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Avant-propos

Ce manuel s’adresse a toute personne désireuse de maitriser en pro-
fondeur les concepts fondateurs de la spectrométrie de masse des trois
polymeres biologiques : les protéines, les acides nucléiques et les glucides.
Seules des connaissances de chimie de niveau Bac+2 sont requises pour
entamer ’exploration de ce champ disciplinaire vaste et passionnant.
Ce livre a été concu pour un public allant du technicien supérieur au
chercheur confirmé, mais novice en spectrométrie de masse.

Ce manuel est un manuel qui prend son temps. Toutes les notions de
base sont longuement introduites — sans idée précongue de ce que sait ou
ne sait pas déja le lecteur — afin de constituer un socle solide sur lequel
élaborer des concepts plus avancés. La structure de cet ouvrage témoigne
du caractere progressif de I’exposé, avec les trois grandes parties décrites
ci-dessous :

% Partie I : la spectrométrie de masse est décrite en tant que champ
disciplinaire en soi. Le lecteur y apprendra tout d’abord ce qu’est
un spectre de masse et comment il doit étre lu et interprété. Cela
requiert en tout premier lieu de bien définir les entités chimiques de
base sur lesquelles I'on travaille : les éléments chimiques, les atomes,
les isotopes. De la, on peut définir les différents types de masses que
I’on peut mesurer en fonction des instruments et des analytes eux-
mémes. Ensuite, les différents types d’instruments disponibles sur
le marché sont passés en revue avec des descriptions pédagogiques
et détaillées du fonctionnement des deux premiers modules d’'un
spectrometre de masse : la source d’ions et ’analyseur ;

* Partie I : La spectrométrie de masse des trois grands polymeres
biologiques est décrite de maniere a introduire progressivement
les concepts les plus élaborés. Un premier chapitre s’intéresse aux
grandes méthodes de purification et de séparation des polymeres
biologiques. Les chapitres suivants s’y référeront continuellement,
car une analyse par spectrométrie de masse ne peut se révéler utile
que si la préparation de I’échantillon est des le départ incluse dans
tout le processus analytique.

Chaque biopolymere est traité dans un chapitre différent, dont
I'organisation est toujours similaire : d’abord, les éléments de
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base du polymere (les « briques moléculaires ») sont décrits en
insistant sur les particularités structurales et physico-chimiques
qui distinguent chaque polymere des deux autres. Une section sur
la séparation et la purification des analytes détaille les techniques
et les méthodes les plus appropriées dans le contexte d’une analyse
par spectrométrie de masse. Enfin, la section sur la spectrométrie
de masse décrit dans le détail la chimie en phase gazeuse de chaque
polymere. Les fragmentations en phase gazeuse sont décrites avec
un soin particulier, car aucune analyse par spectrométrie de masse
sérieuse ne peut étre menée sans sonder la structure de ’analyte par
fragmentation. Des tableaux synoptiques permettent de rapidement
calculer la masse des différents fragments attendus pour chaque
polymere biologique étudié. Enfin, des cas pratiques d’analyse de
biopolymeres tirés de la littérature sont disséqués afin d’illustrer
I’'apport de la spectrométrie de masse comme outil de biologie
structurale. Le lecteur est accompagné pas & pas dans le calcul
de la masse des especes moléculaires étudiées dans les articles
analysés ;

Partie III : Le manuel de l'utilisateur du logiciel massXpert in-
clus dans cet ouvrage sous forme d’une distribution sur CDROM
permet a l'utilisateur d’en apprendre le maniement. Nombre de
calculs de masses et de simulations décrits dans cet ouvrage ont
été mis en ceuvre par usage du logiciel massXpert. Il s’agit d’un
environnement logiciel graphique hautement sophistiqué dans le-
quel l'utilisateur peut définir tout type de chimie de polymere afin
de s’en servir pour modéliser des réactions de biochimie et des ana-
lyses par spectrométrie de masse. massXpert s’exécute sur toutes
les plateformes informatiques courantes : GNU/Linuzx, Mac OS X,
MS-Windows et bon nombre de systemes UNIX. Ce manuel détaille
les nombreuses fonctionnalités du logiciel massXpert et décrit les
méthodes destinées a en étendre I’emploi a de tout nouveaux types
de polymere entierement définis par 'utilisateur. Le logiciel est livré
avec les définitions de chimie de polymere relatives aux protéines,
aux glucides et aux acides nucléiques. Un exemple d’extension
du logiciel est fourni, ou 'on ajoute une définition de chimie de
polymere pour une variante synthétique d’acide nucléique : ’'ARN
2’-O-méthyl.
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Abréviations — Glossaire

* O X ¥ ¥ ¥

ACHCA acide a-cyano-4-hydroxy-cinnamique (matrice de MALDI) ;
ADN acide désoxyribonucléique ;

AMP adénosine monophosphate ;

ARN acide ribonucléique ;

ATP adénosine triphosphate ;

CAD « collisionally-activated (ou dissociation) »,

fragmentation induite par des collisions avec un gaz (méthode de
fragmentation) ;

CID « collisionally-induced (ou dissociation) »,

fragmentation induite par des collisions avec un gaz (méthode de
fragmentation) ;

CMP cytosine monophosphate ;

DALPC « direct analysis of protein complezes »

analyse directe de complexes protéiques (préparation d’échan-
tillon) ;

ECD « electron-capture dissociation »,

fragmentation par capture d’électron (méthode de fragmentation) ;
EDD « electron-detachment dissociation »,

fragmentation par éjection d’un électron (méthode de fragmenta-
tion);

ESI « electrospray ionization »,

ionisation par électronébulisation (méthode de production d’ions);
ETD « electron-transfer dissociation »,

fragmentation par transfert d’électron (méthode de fragmentation) ;
FAB « fast atom bombardment »,

bombardement par atomes rapides (méthode d’ionisation);

FT « Fourier transform »,

transformée de Fourier ;

FWHM « full width at half maximum »,

largeur du pic a mi-hauteur;

GMP guanosine monophosphate ;

GPI glycosyl-phosphatidyl-inositol ;

GPL « General Public License »

licence publique générale (informatique);

XXV



GUI « graphical user interface »

interface graphique utilisateur (informatique);

HECD « hot electron-capture dissociation »,

fragmentation par capture d’électron hautement énergétique (mé-
thode de fragmentation) ;

HIC « hydrophobic interaction chromatography »
chromatographie d’interactions hydrophobes (séparation et purifi-
cation) ;

HILIC « hydrophilic interaction chromatography »
chromatographie d’interactions hydrophiles (séparation et purifica-
tion) ;

1-HIQ 1-hydroxy-quinoline (matrice de MALDI) ;

3-HPA acide 3-hydroxy-picolinique (matrice de MALDI);

HPLC « high performance liquid chromatography »
chromatographie liquide haute performance (séparation et purifi-
cation);

HTML « hypertext markup language » langage de balises hyper-
texte (format standard de l'internet) ;

ICAT « isotope-coded affinity tag »,

étiquette d’affinité codée par des isotopes (quantification d’ana-
lytes) ;

ICR « ion cyclotronic resonance »,

résonance ionique cyclotronique (analyseur) ;

IEF isoélectrofocalisation (séparation et purification) ;

IMAC « immobilized metal ion affinity chromatography »,
chromatographie par affinité pour des ions métalliques immobilisés
(séparation et purification) ;

IPG « immobilized pH gradient »

gradient de pH immobilisé (séparation et purification);

IR infrarouge;

IRMPD « infrared multiphoton dissociation »,

fragmentation induite par captures multiples de photons dans
I'infrarouge (méthode de fragmentation);

IT «ion trap »,

piege a ions (analyseur) ;

LC « liquid chromatography »

chromatographie liquide (séparation et purification) ;

LC-MS « liquid chromatography-mass spectrometry »
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (sé-
paration et analyse);

LIT « linear ion trap »,

piege a ions linéaire (analyseur) ;

LNA « locked nucleic acid » acide nucléique bloqué;
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MALDI « matriz-assisted laser desorption/ionization »,
désorption/ionisation au laser assistée par la matrice (méthode de
production d’ions);

MRM « multiple-reaction monitoring » ;

MS « mass spectrometry »

spectrométrie de masse ;

PAGE « polyacrylamide gel electrophoresis »

électrophorese en gel de polyacrylamide (séparation et purifica-
tion) ;

PCR « polymerase chain reaction »

réaction de polymérisation d’ADN en chaine (biologie moléculaire) ;
PD « plasma desorption »

désorption plasma (méthode de production d’ions);

PDF « portable document format »

format de document portable (format de fichier) ;

PMF « peptide mass fingerprint »

empreinte peptidique massique;

PNG « portable network graphics »

format graphique portable pour le réseau (format de fichier) ;
PPM « parts per million » parties par million ;

PS « postscript »

format de description de page pour I'impression (format de fichier
ancétre du format PDF);

PSD « post-source decay »,

fragmentation en aval de la source (méthode de fragmentation dans
I’analyseur temps-de-vol) ;

QIT « quadrupole ion trap »,

piege a ions quadrupolaire (analyseur);

Q-TOF « quadrupole time-of-flight »

quadrupole temps-de-vol (analyseur hybride) ;

QUAD « quadrupole »

quadrupoéle (analyseur) ;

RF « radiofrequency » radiofréquence;

RP « reversed-phase »,

phase inversée (séparation et purification) ;

SA « sinapic acid »

acide sinapinique (matrice de MALDI);

SCX « strong cation exchange »,

échange de cations (séparation et purification);

SDS « sodium dodécylsulphate » (détergent);

SI systeme international des unités;
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SID surface-induced dissociation »,

fragmentation induite par des collisions contre une surface (mé-
thode de fragmentation) ;

SILAC « stable isotope labeling with amino acids in cell culture »,
marquage par isotope stable avec des amino-acides en culture de
cellules » (quantification d’analytes) ;

SM spectrométrie de masse ;

SNP « single nucleotide polymorphism »

polymorphisme génétique a un seul nucléotide;

SOMA « short oligonucleotide mass analysis »

analyse de séquence d’ADN sur oligonucléotides courts;

SORI « sustained off-resonance irradiation »,

irradiation continue hors résonance (méthode de fragmentation) ;
STR « short tandem repeat »

courtes répétitions en tandem ;

SVG « scalar vector graphics »

format graphique vectoriel (format de fichier) ;

TAP-TAG « tandem affinity purification-tag »

étiquette de purification par affinité en tandem ;

TEV « tobacco etch virus »

virus de la gravure du tabac;

TFA « trifluoroacetic acid »

acide trifluoroacétique;

THAP trihydroxy-acétophénone (matrice de MALDI) ;

TMPP acétyl-tris-(triméthoxyphényl)phosphonium ;

TOF « time-of-flight »,

temps-de-vol (analyseur) ;

UVPD « photodissociation »

fragmentation dans l'ultraviolet (méthode de fragmentation);
XML « extended markup language »

langage de balises étendu (héritier du HTML) ;
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Ce manuel trés complet et le logiciel performant qui I'ac-
compagne permettent d’acquérir — pas a pas - la maitrise
de la spectrométrie de masse des 3 grands polymeéres bio-
logiques : protéines, acides nucléiques et glucides.

La premiére partie de 'ouvrage décrit les concepts fondamen-
taux de la spectrométrie de masse et détaille le fonctionne-
ment des sources d'ions et des analyseurs de masse mis en
ceuvre dans les principaux instruments commerciaux
d'aujourd’hui congus pour I'étude des polymeres biologiques.

La deuxieme partie expose en détail les différentes métho-
dologies permettant de séparer, purifier et décontaminer les
polymeres biologiques en vue de leur analyse par spectro-
métrie de masse. Chaque polymeére fait ensuite 'objet d'une
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séparation et la purification des molécules d'intérét et enfin
son comportement dans un spectrometre de masse. L’énoncé
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en lumiere.

La derniére partie constitue le manuel d’utilisation du logiciel
massXpert commercialisé avec 'ouvrage. Ce puissant logiciel,
largement répandu dans le monde entier, est utilisé par 'auteur
pour ses enseignements. C’est un spectrometre de masse
virtuel doublé d’'un laboratoire de biochimie qui permettra
au lecteur de simuler ses expériences afin de mieux les pré-
parer et de récolter le maximum de données analytiques a
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Du novice a l'opérateur expérimenté, cet ouvrage est congu
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