjà effectués dans l’équipe au bénéfice de la spectroscopie IRMPD. 

Après avoir présenté la spectroscopie IRMPD, nous avons démontré toute son utilité dans la réponse 
à des questions de physico-chimie avec l’identification du produit de migration du fucose en phase 
gazeuse. Nous avons également vu comment par comparaison avec des spectres présents dans une 
base de données, la spectroscopie IRMPD permet d’identifier un composé inconnu (dans certains cas, 
la comparaison avec des calculs de chimie théorique n’est pas absolument nécessaire). Au cas où le 
composé est de trop grande taille, le précurseur peut être fragmenté au sein du spectromètre de 
masse, les fragments alors obtenus sont à leur tour isolé et irradiés afin d’acquérir leur spectre IRMPD 
et effectuer l’identification sur ces fragments, ce qui permet de remonter à la structure du composé 
avant fragmentation. 

Ensuite, nous nous sommes penchés sur des développements instrumentaux. Le but est d’améliorer 
les performances de notre méthode pour l’identification de composés inconnus. Un nouveau montage 
expérimental est développé contenant un nouveau laser. Le laser décrit dans cette partie permet 
d’augmenter la vitesse d’acquisition des spectres et s’inscrit donc dans un contexte analytique 
permettant un plus haut débit d’analyse. Les développements instrumentaux dans cette partie ne 
s’arrêtent pas là, il a également été possible d’augmenter le rendement de photofragmentation des 
ions au moyen de l’ajout d’un second laser émettant dans la gamme des 10 µm. Après avoir développé 
un nouveau montage expérimental, les performances de l’interprétation des données ont été 
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discutées, tout d’abord, une méthode de calcul de score de ressemblance (ou d’erreur) est décrite, et 
deux autres méthodes ont été présentées une méthode non supervisée (ACP) et une méthode 
supervisée d’intelligence artificielle. Bien que ces deux dernières méthodes ont montré leur intérêt 
dans l’identification de spectres, elles sont relativement nouvelles dans l’équipe et de nouvelles 
mesures seront nécessaires pour s’assurer de leur robustesse avant de pouvoir s’en servir en routine 
lors de l’analyse d’autres classes de composés. 

L’acquisition de nouveaux spectres IRMPD est toujours intéressante dans notre cas afin de constituer 
une base de données qui soit la plus exhaustive que possible. Des perspectives existent, par exemple, 
il serait intéressant de constituer d’autres bases de données propres pour d’autres classes de 
composés comme les métabolites, les lipides… 

Ces démonstrations ont eu lieu sur des petits oligosaccharides (mono, di ou trisaccharides), mais nous 
sommes également allés plus loin dans la caractérisation de sucres, sur de plus gros oligosaccharides, 
des polysaccharides et même des glycoconjugués. 

Dans une troisième partie, la chromatographie liquide a été couplée à la spectroscopie IRMPD. Les 
efforts faits dans la seconde partie ont permis de lever les verrous technologiques qui demeuraient et 
empêchaient de procéder à un tel couplage. L’analyse des produits de digestion du Fondaparinux a pu 
être faite par ce couplage. L’analyse a été faite de deux manière différentes : tout d’abord en collectant 
les fractions de manière hors ligne, comme cela a déjà été effectué, mais de manière prometteuse un 
spectre IRMPD avec une gamme de largeur 200 cm-1 a pu être acquis au moyen de l’acquisition en 
ligne, où les spectres des composés sont obtenus directement en sortie de colonne 
chromatographique. Il a également été possible de séquencer la liaison entre deux résidus au sein d’un 
tétrasaccharide qui diffère de son isomère uniquement par cette liaison glycosidique. Les spectres 
IRMPD de deux trisaccharides modifiés par la réduction de l’extrémité anomérique du sucre ont été 
acquis. Un autre mode de LC-MS/MS/IR dans lequel l’irradiation se fait à longueur d’onde fixe a montré 
tout son potentiel dans la détection de la forme furanose du galactose sur des polysaccharides. Le 
couplage de la chromatographie liquide avec la spectroscopie IRMPD de manière automatisée et 
robuste constitue un très grand pas en avant dans les développements de la spectroscopie IRMPD. 
Cela autorise l’identification d’analytes dans une matrice complexe. Ces développements ne se 
limitent pas au domaine de la glycomique, mais également à d’autres domaines comme par exemple 
la métabolomique qui présente également de nombreuses isoméries dans les composés étudiés. 

La dernière partie de ce manuscrit traite d’un composé de grande taille et hétérogène : une 
glycoprotéine. Nous proposons une méthode par spectroscopie IR permettant de détecter la présence 
de sucres sur une protéine. La position de la glycosylation est plus précisément déterminée par 
screening LC-MS/IR. Après digestion enzymatique, les peptides sont séparés par chromatographie 
liquide. Les ions sont alors successivement isolés dans le piège à ions avant d’être irradiés. La longueur 
d’onde (3425 cm-1) est choisie spécialement pour être absorbée par les modes de vibration des liaisons 
O-H très présents dans la structure des sucres. En cas de photofragmentation, il s’agit 
vraisemblablement d’un glycopeptide. Cette méthode permet de procéder à un premier filtrage des 
composés présents après digestion enzymatique de la protéine. Dans le domaine de la protéomique, 
la reconnaissance des glycopeptides pourrait être grandement facilitée. 

Maintenant d’autres développements sur la spectroscopie IRMPD semblent atteignable. Par exemple 
d’autres applications pourraient être envisagées dans le domaine de la protéomique, on pourrait 
chercher à distinguer les PTMs que sont la phosphorylation et la sulfatation sur des peptides issus de 
la digestion enzymatique de protéines d’intérêt sans avoir recours à la spectrométrie de masse à haute 
résolution. 
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Concernant le retraitement et l’interprétation des données nos outils de reconnaissance de spectres 
sont pour le moment plutôt « bruts ». L’identification d’un composé inconnu se fait en entrant un 
spectre IRMPD, le programme indique alors un score en se basant sur la ressemblance entre ce spectre 
IRMPD et les références présentes dans notre base de données (ainsi que sur le rapport m/z du 
composé). Toutefois, plus d’informations sont disponibles, et ne se bornent pas à un simple spectre 
IRMPD du composé inconnu. Une nouvelle piste pourrait être d’intégrer ces paramètres dans 
l’identification du composé afin de conforter cette identification. Il faudrait que le programme en 
tienne compte afin d’affiner l’identification (spectre MS/MS, temps de rétention…). 
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Annexe 1 : Identification et irradiation des peptides 
issus de la digestion de la fetuine bovine. 
Séquences et rapport m/z des peptides identifiés. 

Spectres de fragmentation des peptides pour confirmer leur identification (haut). Tous les fragments 
ne sont pas annotés dans un souci de clarté. Spectres des peptides sous irradiation infrarouge (bas). 

Les mêmes conditions de fragmentation et d’irradiation (durées et puissances) sont utilisées sur les 
peptides et les glycopeptides (Annexe 1 et Annexe 2). 

CID : 30 ms, 35 % et LID : 30 ms, 114 mW à 3425 cm-1 
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LQLVEISR m/z = 957 

 
CNLLAEK m/z = 847 
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IPLDPVAGY m/z = 944,5 

 

 
AVAATDCIAK m/z = 1019 

 
IPLDPVAGYK m/z = 1072 

 

HTLNQIDSVK m/z = 1154 
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Annexe 2 : Identification et irradiation des 
supposés glycopeptides issus de la digestion de la 
fetuine bovine. 
Les composés sont identifiés par leur rapports m/z. 

Les spectres de fragmentation obtenus par CID sont présentés afin de vérifier que les ions « reporter » 
sont présents (haut). L’ion à m/z = 657 est systématiquement observé. Spectres des composés sous 
irradiation IR (bas). 

Les mêmes conditions de fragmentation et d’irradiation (durées et puissances) sont utilisées sur les 
peptides et les glycopeptides (Annexe 1 et Annexe 2). 

CID : 30 ms, 35 % et LID : 30 ms, 114 mW à 3425 cm-1  
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m/z = 1401

 

m/z = 1443

 
m/z = 1546

 

m/z = 1824

 
m/z = 1561

 

m/z = 1875

 
m/z = 1679

 

m/z = 1887
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m/z = 1532

 

 

 

 

Notes 

Les ions annotés peuvent correspondre aux oligosaccharides suivants : 

m/z = 366 disaccharide contenant un hexose et un N-acétylhexosamine (avec perte d’eau) 

m/z = 454 disaccharide contenant un hexose et un acide N-Aétylneuraminique 

m/z = 657 trisaccharide contenant un hexose un N-acétylhexosamine et un acide 
N-Acétylneuraminique 

m/z = 1184 hexasaccharide contenant trois hexoses deux N-acétylhexosamines et un acide 
N-Acétylneuraminique 
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Résumé 
A l’instar des protéines ou des acides nucléiques, les sucres représentent une des grandes familles de 
biomolécules indispensables à la vie. A ce titre leur caractérisation structurale est cruciale si l’on veut 
totalement comprendre les différentes fonctions que ces sucres remplissent. Les sucres sont 
notamment impliqués dans la reconnaissance cellulaire, c’est par les sucres exprimés à la surface des 
cellules de l’hôte que les pathogènes reconnaissent la cellule à infecter. Notre partenaire Elicityl 
souhaite exploiter cette propriété pour développer un nouveau composé : un glycoconjugué qui sera 
utilisé en tant qu’additif zootechnique afin d’éviter l’infection des animaux d’élevage et ainsi jouer un 
rôle dans la lutte contre l’antibiorésistance. La connaissance de la structure de ces composés est 
indispensable, de même que celle des éventuelles impuretés produites lors de la synthèse du 
glycoconjugué. Afin de mener à bien ce projet, de nombreux verrous devront être levés. Contrairement 
aux protéines et aux acides nucléiques, nous ne disposons actuellement pas d’une méthode universelle 
qui permettrait le séquençage des sucres. C’est notamment dû à la complexité intrinsèque de ces 
structures. En effet de nombreuses isoméries sont présentes dans leur structure. Ce travail de thèse a 
été l’occasion de développer plus en avant la méthode utilisée dans notre laboratoire pour permettre 
la caractérisation de tels composés. Cette méthode repose sur la combinaison entre la spectroscopie 
IR et la spectrométrie de masse. Des développements ont été effectués de manière à répondre aux 
exigences du projet. Au cours de ce projet elle s’est révélée utile pour la caractérisation de différentes 
classes de sucres différentes tailles et complexités de structures par exemple sur des monosaccharides 
ou des petits oligosaccharides (≤ 3 monosaccharides), mais également sur des composés plus 
complexes tels que des oligosaccharides plus imposants, voire des polysaccharides et apportant même 
des informations sur des glycoconjugués. Ces développements s’inscrivent dans la lignée des efforts 
mis en place dans l’équipe afin de faciliter et accélérer l’acquisition de données par cette méthode. 

Abstract 
Like proteins or nucleic acids, sugars represent one of the large families of biomolecules essential to 
life. As such, their structural characterization is crucial if we want to fully understand the different 
functions that these sugars perform. For example, sugars are notably involved in cellular recognition; 
it is through the sugars expressed on the surface of the host cells that pathogens recognize the cell to 
infect. Our partner Elicityl wants to exploit this property to develop a new compound: a glycoconjugate 
which will be used as a zootechnical additive to prevent infection of farm animals and thus play a role 
in the fight against antibiotic resistance. Knowledge of the structure of these compounds is essential, 
as well as any impurities produced during the synthesis of the glycoconjugate. To successfully complete 
this project, many obstacles need to be solved. Unlike proteins and nucleic acids, we currently do not 
have a universal method that would allow the sequencing of sugars. This is notably due to the intrinsic 
complexity of these structures. Indeed, numerous isomers exist in their structure. This thesis work was 
an opportunity to further develop the method used in our laboratory to allow the characterization of 
such compounds. This method is based on the combination of IR spectroscopy and mass spectrometry. 
Developments were made to meet the project requirements. During this project this method proved 
to be particularly useful for the characterization of different classes of sugars of different sizes and 
complexities of structures, for example on monosaccharides or small oligosaccharides (≤ 3 
monosaccharides), but also on more complex compounds such as larger oligosaccharides, or 
polysaccharides, and even providing information on glycoconjugates. These developments are in line 
with the efforts put in place by the team to facilitate and accelerate the acquisition of data by this 
method. 


